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Resumo

A obesidade é considerada um problema de saude mundial, a qual vem
assumindo caracteristicas epidémicas. O aumento de obesidade entre a
populacdo humana causa profundas consequéncias econémicas em relagéo a
custos médicos diretos e indiretos, por estar associada com o aumento do risco
de desenvolvimento de doengas que diminuem a qualidade e a expectativa de
vida, podendo levar a morte prematura. Estas influéncias da obesidade tém
feito que pesquisadores busquem esclarecer os mecanismos envolvidos no
controle do peso corporal, utlizando-se, principalmente, de modelos
experimentais animais; dentre os quais, esta a Dieta de Cafeteria, que promove
0 aumento de peso nos animais através do fornecimento de alimentos
altamente palataveis que constituem parte dos habitos alimentares das
pessoas de paises ocidentais.

Com relagdo a questdes reprodutivas, uma determinada quantidade de
energia armazenada no tecido adiposo é essencial para o0 sucesso da
reproducdo feminina, entretanto, o excesso de peso corporal possui efeito
prejudicial & reproducéo, relacdo que tem sido reconhecida h& muitos anos.

Com base no exposto anteriormente, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a funcdo reprodutiva de ratas Wistar adultas, submetidas a Dieta de
Cafeteria a partir dos 21 dias de idade; analisando a funcdo ovariana atraves
de abordagens morfolégicas e estruturais dos ovarios. A partir do 70° dia de
vida iniciou-se a coleta diaria da secre¢éo vaginal e o controle do ciclo ocorreu
até as fémeas atingirem 150 dias de vida, sendo utilizadas no experimento,
apenas as que apresentaram ciclo estral regular. As fémeas eram sacrificadas
as 13h do proestro, em seguido as gorduras intraperitoneal e perigonadal eram
isoladas e pesadas, e os ovérios apds serem removidos eram pesados e
preparados para analise histologica.

A dieta de cafeteria provocou nas fémeas tratadas um aumento no peso
final, assim como no acumulo de gordura intraperitoneal e perigonadal; além
disso, reduziu o numero de foliculos pré-antrais e também a espessura da
camada das células da teca destes animais. Entretanto, € necessario a
realizagdo de mais estudos, para que possamos determinar com clareza quais

mecanismos estdo envolvidos na relagdo obesidade-reprodugéo.



1. Introducéao

1.1 Obesidade

A obesidade pode ser definida como um distirbio da homeostasia
energética, sendo em humanos caracterizada pelo indice de Massa Corporal
(IMC), com individuos obesos apresentado IMC maior que 30 Kg/m?.
Atualmente, a obesidade é considerada um problema de satude mundial, a qual
vem assumindo caracteristicas epidémicas (Cnattingius & Lambe, 2002), sendo
prevalente principalmente em paises desenvolvidos (Organizacdo Mundial da
Saude, 1997), entretanto esta cada vez mais presente em paises em
desenvolvimento. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, em 2005,
mais de 1,6 bilhdes de adultos apresentaram sobrepeso e pelo menos 400
milhdes de adultos apresentaram-se obesos no mundo. No Brasil, o VIGITEL
2008, encontrou uma prevaléncia de 13% de obesidade na populacéo, sendo
gue entre as mulheres a prevaléncia foi de 13,6%.

O aumento de obesidade entre a populagdo humana causa profundas
consequéncias econdmicas em relagdo a custos médicos diretos e indiretos
(WOLF & COLDITZ, 1998), por estar associada com o aumento do risco de
desenvolvimento de doencas que diminuem a qualidade e a expectativa de
vida, podendo levar & morte prematura (HILL & PETERS, 1998); quando
comparadas com pessoas magras, hd um maior nivel de mortalidade entre as
primeiras (OGDEN et al., 2007). Doencas, como a hipertensdo, sdo mais
prevalentes em pessoas obesas do que na populacdo em geral (PI-SUNYER,
1999); assim como, pessoas obesas apresentam maior risco de desenvolver
doengas coronarianas (KANNEL et al., 1996), e um aumento nos niveis de
estresse oxidativo apos o exercicio fisico (VINCENT et al., 2004). E observado
um aumento na prevaléncia de asma em individuos obesos e sobrepeso, com
a obesidade quase sempre antecedendo a asma (FORD, 2005; SHORE &
JOHNSTON, 2006; BEUTHER & SUTHERLAND, 2007; LITONJUA & GOLD,
2008). A obesidade também tem sido relacionada com o aumento de risco de
alguns tipos de cancer (VAINIO & BIANCHINI, 2002; RENEHAN et al., 2008;



RENEHAN et al., 2009). O excesso de peso, assim como a obesidade, sdo
poderosos iniciadores de artrite 6ssea de joelho em mulheres de meia-idade e
modestos iniciadores de artrite 6ssea de articulagbes (HART & SPECTOR,
1993; BROWNING & KRAM, 2007). Além disso, estudos epidemioldgicos tém
demonstrado uma associagéo positiva entre obesidade e muitas formas de
doencas mentais (SIMON et al., 2006; PETRY et al., 2008; SCOTT et al.,
2008); e ainda, com alteracbes de humor, transtornos relacionadas a
ansiedade, transtornos alimentares e de personalidade (SIMON et al., 2006;
HUDSON et al., 2007, PICKERING et al., 2007; PETRY et al., 2008; SCOTT et
al., 2008), mostrando-se, estas desordens, mais fortes em mulheres do que em
homens (McINTYRE, 2006; BARRY et al., 2008).

Outra dificuldade encontrada por individuos obesos € a estigmatizacéo a
qual sdo submetidos baseada em seu peso (PUHL & BROWNELL, 2006), a
qual esta associada a um significante prejuizo psicossocial. Estigma liga o
individuo a um estereétipo negativo (GOFFMAN, 1963), logo, grupos que
possuem um estigma tém sido vitimas de preconceito e discriminagao, que séo
fatores de risco para a saude (STUBER et al., 2008). Existe na literatura uma
consideravel discussdo sobre o estigma da obesidade e a forma com as
pessoas obesas sdo tratadas (ROGGE et al., 2004; BROWNELL, 2005;
LATNER & SCHWATZ, 2005; VAIDYA, 2006; STUBER et al., 2008); estando
esta estigmatizacao correlacionada com significantes problemas de saude, tais
como depresséao, hipertensdo, doengas coronarianas e infarto (MAJOR & O
BRIEN, 2005; STUBER et al. 2008), desta forma, o proprio estigma pode
contribuir para os riscos a saude.

A obesidade é uma sindrome de etiologia multifatorial que apresenta
causas que estdo sendo exaustivamente estudadas por pesquisadores em
indastrias farmacéuticas e centros de pesquisas em universidades em todo o
mundo. Existem algumas hipdteses que tentam explicar a origem da
obesidade, colocando que no passado era evolutivamente vantajoso
armazenar certa quantidade de energia. Uma destas hipéteses propde que a
ingestdo de maior quantidade de energia tinha por objetivo armazenar calorias
no tecido adiposo para que os individuos sobrevivessem a periodos de relativo
jejum (CROCKER & YANOVSKI, 2008). Entretanto, devido a habitos atuais,

esta necessidade perdeu-se, levando a propor que a selegdo natural teria



favorecido polimorfismos em muitos genes que poderiam predispor criangas e
adultos a uma ingestao alimentar excessiva (ASHRAFI et al., 2003; RANKINEN
et al., 2006). A capacidade de estocar excesso de energia no tecido adiposo
como gordura tem potencial origem em todos os niveis biolégicos (genético,
fisioldgico e social). Embora muitos estudos recentes demonstrem um potente
contribuidor genético para a obesidade (FRAYLING et al., 2007), esta relagdo
ndo estd bem clara, pelo fato de que, os genes totalmente relacionados com a
obesidade, deveriam estar presentes desde o passado até os dias de hoje
(KEITH et al., 2006).

