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Resumo

Obijetivo: avaliar as variacdes oxidativas e histoldgicas dos ovarios de camundongas submetidas a diferentes dietas.
Metodologia: foram utilizadas fémeas de camundongos “wild type” (C57BL6) e LDLR -/-. Divididas em 4 grupos
(n=10): WTS: alimentadas com dieta padrdo; WTHL.: alimentadas com dieta hiperlipidica; KOS: LDLR-/-, alimentadas
com ragéao padrao; KOHL: LDLR-/-, receberam dieta hiperlipidica. Decorridos 60 dias, realizou-se a coleta do sangue
a fim de verificar os niveis plasmaticos de glicose e de insulina, 0 HOMA.ir foi calculado e foram mensurados os niveis
séricos de lipidios. Ap0s a eutanasia, 0s ovarios foram coletados, pesados, examinados a fresco, um ovario foi enviado
para a preparacdo histoldgica e o outro foi enviado para o preparo da avaliagdo do estresse oxidativo. Resultados: a
ingestdo de racdo hiperlipidica ocasionou uma hipercolesterolemia, tanto no grupo KOHL quanto WTHL, quando
comparados aos seus respectivos grupos controles. A hipercolesterolemia alimentar e genética associadas a resisténcia
insulinica, verificada no grupo KOHL, aumentou a lipoperoxidacdo e a oxidagdo proteica ovariana. Nenhum grupo
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apresentou alteracdes anatdmicas ovarianas e nem diferencas entre os nimeros de foliculos e corpos ldteos. Concluséo:
a associacdo entre a dislipidemia genética e alimentar ocasionou a resisténcia insulinica e o estresse oxidativo ovariano
nos ovarios, porém ndo causou alteragdes morfoldgicas e histolégicas aos ovarios de camundongas.

Palavras-chave: Dislipidemia; Camundongas knockout; Lipoperoxidacdo ovariana; Oxidacdo proteica do ovario.

Abstract

Objective: to evaluate the oxidative and histological variations of female mice’s ovaries submitted to different diets.
Methodology: Wild female mice (C57BL6) and LDLR-/- were used. They were divided into 4 groups (n=10): WTS:
fed a standard diet; WTHL: fed a high fat diet; KOS: LDLR-/-, fed a standard diet; KOHL: LDLR-/-, received a high
fat diet. After 60 days, blood was collected in order to verify of plasma glucose and insulin levels, the HOMAIr was
updated and serum lipid level were measured. After euthanasia, the ovaries were collected, weighed, freshly examined,
one ovary was sent for histological preparation and the other was sent for preparation for oxidative stress assessment.
Results: The ingestion of high-fat diet caused hypercholesterolemia, both the KOHL and WTHL groups, when
compared to their respective control groups. In the KOHL group, severe hypercholesterolemia caused insulin resistance,
verified by the increase in HOMAIr. Dietary and genetic hypercholesterolemia associated with insulin resistance,
verified in the KOHL, group increased lipoperoxidation and ovarian protein oxidation. No group had ovarian anatomical
alterations or differences between the numbers of follicles and corpora lutea. Conclusion: the association between
genetic and dietary dyslipidemia caused ovarian oxidative stress and insulin resistance in the ovaries, but didn’t cause
morphological and histological changes to the ovaries of mice.

Keywords: Dyslipidemia; Knockout female mice; Ovarian lipoperoxidation; Ovarian protein oxidation.

Resumen

Obijetivo: evaluar las variaciones oxidativas e histoldgicas de los ovarios de ratones sometidos a diferentes dietas.
Metodologia: se usaron ratones hembra de tipo salvaje (C57BL6) y LDLR -/-. Se dividieron en 4 grupos (n = 10): WTS:
alimentados con pienso estandar; WTHL: alimentados con dieta alta en grasas; KOS: LDLR-/-, alimentados con pienso
estandar; KOHL: LDLR -/-, alimentados con dieta alta en grasas. Después de 60 dias, se recolectd sangre para verificar
los niveles plasmaticos de glucosa e insulina, se calculé el HOMAIr y se midiero los niveles lipidios in suero. Después
de la eutanasia, se recolectaron los ovarios, se pesaron, se examinaron recientemente, se enviaron, un ovario para la
preparacion histol6gica y otro para la preparacion de la evaluacién del estrés oxidativo. Resultados: la ingestion de
alimentos hiperlipidicos generé hipercolesterolemia en los grupos KOHL como en WTHL, en comparacién con sus
respectivos grupos control. En el grupo de KOHL, la hipercolesterolemia severa provoco resistencia a la insulina,
comprobada por el aumento de HOMA.Ir. La hipercolesterolemia dietética y genética asociada con la resistencia a la
insulina, verificado en el grupo de KOHL, aumento la lipoperoxidacion y la oxidacién de las proteinas ovéricas. Ningln
grupo presentd alteraciones anatémicas ovaricas o diferencias entre el nimero de foliculos y cuerpos luteos. Conclusion:
a asociacion entre dislipidemia genética y dietética provoco estrés oxidativo ovarico y resistencia a la insulina en los
ovarios, pero no provocé cambios morfologicos e histoldgicos en los ovarios de ratones.