O aumentado risco a saude decorrente da obesidade € dependente da
quantidade e localizagdo do tecido adiposo (OHLSON, 1985; BJORNTORP |,
1997; BJORNTORP, 1992a, b , c); especificamente, do tecido adiposo
distribuido na regido abdominal ou visceral (BJORNTORP , 1997a, b, c), que &
caracteristico de homens (WAJCHENBERG, 2000). Entretanto, mulheres
apresentam maior quantidade de tecido adiposo subcutédneo do que homens
(LONNQVIST et al., 1997; MUJICA et al., 2008), e apresentam um excesso de
adiposidade na regido subcuténea gluteal ou femoral, que é associado com
riscos para desordens metabodlicas (LAPIDUS et al., 1984; OHLSON, 1985;
DONAHUE & ABBOTT, 1987; DONAHUE et al., 1987; BJORNTORP, 1996). A
gordura subcutanea esta dispersa dentro de uma grande &rea sob a pele, é
relativamente pouco inervada e vascularizada e tem células com maior
didmetro que dos adipdcitos intra-abdominais (WAJCHENBERG, 2000). Este
tecido realiza a captacdo de acidos graxos e estoca o0 excesso de calorias
(MICHAILIDOU et al., 2007; SHADID et al., 2007), sendo importante para as
mulheres quando necessitam utilizar-se dos estoques de energia para suprir a
demanda caldrica durante a amamentacao.

Outra preocupacdo importante que atualmente esta presente entre os
profissionais da salde, é a prevaléncia de obesidade infantil. A obesidade
infantil estd aumentando de forma alarmante, os niveis triplicaram nas ultimas
trés décadas (HEDLEY et al., 2004). Como estas alteracfes de peso afetardo

as novas geracdes é um ponto ainda desconhecido.



1.2 Obesidade e Reproducgéo

Uma determinada quantidade de energia armazenada no tecido adiposo é
essencial para a reproducdo feminina. O tecido adiposo é um sitio de ativa
producdo de androgenos (PASQUALI, 2006) e € um local de ativa conversédo
de andrégenos a estrégenos, que € um processo intensamente dependente e
diretamente proporcional & quantidade de gordura corporal (LONGCOPE etl al.,
1969). Além disso, a distribuicdo de gordura corporal influencia as
concentragdes de globulinas ligadoras de esteréides (SHBG) em mulheres
obesas. De fato, fémeas com fenétipo de obesidade abdominal possuem
menores concentragdes de SHBG em comparagédo a mulheres com obesidade
periférica (PASQUALI & CASIMIRRI, 1993), o que eleva as concentragfes de
testosterona e estradiol disponiveis. A retroalimentac@o negativa do excesso de
estrogénio pode contribuir para a reduzida sinalizagdo hipotalamo-hipofise
(GOSMAN et al., 2006).

Em mulheres a obesidade se manifesta como um conjunto de condigbes
e, geralmente, precedem muitos dos conhecidos distlirbios metabdlicos, como
a antecipacdo da menarca, a subfertilidade e a Sindrome do Ovario Policistico
(PCOS). Assim como no fim da vida reprodutiva feminina, a cessagdo da
funcdo ovariana é também relacionada com o desenvolvimento de obesidade
(RACHON & TEEDE, 2009).

A infancia é a fase da vida do individuo na qual varia¢gdes no programa de
nutricdo determinam o crescimento e o desenvolvimento (McCANCE &
WIDDOWSON, 1956). O ganho de peso durante o inicio da infancia € um
determinante crucial na instalacdo da puberdade em meninos e meninas (DOS
SANTOS SILVA, 2002; NOVOTNY, 2003; PADEZ & ROCHA, 2003; DUNGER,
2006); periodo no qual a crianga desenvolve as caracteristicas sexuais
secundérias e a capacidade reprodutiva (PATTON & VINER, 2007). Dados a
partir do século 19 demonstram uma reducdo na idade da maturagdo sexual
em meninas (COLE, 200), a qual é prevalente nas que apresentam sobrepeso
e obesidade (KAPLOWITZ et al., 2001; LEE et al., 2007). Além disso, o IMC de
mulheres adultas que apresentaram mais cedo a menarca é maior gquando
comparado com mulheres que apresentaram maturacdo tardia (ADAIR &
GORDON-LARSEN, 2001; WANG, 2002).



Significantes alteragdes no perfil da ingestdo alimentar tém sido
observadas durante o ciclo menstrual, tanto em humanos como em primatas
ndo humanos. Durante a fase pré-ovulatoria a ingestéo de alimento é reduzida,
aumentando durante a fase luteal (CZAJA, 1978; ROSENBLAT et al., 1980;
DALVIT, 1981; KEMNITZ et al., 1984; LISSNER et al.,, 1988; GONG et al.,
1989; LYONS et al., 1989; BUFFENSTEIN et al., 1995; BARR et al., 1995; DYE
& BLUNDELL, 1997; REIMER et al., 2005). Em mulheres com sindrome pré-
menstrual, observa-se um aumento na ingestdo alimentar durante o periodo
pré-menstrual (BOWEN & GRUNBERG, 1990; CROSS et al., 2001; REED et
al. 2008).

Uma condigdo frequentemente associada com obesidade e desordens
reprodutivas é a PCOS, observada em 4% a 7% da populagéo feminina adulta
(EHRMANN, 2005). A obesidade esta presente em aproximadamente 30% dos
casos de PCOS, chegando, em algumas regides do mundo a 75% dos casos
(DeMOLA, 2009). A PCOS é a mais frequente alteracdo ovariana em mulheres
na pré-menopausa (AZZIZ et al., 2004), estando comumente presente apos a
menarca em adolescentes e sendo caracterizada por uma série de
caracteristicas com diagndstico ndo especifico e uma grande diversidade em
seu perfil clinico (JANSSEN et al, 2008); como anovulagdo e
hiperandrogenismo relacionado a elevadas concentragdes de LH (APTER,
1997).

Em mulheres obesas, € aumentada a incidéncia de complicages durante
a gravidez. Nestas mulheres, a obesidade esta associada a desordens
hipertensivas, diabetes gestacional, infec¢gdes, tromboembolismo, alteragdes de
humor, complicagdes durante o trabalho de parto, e também aumenta o risco
de problemas nos filhos (WATKINS et al., 2003; CEDERGREN, 2004; WEISS
et al., 2004; RAMSAY et al., 2006; YU et al., 2006; CATALANO, 2007). O risco
de aborto em mées obesas ocorre em gravidez espontanea ou induzida por
diferentes técnicas reprodutivas (FEDORCSAK et al., 2000; WANG et al., 2001,
LASHEN et al., 2004).

Menopausa é o termo usado para descrever o ultimo periodo fisiolégico
menstrual na vida de uma mulher, sendo diagnosticado com a ocorréncia na
reducdo dos ciclos menstruais regulares durante os U(ltimos doze meses

(LUND, 2008). Este fenémeno é decorrente da idade do ovério, resultando na



exaustdo dos foliculos ovarianos (WISE et al., 1996), levando a infertilidade e a
progressiva perda da atividade hormonal (GREENDALE & SOWERS, 1997).
Muitas vezes este fendbmeno estad associado com o desenvolvimento da
Sindrome Metabdlica e suas consequéncias (CARR, 2003). Estudos utilizando-
se ratas ovarectomizadas mostram um ganho de peso e aumento do acumulo
de gordura no tecido adiposo abdominal nestes animais, sugerindo que 0s
horménios ovarianos podem atuar como protetores contra a sindrome
metabdlica e obesidade (RACHON et al., 2007 a; 2007 b).

1.3 O estudo da obesidade

A modulagéo do apetite e a regulagdo do peso corporal séo realizadas por
uma seéria de moléculas que agem sobre o hipotalamo, formando um sistema
altamente integrado, redundante e complexo que minimiza o impacto das
flutuacdes de curto-prazo no balango energético sobre a massa adiposa,
agindo em diferentes niveis na regulacdo do peso corporal (WOODS et al.,
1998).

A crescente prevaléncia de obesidade no mundo atual tem causado
consequéncias adversas a saude da populacdo e a economia dos paises,
levando pesquisadores buscarem esclarecer os mecanismos envolvidos no
controle do peso corporal, utlizando-se, principalmente, de modelos
experimentais animais. Dentre estes, encontramos 0S que induzem a
obesidade provocando les@es cerebrais, principalmente no nicleo ventromedial
(CAMPFIELD & SMITH, 1983; SEGAL et al., 1991), a obesidade com origem
genética (BRAY & YORK, 1979) e a obesidade provocada por lesdo quimica
de regides hipotalamicas por drogas especificas.

Um modelo experimental muito vantajoso, por provocar uma obesidade
semelhante a humana, que é induzida por uma dieta altamente palatavel
constituida por alimentos que fazem parte dos habitos alimentares das pessoas
de paises ocidentais, € conhecido como dieta de cafeteria (SCLAFANI &
SPRINGER, 1976; ROTHWELL & STOCK, 1979; LLADO et al., 1991; PRADA
et al., 2005; KRETSCHMER et al., 2005). Esta dieta € fornecida juntamente

com a racdo padrdo de biotério e baseia-se em uma escolha a vontade de



alimentos processados que possuem uma elevada quantidade de gordura e/ou
carboidratos, o que a torna altamente caldrica.

O fornecimento da dieta de cafeteria aos animais pode ser iniciado em
diferentes fases da vida, em alguns estudos 0 acesso a dieta ocorre aos 7 dias
apoés o parto (DAMETO et al., 1994), em outros, 0s animais sdo submetidos a
dieta ap6s o desmame (PRATS et al., 1989), ou ainda, quando adultos
(ROTHWELL & STOCK, 1979). O ganho de peso corporal total de um animal
submetido a esta dieta € de aproximadamente 30% a 40% no final da 122
semana de estudo, o que resulta em aumento significante na quantidade de
gordura visceral, elevacdo da pressdo arterial, resisténcia a insulina e
hiperleptinemia (DE PAULA et al., 2004; WOFFORD & HALL, 2004); e mesmo
que a dieta ndo provoque aumento do peso corporal, sua simples
administragdo pode causar alteracdes no metabolismo glicidico, lipidico e na
funcéo endotelial (NADERALI et al., 2001).

Alteracdes em respostas bioquimicas (HIMMS-HAGEN et al., 1981;
LAADO et al., 1991; PROENZA et al., 1992) com consequentes efeitos
fisioldgicas, sdo observadas em animais submetidos a dieta de cafeteria. Estas
alteragbes resultam em reduzida eficiéncia energética (HIMMS-HAGEN et al.,
1981), elevagcdo na termogénese (ROTHWELL & STOCK, 1980), reduzidas
concentragdes plasméticas e producdo hepética de uréia (SERRA et al., 1987),
reduzida sensibilidade aos efeitos anoréxicos da leptina (LEVIN & DUNELL,
2002; LEVIN et al., 2004), e da capacidade de catabolismo protéico (SERRA et
al., 1991). Ainda, provoca reducéo na sensibilidade aos efeitos modulatérios da
glicose em neur6nios sensiveis a glicose (LEVIN, 1992; LEVIN & PLANAS,
1993; LEVIN et al.,, 1998; SONG et al.,, 2001) e da expressdo génica do
hormonio do crescimento (ZHOU et al., 1998); aumentando o peso corporal,
deposicdo de gordura e ingestao alimentar, que perdura durante todo o periodo
da dieta (LLADO et al., 1995).

Em relagdo a questbes reprodutivas, ratas tratadas com a dieta de
cafeteria apresentam uma reducdo no numero de concepcbes e de
nascimentos (WEHMER et al., 1979; ROLLS et al., 1980) e irregularidades no
ciclo estral (GLICK et al., 1990 ).



1.4 O ciclo estral da rata

A rata constitui um importante modelo experimental para estudos
referentes ao controle do ciclo ovariano de mamiferos por ser um animal que
apresenta ovulagédo espontédnea e um perfil de variagdes de gonadotrofinas e
esterdides gonadais semelhante ao da mulher; além de ter um ciclo estral de
curta duragéo (FREEMAN, 1994).

O ciclo estral da rata é constituido por quatro fases distintas: o estro,
metaestro, diestro e proestro; as quais podem ser determinadas através das
mudangas que ocorrem na mucosa vaginal, caracterizadas por um padrao
distinto de células epiteliais, leucécitos e células queratinizadas em cada
periodo (MATTHEWS & KENYON, 1984).

A fase do estro é caracterizada pela presenca de células queratinizadas
na mucosa vaginal, sendo o periodo em que a fémea apresenta-se
sexualmente receptiva, ou seja, ela estq pronta para o coito. Esta fase tem
duracdo de 25 a 27 horas e €, mais precisamente, durante a manhd@ deste
periodo, que ocorre a ovulagdo. Se ndo ha concepg¢éo durante o estro, segue-
se uma fase de recuperagéo, o metaestro ou diestro I, com duragédo de 6 a 8
horas, sendo reconhecida pela presenca de células epiteliais, leucdcitos e
células queratinizadas. Esta fase precede o diestro ou diestro Il, que tem
duracdo de 55 a 57 horas e € caracterizada pelo predominio de leucécitos e
presencas de muco, podendo estar presente algumas células epiteliais. Antes
de um novo estro, a rata passa pela fase do proestro, com duracgdo de 12 a 14
horas e onde, a mucosa vaginal, caracteriza-se pela presenca de células
epiteliais (FREEMAN, 1994).

Em cada fase do ciclo estral verifica-se variacdes nas concentragdes
hormonais de esterdides gonadais e consequentemente de gonadotrofinas
(BUTCHER et al., 1974; SMITH et al., 1975; FREEMAN, 1994 ), que estado
relacionadas com altera¢cdes comportamentais.

A variacéo das concentragfes dos esterdides gonadais funciona como um
gatilho para a cascata de eventos que induzem o pico pré-ovulatério
(ISHIKAWA, 1992; SCHWARTZ, 2000; CONNEELY, 2001). O estradiol, um dos
esterdides gonadais, apresenta uma reduzida concentracdo plasmatica entre o

estro e a manha do metaestro, e comega a aumentar na tarde desta fase,



alcancando valores mais elevados ao redor do meio dia do proestro, caindo no
fim da tarde até atingir os valores basais no inicio da madrugada do estro. As
concentragdes plasmaticas de progesterona, outro esteréide gonadal,
comegcam a aumentar quase simultaneamente com o pico pré-ovulatorio do
hormonio luteinizante (LH), atinge o pico juntamente com ele e retorna a
valores basais na manhé do estro. Um segundo pico de progesterona inicia ao
meio dia do metaestro, mantendo-se na madrugada do diestro e reduzindo a
valores basais no inicio da manha (BUTCHER et al., 1974; SMITH et al., 1975;
FREEMAN, 1994).

O aumento nas concentracdes do estrégeno induz um aumento na
secre¢do de gonadotrofinas na tarde do proestro (FREEMAN, 1994). O
mecanismo pelo qual o estrégeno estimula a secre¢cdo do hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) ainda ndo estd claro, mas, o mediador dos
mecanismos de retroalimentacdo positiva dos esterdides gonadais pode ser o
sistema noradrenérgico central (ANSELMO-FRANCI et al., 1997).

O padréo de secrecdo do LH, do FSH e da prolactina é similar durante a
maior parte do ciclo estral, com suas concentragbes permanecendo baixas e
ndo sendo modificadas até a tarde e inicio da noite do proestro. O pico
plasmético do LH, importante para o processo ovulatorio, ocorre entre as 15h e
18h da fase do proestro; a elevacdo na concentracdo plasmatica do FSH
ocorre a partir das 15h do proestro; e o pico da prolactina ocorre as 15h do
proestro (SMITH et al, 1975). Diferente ao que ocorre com o LH, as
concentragdes plasméaticas de FSH e prolactina apresentam um pico
secundério durante o estro, que respectivamente, pode estar relacionado com
o recrutamento de foliculos para o préximo ciclo e com a funcéo luteotrofica
(SZAWKA & ANSELMO-FRANCI, 2004).

1.5 Desenvolvimento Folicular

7

O ovario € um 0Orgdo que apresenta duas fungdes fundamentais, a
formacdo de um odcito capaz de ser fertilizado, com total capacidade de
desenvolvimento; e a secre¢do de hormdnios esterdides necessarios para a

preparagdo do trato reprodutivo para a fertiizagdo e subsequente
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estabelecimento da gravidez. Para as fungdes esteroidogénicas e ovulatorias
do ovério serem realizadas, uma coordenada e complexa série de eventos
ocorre, a qual € chamada de desenvolvimento folicular (OKTEM & OKTAY,
2008). Segundo o mesmo autor, os foliculos sdo as unidades funcionais do
ovario, formados por um odcito envolvido por uma ou mais camadas de células
sométicas, chamadas de células da granulosa.

Eventos complexos, com mdlltiplas caracteristicas, tais como, o0
recrutamento folicular, proliferacdo e atresia das células da granulosa e da
teca, estereoidogénese, expressdo de receptores de gonadotrofinas,
maturacdo do odcito, ovulagdo, luteinizacdo e formacdo do corpo ldteo,
determinam o desenvolvimento folicular, até o estagio ovulatério. Os
mecanismos envolvidos na sinalizacdo para o recrutamento do foliculo
primordial, determinando seu desenvolvimento, permanecem ainda nao
esclarecidos; na literatura, tem sido sugerida uma sinalizagéo bidirecional entre
0 o0cito e as células da granulosa e entre as células da granulosa e as células
intersticiais da teca, interagindo com a matriz extracelular e fatores de
crescimento, que sdo essenciais para o inicio do crescimento folicular e
subsequente desenvolvimento (OKTAY, 2000; EPPIG,2001; SKINNER,2005).
A progressdo de foliculo primordial passando por foliculo secundario, até
tornar-se foliculo pré-antral € continua até a menopausa; envolvendo o
alargamento do odcito, a proliferagéo das células da granulosa formando uma
estrutura multilaminar, a formagdo da lamina basal e da camada interna das
células da teca (KNIGHT & GLISTER, 2006).

A progressdo do desenvolvimento do foliculo pré-antral para o estagio
antral ou pré-ovulatorio € caracterizado por uma continua proliferacdo das
células da granulosa e da teca, aumento da vasculatura, crescimento do od4cito
e o desenvolvimento da cavidade antral; com este foliculo alcangcando suas
caracteristicas pré-ovulatorias através de uma delicada e extensa rede de
interacOes autdcrinas e paracrinas entre as células da granulosa, células da
teca e 0 odcito, com gonadotrofinas e fatores locais (OKTEM & OKTAY, 2008).

Na literatura, ainda encontramos muitas controvérsias em relacao aos
mecanismos envolvidos na foliculogénese, e o conhecimento atual que temos
sobre o assunto s&o baseados em estudos realizados com fémeas de

roedores, principalmente com ratas. Uma das mais recentes diferengas
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encontradas no processo de desenvolvimento folicular entre a maioria das
fémeas de mamiferos e as fémeas de roedores, mais especificamente de
camundongos, € a presenca de células germinativas no ovario destas, as quais
tém a capacidade de proliferacdo e diferenciagcdo, e desta forma, podem
sustentar a producao de foliculos e oécitos apds o nascimento destas fémeas.
Estes resultados contrariam o que é determinado pelo dogma central da
biologia reprodutiva, o qual afirma que fémeas de mamiferos nascem com um
namero determinado de células reprodutivas, as quais regridem sem reposicao
ao longo da vida pés-natal (JONSON et al., 2004).

Outra importante diferengca entre as fémeas de roedores e
especificamente as mulheres, é em relacdo a formacdo dos foliculos
primordiais. No ovario humano estes foliculos estdo presentes desde a
vigésima semana de vida fetal, enquanto que em fémeas de roedores, formam-
se durante os trés primeiros dias apds o nascimento. Em relagdo ao
recrutamento e selecao do foliculo antral, os mecanismos sdo semelhantes
entre as fémeas de roedores e primatas, entretanto, em roedores multiplos

foliculos tornam-se dominantes a cada ciclo estral (HIRSHFIELD, 1991).

2. Objetivo

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a fungéo reprodutiva de ratas
Wistar adultas, submetidas a Dieta de Cafeteria a partir dos 21 dias de idade;
analisando a funcdo ovariana através de abordagens morfolégicas e estruturais
dos ovarios.

A realizagao deste trabalho buscou enriquecer a literatura com dados que
possam ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos na complexa, e ainda
pouco compreendida, relagéo inibitéria entre a obesidade e reproducéo. E para
este objetivo, utilizamos um modelo experimental de obesidade baseado em
uma dieta que contém alimentos industrializados cada vez mais presentes na
vida de pessoas, principalmente, que habitam paises ocidentais.

A hipétese formulada, é de que as alteragdes reprodutivas observadas em

fémeas submetidas a dieta de cafeteria, tais como, redu¢cdo no numero de
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concepgcbes e de nascimentos, possam ser causadas por alteracdo na

estrutura ovariana, decorrente da obesidade.

3. Material e Métodos

3.1 Animais
Foram utilizadas 20 ratas Wistar prenhas, provenientes do biotério central

do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), as quais foram mantidas no biotério setorial do
Laboratorio de Neuroendocrinologia e do Comporatmento deste Instituto. As
fémeas permaneceram em caixas individuais, em ambiente com ciclo claro-
escuro (luzes acesas as 06:00h e apagadas as 18:00h) e temperatura
controlados, com livre acesso a agua e ragao.

O dia do parto foi rigorosamente controlado e era considerado como dia
zero. No dia 1, as ninhadas foram padronizadas em 4 filhotes fémeas; as quais
permaneceram com as maes até o dia 21 pos-parto, momento em que era
realizado o desmame.

Todos os procedimentos com 0s animais foram realizados de acordo com
0 Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do National Institutes of
Health (NIH), 1986 e com a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
UFRGS (Projeto n° 2007885).

3.2 Grupos
Ap6s o desmame, as fémeas foram divididas nos dois grupos seguintes,

sempre com o cuidado para que irmds nao fizessem parte do mesmo grupo.
Controle (CON): formado por animais que foram alimentados com a dieta
padréo de biotério e &gua. NUmero de animais=15.
Cafeteria (CAF): formado por animais que foram submetidos a dieta de

cafeteria, em adi¢céo a dieta padréo de biotério e agua. Numero de animais=15.
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3.3 Composicéo das Dietas
A dieta padréo de biotério € composta por ragédo padrdo e dgua, com valor

energético de 3,8 kcal/g (70% carboidratos, 20% proteina e 10% gordura).

A dieta de Cafeteria é composta por racdo modificada, juntamente com
alimentos adicionais e refrigerante. A racdo modificada consiste de pellet
contendo 37% ragao padrdo, 25% amendoim torrado, 25% chocolate em barra
e 12.5% bolacha de maisena e possuird 38% carboidratos, 15% proteina e
46.5% de gordura. Além da racdo modificada os animais receberam alimentos
adicionais que consistiram em salgadinhos, waffer e bolo pronto. A dieta de
cafeteria possui 5,4 Kcal/g.

Todas as manhas, a partir das 8 horas, os componentes das dietas eram
repostos e de 3 a 4 dias na semana, as caixas onde 0s animais estavam

alojados eram trocadas.

3.4 Controle do Ciclo Estral
A partir do 70° dia de vida iniciou-se a coleta diaria da secrecao vaginal

das fémeas de ambos os grupos (Fig.1), para determinar em qual fase do ciclo
estral estas se encontravam (Fig.2). A coleta do esfregago iniciava-se as 9
horas, seguido da observacdo a fresco do material no microscépio 6ptico. O
controle do ciclo ocorreu até as fémeas atingirem 150 dias de vida, sendo
utilizadas no experimento, apenas as que apresentaram ciclo estral regular.

A coleta de material para o experimento ocorreu as 13 horas da fase do

proestro.
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Figura 1: Coleta de Secrec¢ao Vaginal

Figura 2: Células coletadas por meio de esfregaco vaginal nas diferentes fases

do ciclo.
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3.5 Peso Corporal e Comprimento Nasoanal
Antes das fémeas serem sacrificadas por decapitagdo em uma guilhotina,

foram pesadas em uma balanca digital para determinagdo do peso corporal.
Logo apds o sacrificio, foi obtido o comprimento nasoanal de todos os

animais.

3.6 Peso das gorduras intraperitoneal e perigonadal, e dos ovarios
As gorduras intraperitoneal e perigonadal, assim como 0s ovéarios, foram

isolados e pesados em balanca de preciséo.

3.7 Estudo do ovério (Fig.3)
Os ovérios foram fixados em paraformaldeido 10% e incluidos em parafina

para andlise histolégica. Foram realizados cortes seriados de 8um de
espessura em um microtomo e corados com hematoxilina e eosina. Utilizando-
se de microscoépio dptico associado a um sistema de imagens, os cortes foram
analisados para a verificacdo dos parametros de acordo com o0s critérios
apresentados por Lara et al. (2000). Para a realizacdo deste protocolo
utilizamos a Unidade de Morfometria e Histometria, Projeto FAPERGS Proap
n° 04/2005, processo 0410882, sob responsabilidade do Prof. Dr. Manoel
Sant’Ana Filho, vinculado ao Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia da
Faculdade de Odontologia (UFRGS).

a) Contagem do numero de foliculos por ovéario:

a.1l) Numero de foliculos antrais normais: definidos como aqueles que
apresentam uma cavidade antral bem definida contendo um oécito com um

nucleo.

a.2) Namero de foliculos antrais atrésicos: aqueles que apresentam células da
granulosa em processo degenerativo e muitas vezes com aparente

degeneragdo oocitaria.

b) Medida do diametro folicular:
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b.1) Tamanho de foliculos antrais saudaveis e atrésicos: a andlise
morfométrica do didmetro de cada foliculo antral e atrésico foi realizada através
do uso de um sistema de andlise de imagem digital (Programa Image Pro

Plus).
c) Avaliacdo da espessura da camada das células da teca.

d) Avaliacdo de uma possivel disfungdo ovariana através da avaliacdo da

incidéncia de cistos foliculares:

d.1) Cistos: foliculos com ampla cavidade antral, delgada camada de células da

granulosa e hipertrofia tecal.

d.2) Foliculos tipo llI: definidos como grandes, destituido de odcito, contém de
4 a 5 camadas de pequenas e densas células granulosas circundando um

grande antro e com compartimento tecal normal.

e) Contagem do namero de foliculos Pré-Antrais, foliculos Primarios e foliculos

Secundarios.

3.8 Analise estatistica
Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média e

foram analisados utilizando-se o teste t de Student.
O nivel critico foi fixado em 5% (p<0,05) para se admitir uma diferenca de

valores como estatisticamente significantes.

3.9 Calculo do tamanho da amostra
O desfecho primario no célculo da amostra para 0s experimentos

propostos, com nivel de significAncia p<0,05 e poder de 80%, baseou-se em
estudo prévio realizado em nosso laboratério (FREY, 2007), entretanto o

trabalho ainda néo foi publicado. Os célculos foram realizados utilizando-se o
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programa PEPI 4.0.

Figura 3: Aspecto morfolégico de ovario de rata do grupo CON. (A) Foliculo
Primario, (B) Foliculo Secundario, (C) Foliculo Pré-Antral, (D) Foliculo Antral.
10X.

4. Resultados

4.1 Peso corporal

Fémeas do grupo CON e CAF ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relagéo ao peso corporal no momento aos 21

dias (Fig.4), que foi o momento do desmame. O peso corporal final das fémeas



18

do grupo CAF foi significativamente maior em relagéo ao peso das fémeas do
grupo CON (Fig.5).

Peso corporal aos 21 dias

75
1 CON (n=18)
BN CAF (n=22)
S  50-
(@]
0
O]
o
254
0

Figura 4: Peso corporal apresentado pelas fémeas dos grupos CON e CAF no
momento do desmame, aos 21 dias (p<0,05 Teste t de Student).

Peso corporal final

300 *
[ CON (n=18)
BN CAF (n=21)
S 200-
(@]
0
O]
o
100
0

Figura 5: Peso final apresentado pelas fémeas dos grupos CON e CAF.
* Comparado ao grupo CON (p<0,05 Teste t de Student).
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4.2 Comprimento Nasoanal

Na figura 6, fémeas do grupo CON e CAF nao apresentaram diferenga

significativa em relag&o ao comprimento naso-anal.
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Figura 6: Comprimento naso-anal das fémeas dos grupos CON e CAF. (p<0,05
Teste t de Student).

4.3 Peso das gorduras Intraperitoneal e Perigonadal

O peso das gorduras intraperitoneal (Fig.7) e perigonadal (Fig.8) foi
significativamente maior nas fémeas do grupo CAF, ao serem comparadas com

estas gorduras das fémeas CON.
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Figura 7: Peso da gordura Intraperitoneal presente nas fémeas dos grupos
CON e CAF. *Comparado ao grupo CON (p<0,05 Teste t de Student).
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Figura 8: Peso da gordura Perigonadal presente nas fémeas dos grupos CON
e CAF. *Comparado ao grupo CON (p<0,05 Teste t de Student).

4.4 Peso Ovariano

O peso do ovario direito das fémeas dos grupos CON e CAF néo

apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Fig.9).

o o o
o o o
I

0.02+4

Peso ovariano (g)

0.01+

0.00

1 CON (n=10)
BN CAF (n=10)

Figura 9: Peso dos ovarios direitos coletados das fémeas dos grupos CON e

CAF (p<0,05 Teste t de Student).
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4.5 Nimero de Foliculos

O numero de foliculos antrais normais (Fig.10 A) quantificados nos ovarios
das fémeas dos grupos CON e CAF néo apresentou diferenca estatisticamente
significativa. Nos ovarios analisados nédo foi verificada a presenca de foliculos
antrais atrésicos.

Nos ovarios das fémeas do grupo CAF foi encontrado um numero
significativamente menor de foliculos pré-antrais (Fig.10 B), quando comparado
com as fémeas do grupo CON.

A quantidade de foliculos primarios (Fig. 10 C) e secundarios (Fig. 10 D)
encontrados nos ovarios das fémeas dos grupos CON e CAF ndo apresentou

diferenca estatisticamente significante.

A

1 CON (n=10)
BN CAF (n=10)

Numero de Foliculos
antrais normais

20
—1— 1 CON (n=10)

N CAF (n=10)

Numero de Foliculos
Pré-antrais
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Figura 10: Numero de foliculos antrais normais (A), pré-antrais (B), primarios
(C) e secundarios (D) encontrados no ovario direito das fémeas dos grupos
CON e CAF. *Comparado ao grupo CON (p<0,05 Teste t de Student).

4.6 Diametro dos Foliculos Antrais Normais

A andlise do diametro dos foliculos antrais normais mostrou a presenca
apenas de foliculos com diametro superior a 500 um no ovario das fémeas dos
grupos CON e CAF (Fig.11).
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Figura 11: Didmetro dos foliculos antrais normais presentes no ovério direito

das fémeas dos grupos CON e CAF (p<0,05 Teste t e Student).

4.7 Espessura da Camada da Teca

A espessura da camada das células da teca dos foliculos antrais normais
das fémeas do grupo CAF foi significativamente menor em relagéo a espessura

destas células nos foliculos das fémeas do grupo CON (Fig12).

_1CON
— 404 —T N CAF

Espessura da Camada

Figura 12: Espessura da teca de foliculos antrais normais no ovario direito das
fémeas dos grupos CON e CAF (p<0,05 Teste t de Student).
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5. Discussao

O presente estudo teve por objetivo verificar aspectos da funcgéo
reprodutiva de ratas Wistar adultas, submetidas a dieta de cafeteria a partir dos
21 dias de idade por meio de abordagens morfolégicas e estruturais dos
ovarios. Nossos resultados mostraram um aumento do peso final nos animais
submetidos a dieta desde o desmame, quando comparados com 0s animais do
grupo alimentado com dieta padrdo de biotério; ndo provocando alteracbes
comprimento nasoanal entre os animais dos grupos experimentais. A
efetividade da dieta fica ainda mais evidente quando observamos os resultados
referentes ao peso das gorduras intraperitoneal e perigonadal, as quais
apresentaram maior acumulo nas fémeas alimentadas com a dieta.

Em relacdo a estrutura dos ovarios das fémeas, a dieta de cafeteria ndo
provocou nenhuma alteragdo no peso ovariano, assim como, ndo alterou o
namero de foliculos antrais normais, de foliculos primarios e secundarios.
Entretanto, encontramos um nimero menor de foliculos pré-antrais em fémeas
que foram tratadas com a dieta. Neste estudo, encontramos apenas foliculos
antrais com didmetro superior a 500um, sendo que, a espessura da camada da

teca apresentou-se menor nas fémeas do grupo CAF.

5.1 Dieta de Cafeteria e Obesidade

Em nosso experimento, a utilizagdo da dieta de cafeteria promoveu um
maior ganho de peso corporal nos animais tratados, corroborando com a
literatura (LLADO et al., 1995). Este modelo vem sendo utilizado para induzir o
aumento de peso corporal em animais em diferentes épocas da vida, com
idades de inicio que vao de 7 dias apés o parto (DAMETO et al., 1994); inicio
logo apds o desmame (PRATS et al., 1989), até inicios mais tardios, durante a
vida adulta (ROTHWELL & STOCK, 1979). No presente estudo, a dieta iniciou-
se a partir do desmame. Assim como o inicio da dieta varia de acordo com o
experimento, a duragdo da dieta também pode ser varidvel, na maioria dos
estudos, o fornecimento da dieta dura entre 3 e 8 semanas, embora duracdo

maior que 5 meses tenha sido descrita (De Schepper et al., 1998).
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5.2 Tecido Adiposo Visceral ou Intra-abdominal

Os riscos a saude decorrentes da obesidade variam de acordo com a
localizagdo do tecido adiposo. Diferengas na distribuicdo do tecido adiposo
sugerem que sua formagao néo ocorre de forma homogénea, desta forma, os
diferentes depdsitos adiposos tém propriedades diferentes, que podem ter
importantes conseqiiéncias sobre a saude (SHI & CLEGG, 2009).

O tecido adiposo intra-abdominal € metabolicamente e funcionalmente
diferente do tecido adiposo subcutaneo, sendo caracterizado por uma maior
quantidade de capilares e axdnios simpéticos eferentes por unidade de volume,
quando comparado com o tecido subcutaneo (WAJCHENBERG, 2000). O
tecido adiposo intra-abdominal tem caracteristicas adipogénicas, metabdlicas,
pro-aterogénicas e pro-trombéticas (TRAYHURN, 2005). Além disso, existe
uma maior quantidade de acidos graxos livres e de glicerol sendo liberados a
partir do tecido adiposo intra-abdominal para o sistema venoso portal em
mulheres obesas (SHI & CLEGG, 2009).

O tecido adiposo esta ativamente envolvido na regulacdo da funcéo
celular através de uma complexa rede de sinais enddcrinos, paracrinos e
autécrinos, que influenciam a resposta de muitos tecidos. A caracteristica do
tecido adiposo como 6rgao multifuncional é baseada na capacidade das células
adiposas em secretarem uma grande variedade de hormonios, fatores de
crescimento, enzimas, citoquinas e fatores complemento, além destas células,
expressarem receptores para muitos destes fatores, os quais garantem uma
extensa rede de comunicagdo local e sisttmica em resposta a estimulos
externos especificos ou alteragbes metabdlicas. A grande maioria dos fatores
derivados dos adipdcitos apresentam-se alterados, acompanhando mudancas
com a massa de tecido adiposo (KAHN et al., 2006).

A estrutura, fungé@o e origem celular dos fatores produzidos e secretados
pelo tecido adiposo variam consideravelmente (TRAYHURN & WOOD, 2004,
FRUHBECK, 2004; LA CAVA et al., 2004; GRANGER, 2004; GIMENO &
KLAMAN, 2005). Dentre os principais fatores, encontramos as citoquinas, que

contribuem para o pleiotropismo do tecido adiposo e marcam uma extensa rede
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comunicacdo autécrina, paracrina e endocrina (TRAYHURN, 2005; YU Y-H &
GINSBERG, 2005; BERG & SCHERER, 2005). Umas das principais relacoes
das citoquinas com a obesidade é determinada pela resposta inflamatoria.
Neste contexto, fatores vasculares como o Fator de Necrose Tumoral-Alfa
(TNF-alfa), as Interleucinas, o inibidor da ativagdo do plasminogénio, fatores
teciduais, oxido nitrico, angiotensinogénio, dentre outros, compdem a lista dos
mais estudados. Estes fatores estdo relacionados, direta ou indiretamente, na
regulacdo da homeostase vascular através de efeitos sobre a presséo
sanguinea, inflamag&o, aterogénese, coagulagdo, angiogénese, prliferacao,
apoptose e imunidade.

Do ponto de vista da reproducdo feminina, um dos principais fatores que
podemos citar € o TNF-alfa, o qual é produzido pelo tecido adiposo tanto a
partir dos adipdcitos, como pelas células da matriz tecidual (WEISBERG et al.,
2003; FAIN et al., 2004) e seus niveis plasmaticos circulantes parecem estar
relacionados com o IMC (ZAHORSKA-MARKIEWICZ et al, 2000). O
envolvimento do TNF-alfa na fungdo ovariana tem sido evidenciada a partir de
estudos que tem demonstrado a presenca tanto de TNF-alfa imunorreativo
como de seu RNAm em odcitos e células da granulosa de foliculos antrais
normais e atrésicos em ratos e humanos, assim como em uma subpopulacdo
de células da teca humana (ROBY & TERRANOVA, 1989; ROBY et al., 1990;
SANCHO-TELLO et al., 1992; NAYLOR et al., 1993; MARCINKIEWICZ et al.,
1994). A proliferagédo das células da teca induzidas pelo TNF-alfa, assim como,
0 aumento das agOes proliferativas da insulina e do IGF-1, e o aumento da
populagdo de células esteroidogenicamente ativas, tem sido observada em
estudos in vitro (SPACZYNSKI et al., 1999). Por outro lado, o TNF-alfa agindo
conjuntamente com IL-1 promove a inibicéo da esteroidogénese estimulada por

gonadotrofinas em células ovarianas indiferenciadas (BORNSTEIN et al.,
2004).

5.3 Desenvolvimento Folicular e Esteroidogénese

O ovério € composto por trés regides distintas, um cortex contendo o

epitélio germinal e os foliculos; uma medula central, consistindo do estroma,
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que é formado por tecido conectivo vascularizado; e uma éarea de ligagdo do
ovario ao mesovario (CARR, 1998).

Os foliculos no cortex ovariano encontram-se em varios estagios de
desenvolvimento e regressdo. A formagdo folicular marca o inicio da
foliculogénese, a qual pode ser definida como o processo no qual um foliculo
primordial, que consiste de uma pequena célula e uma lamina de células da
granulosa achatadas, cresce e diferencia-se em um foliculo antral, o foliculo
pré-ovulatorio, que se torna maduro e é liberado no processo de ovulagdo. Os
foliculos pré-ovulatérios contém um oécito desenvolvido e varias camadas de
células da granulosa, que sédo envolvidas pelas células da teca. O processo de
foliculogénese pode ser dividido em trés etapas distintas, iniciando pelo
desenvolvimento do foliculo primordial em foliculo primério e a transicdo deste,
crescendo e formando o foliculo secundério; em inicia a formacao do antro e o
desenvolvimento inicial do foliculo pré-antral, e por fim, o seu desenvolvimento
em foliculo antral (SILVA et al., 2009).

A sintese de horménios esterdides nos ovarios ocorre predominantemente
nas camadas de células da granulosa e da teca dos foliculos. A porcéo interna
da teca € altamente vascularizada e produz grande quantidade de
progesterona e andr6genos, 0s quais atuam como precursores para a sintese
de estrogenos nas células da granulosa. A androstenediona e a testosterona
difundem-se para as células da granulosa, onde s&do convertidas,
principalmente, a estradiol, pela agcdo da enzima aromatase (LUU-THE, 2001,
MINDNICH et al., 2004). No estagio de foliculo pré-ovulatério, durante o qual
ocorre a maturacao folicular, a sintese de estradiol é gradualmente aumentada
devido ao up regulation da aromatase por agdo do LH e FSH. Durante esta
fase critica, o estrogeno parece ser responsavel por aumentar os receptores de
LH e iniciar a alca de feedback positivo responsavel pelo pico de LH que
resulta no principal estimulo para ocorrer a ovulacdo (GREENWALD & ROY,
1994). Apos o pico de LH e consequente ovulacdo, o foliculo entra na fase
luteal, onde predomina a sintese de progesterona. Sob o controle de varios
hormonios, sinalizagdo de segundos mensageiros, como o AMPc, citoquinas e
fatores de transcricdo, a producdo de esterdides ovarianos altera qualitativa e

quantitativamente durante o ciclo ovulatério.



28

A andlise da estrutura ovariana demonstra que a morfologia ndo foi
alterada, entretanto, as fémeas alimentadas com a dieta de -cafeteria
apresentaram alteragéo quantitativa no desenvolvimento folicular, representado
por reducéo significativa no nimero de foliculos pré-ovulatérios; e em relacéo a
estrutura dos foliculos antrais, estas fémeas apresentaram espessura
significativamente reduzida da camada das células da teca.

Devido a complexidade e ao padrdo ciclico do sistema reprodutivo
feminino, tanto em mulheres, como em modelos experimentais, a determinagao
da sua relacdo com a obesidade é dificil de ser estabelecida com preciséo; o
que se sabe é que a funcdo ovariana é regulada por sinais hormonais e intra-
ovarianos que agem em sincronia para controlar o desenvolvimento folicular, a
secrecdo de esterbides e a ovulagdo. Em mulheres, a obesidade esta
relacionada a uma série de disturbios metabdlicos, que podem resultar em
antecipacdo da menarca, a subfertilidade, a Sindrome do Ovario Policistico
(PCOS) e até mesmo a cessacao antecipada da fung@o ovariana (RACHON &
TEEDE, 2009). Esta relagdo negativa entre obesidade e reproducdo também é
evidenciada no modelo experimental que utlizamos, onde as fémeas
apresentam reducdo no numero de concepgdes e de nascimentos (WEHMER
et al.,, 1979; ROLLS et al., 1980) e irregularidades no ciclo estral (GLICK et al.,
1990).

Em consonéancia ao resultado do presente estudo que demonstra uma
reducdo na quantidade de foliculos pré-antrais em fémeas tratadas com a dieta
de cafeteria, Kikuchi et al. (2001) encontraram reduzido desenvolvimento
destes foliculos isolados de fémeas de camundongos adultos e pré-puberais.
Segundo esses autores, este resultado é decorrente do efeito inibitorio dos
niveis elevados de leptina sobre o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais
como um provéavel resultado do bloqueio da via do AMPc. A leptina é produzida
principalmente pelos adipdcitos, em adi¢do, os ovérios (CIOFFI et al., 1997
LOFFLER et al.,, 2001, RYAN et al.,, 2002) e odcitos (ANTCZAK & VAN
BLERKOM, 1997; CIOFFI et al., 1997; RYAN et al., 2002) também podem ser
sitios de sua sintese, atuando primariamente no hipotalamo para regular o
metabolismo e a deposi¢céo de gordura (HAMILTON et al., 1995; LONNQVIST
et al.,, 1995). Este horménio protéico possui concentracdo sistémica elevada

durante a ingestéo alimentar e em individuos com aumento da gordura corporal
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(MAFFEI et al., 1995; CONSIDINE et al., 1996; DAGAGO-JACK et al., 1996;
KLEIN et al., 1996; MANTZOROS et al.,, 1997; BUTZOW et al., 1999). A
leptina do tecido adiposo pode atuar como um sinal humoral para o sistema
reprodutivo, indicando se os estoques energéticos disponiveis sdo suficientes
para a reproducdo normal (TATARANNI et al., 1997), podendo ser importante
para influenciar estados de transi¢céo reprodutiva, como a puberdade (SPICER,
1991; RENE-GONZALEZ, 2000 MOSCHOS et al., 2002; SMITH et al., 2002). A
presenca de receptores de leptina em células da teca e da granulosa
(KARLSSON et al.,, 1997; ARGAWAL et al., 1999; LOFFLER et al.,, 2001),
oocitos (CIOFFI et al., 1997; MATSUOKA et al., 1999; RYAN et al., 2002) e
embrides (KAWAMURA et al., 2002), indica uma potencial relagcdo direta da
leptina na regulagdo da fungdo ovariana de mamiferos, como também no
desenvolvimento do od6cito e do embrido.

Além destes efeitos da leptina sobre o desenvolvimento folicular, este
horménio também possui efeitos sobre a regulacdo da esteroidogénese
folicular, embora as informacdes existentes ainda sejam contraditérias sobre
sua acdo estimulatéria ou inibitéria. Jason e colaboradores (2004)
determinaram que in vitro a leptina aumenta a producdo de insulina, e de
estradiol, progesterona e testosterona folicular estimulada por gonadotrofinas,
sendo que, quanto maior a concentracdo de leptina, maior € a
esteroidogénese. Este ambiente com elevados niveis de andrégenos provoca
atresia folicular em ratos e aumenta a apoptose das células da granulosa
(HILLIER & ROSS, 1979; BILLIG et al., 1993), com estudos demonstrando que
0s niveis elevados de andrégenos também reduzem a inducédo da expresséo
dos receptores de LH, atuando em varios niveis para inibir tanto o crescimento,
como o desenvolvimento folicular (FAROOKHI, 1985).

H& algum tempo, o tecido adiposo deixou de ser visto apenas como um
local de armazenamento de energia, tornando-se um importante Orgao
enddcrino. Além de produzir a leptina, os adipocitos também produzem
androgenos (PASQUALI, 2006) e promovem a conversdo de andrégenos a
estrégenos que é intensamente dependente e diretamente proporcional a
quantidade de gordura corporal (LONGCOPE et al., 1969). Ainda, a distribuicdo
de gordura corporal influéncia as concentragdes de globulinas ligadoras de
esterdides (SHBG) em mulheres obesas (PASQUALI & CASIMIRRI, 1993), o
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que eleva as concentragfes de testosterona e estradiol disponiveis, fazendo
com que o feedback negativo central do excesso de estrégeno contribua para a
reduzida sinalizacdo hipotdlamo-hipdfise (GOSMAN et al., 2006). Como
resultado, em mulheres obesas e em nosso modelo experimental, a
concentragcdo de gonadotrofinas pode estar reduzida, o que, de certa forma,
estaria prejudicando o desenvolvimento folicular e a passagem do foliculo pré-
antral para antral.

A alteracdo mais frequente da funcdo ovariana em mulheres na pré-
menopausa é a PCOS (AZZIZ et al., 2004), com a obesidade estando presente
em aproximadamente 30% dos casos. Esta sindrome é caracterizada
principalmente por anovulagdo e hiperandrogenismo relacionado a elevadas
concentracgdes de LH (APTER, 1997). Segundo Regan e colaboradores (1990),
elevadas concentragbes de LH resultam em reducdo da capacidade
reprodutiva, a qual, pode ser causada pela agdo desta gonadotrofina
estimulando a producdo de andrdégenos ovarianos. Muitos estudos tém
procurado entender qual o impacto da obesidade sobre o estado
hiperandrogénico na mulher com PCOS e a principal ligagdo que estas
investigacOes tém feito, sdo em relagdo a acéo da leptina (BRZECHFFA et al.,
1996; EL ORABI et al., 1999; JACOBS et al., 1999; PANIDIS et al., 2003) que
se encontra aumentada nestas mulheres. A partir da descricdo por Mercer e
colaboradores (1996) e Schwartz e colaboradores (1996), da expressao do
gene do receptor de leptina no hipotalamo, tem-se sugerido a acdo deste
hormonio estimulando a secregdo aumentada de gonadotrofinas,
principalmente do LH, o que resultaria em um ambiente hiperandrogénico nos
ovarios, contribuindo para o prejudicial desenvolvimento dos foliculos.

Dentre os muitos fatores que podem ser parte da resposta que buscamos,
estd a leptina, principalmente, como ja colocado anteriormente, por ser
sintetizada e liberada pelo tecido adiposo, e poder atuar tanto no sistema
nervoso central, como perifericamente nos ovéarios; influenciando, do ponto de
vista reprodutivo, em ambos locais de atuagdo, a esteroidogénese e o0
desenvolvimento folicular, que estao intimamente relacionados. Partindo deste
principio, podemos sugerir a leptina, como um dos principais, mas ndo o Unico
fator que esta envolvido no mecanismo que reduz a capacidade reprodutiva de

mulheres obesas, assim como de fémeas utilizadas como modelos
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experimentais. Entretanto, a comprovagao desta sugestdo em nosso modelo
experimental dependera de novos estudos a serem realizados.

Quando observamos os resultados referentes aos numeros de foliculos
nas diferentes fases nos ovérios (figura 10), € verificado que a Unica alteracdo
verificada € em relagdo a quantidade de foliculos pré-antrais, que encontra-se
reduzida nas fémeas do grupo CAF ao comparar com as CON. Este resultado
pode ser decorrente do fato de que o desenvolvimento dos foliculos
primordiais, passando pelos primarios até chegar aos secundérios, ndo tem
envolvimento significante da ac&do dos esterdides ovarianos e por isso a
quantidade destes foliculos ndo encontra-se alterada. Entretanto, para o
foliculo atingir o estagio antral, a dependéncia dos esterdides sexuais € clara,
como vimos anteriormente. Nossos resultados mostram que a espessura da
camada das células da teca estd reduzida nas fémeas do grupo CAF, e a
dependéncia do sucesso da esteroidogénese pela integridade destas células
nos faz sugerir que a reducdo encontrada na quantidade de foliculos pré-
antrais esta relacionada com uma redugédo na capacidade esteroidogénica
nesta fase folicular. Além da ag&o da leptina, sugerida anteriormente, outros
fatores que podem estar envolvidos é o TNF-alfa e a IL-1, os quais agindo
conjuntamente tém a capacidade de inibir a esteroidogénese em células
ovarianas indiferenciadas e assim estariam auxiliando na limitagao da transicéo
dos foliculos secundérios a pré-antrais.

Chegando neste ponto, um novo questionamento surge, 0 que estaria
fazendo com que, mesmo os ovarios das fémeas CAF possuindo uma menor
quantidade de foliculos pré-antrais, como eles ndo apresentaram alteracdes em
relacdo a quantidade dos foliculos antrais? Se observamos nos resultados,
podemos verificar que um pequeno numero de foliculos pré-antrais chega ao
estagio antral, em ambos os grupos, desta forma, a quantidade de foliculos
pré-antrais das fémeas CAF pode estar sendo suficiente para formar foliculos
antrais.

Entretanto, mesmo a quantidade de foliculos antrais nao apresentando
diferenga entre os grupos, a estrutura destes foliculos das fémeas do grupo
CAF mostra-se alterada, pela redugéo da espessura da camada das células da

teca. Devido & importancia da esteroidogénese para o sucesso da reprodugéo
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esta alteragéo estrutural encontrada pode estar diretamente relacionada com a

reducgéo da capacidade reprodutiva.

6. Conclusodes

Existe uma relagdo multifatorial entre a capacidade reprodutiva em
fémeas de mamiferos e aumento de massa adiposa. Utilizando como modelo
biolégico ratas induzidas a obesidade precoce por ingestdo de uma dieta de
cafeteria, constatou-se reducdo da quantidade de foliculos pré-antrais e
reducdo da espessura da camada das células da teca. Estes resultados podem
ser decorrentes de uma alteragdo no processo esteroidogénico ovariano,
associado a agéo de fatores produzidos e secretados pelos adipécitos.

Com base nos resultados que encontramos é dificil de se determinar com
exatiddo, até o momento, quais fatores e mecanismos estdo envolvidos na
relagcdo inibitoria existente entre obesidade e reproducdo. O que temos como
certo € que a relacdo existe e que é multifatorial, tanto em mulheres como nas
demais fémeas de mamiferos. Com estes resultados isolados, ainda néo é
possivel determinar de que maneira 0 excesso de peso da fémea estaria
influenciando no sistema reprodutivo, por este motivo, que estudos vém sendo
realizados em nosso laboratério, utilizando-se deste modelo, para analisar
possiveis fatores envolvidos nesta relagdo, para que em um futuro proximo
possamos unir os resultados encontrados e sé entdo chegarmos a um possivel
mecanismo ou, possiveis mecanismos, que possam estar determinando esta

prejudicial relagc&o entre a obesidade e a reproducédo feminina.
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