Palabras clave: Dislipidemia; Ratones knockout; Lipoperoxidacion ovérica; Oxidacion de proteinas ovaricas.

1. Introducéo

Os ovarios sdo 6rgdos fundamentais ao processo reprodutivo da fémea, responsaveis pelo desenvolvimento e maturacao
do ovdcito e pela esteroidogénese. Apresentam varia¢do na sua forma, volume e dimensdes, de acordo com estagio reprodutivo
da fémea (Guyton; Hall, 2002) e a sua espécie. O desenvolvimento e a maturaco de vérios foliculos, processo conhecido como
foliculogénese, culmina com a ovulagdo, que € a expulsdo dos ovécitos. Ela deve ocorrer de maneira dindmica e ordenada, para
gue 0 ovdcito possa atingir o seu potencial de originar um novo individuo e perpetuar a espécie.

Alteragdes morfoldgicas, histoldgicas e fisioldgicas dos ovarios podem influenciar a fertilidade feminina. De acordo
com Agarwal et al. (2003), o estresse oxidativo (eo) atua sobre a reprodugdo, na qual as espécies reativas do oxigénio (EROS)
influenciam o odcito, o espermatozoide, 0 embrido e o seu microambiente. As EROS participam inclusive do desenvolvimento
e da maturacdo folicular, da ovulacéo e do funcionamento do corpo liteo (Tamate et al., 1995; Sugino et al., 1996; Jozwik et al.,
1999; Sabatini et al., 1999).

Giacomini et al. (2013) sugeriram que o estresse oxidativo pode ser causado pela hiperlipidemia, para Hopps & Caimi
(2013), a ligacdo entre a hiperlipidemia e o estresse oxidativo pode ser observada pela existéncia de uma correlacdo entre os

niveis de colesterol total e da proteina carbonila.
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Na Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS), onde foram realizadas as pesquisas com camundongos LDLR-
/- (knockout para receptor de LDL), alimentados com ou sem dietas hiperlipidicas, mostraram elevacdo dos niveis sanguineos
das lipoproteinas LDLc, VLDLc e triglicérides, causando uma dislipidemia mista (Garcia et al., 2011). Santos et al. (2017)
demonstraram em seus estudos um aumento dos marcadores inflamatérios na dislipidemia genética associada a alimentar, que
ocasionou a resisténcia insulinica nos camundongos LDLR-/-, trouxe danos ao sistema cardiovascular, Sarto et al. (2018)
acrescentam que houve maior estresse oxidativo.

A acdo da dislipidemia no desenvolvimento do estresse oxidativo ovariano e sobre a histologia do ovério ainda séo
questBes em aberto, justificando a proposta desta pesquisa. Os estudos sobre reproducdo e fertilidade podem ser enriquecidos
pelo conhecimento das alteraces histolégicas do ovario e do estresse oxidativo ovariano, desencadeados pela dislipidemia.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo no tecido ovariano pela quantificacdo de
lipoperoxidacdo e da oxidacdo proteica. Também avaliou a existéncia de uma correlacdo entre o estresse oxidativo e as

variagdes histoldgicas dos ovérios de camundongas LDLR -/- submetidas a diferentes dietas.

2. Metodologia

O estudo realizado nesse artigo se caracteriza como uma pesquisa experimental. De acordo com a descri¢do de Koche
(2011), na pesquisa experimental apds a anélise do problema e a elaboracdo de hipdteses, o pesquisador trabalha sobre as
varidveis relacionadas ao fenbmeno observado. Ao controlar a quantidade e a qualidade das variaveis, o estudo é capaz de
estabelecer uma relacdo entre causas e efeitos, assim, o pesquisador pode controlar e avaliar os resultados dessas relacoes.

Os experimentos foram realizados em fémeas de camundongos LDLR-/- (homozigotas para a auséncia do gene do
receptor de LDL) gerados no background C57BL6 e camundongos selvagens, wild type (WT), fémeas com 70 dias (z 5 dias),
pesando 22 + 2g. Os animais foram provenientes do biotério da pés-graduacdo da UNIFENAS com controle de temperatura e
controle de 12 horas no ciclo claro/escuro. O uso de animais e o protocolo experimental foram encaminhados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade José do Rosério Vellano. Parecer N°: 23A/2017.

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais, cada um contendo 10 animais (n=10), assim constituidos:
grupo WTS: animais wild type alimentadas com rac¢do padrdo (Nuvital®); grupo WTHL: animais wild type alimentadas com
dieta hiperlipidica com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5% &cido célico; grupo KOS: camundongas LDLR-/-
alimentadas com dieta padréo (Nuvital®); grupo KOHL: camundongas LDLR-/- alimentadas com rac&o hiperlipidica com 20%
de gordura total,1,25% de colesterol e 0,5 % acido colico. Todos os animais foram alimentados com as respectivas dietas por 60
dias e receberam agua ad libitum.

Decorridos 60 dias, as camundongas foram anestesiadas por via intraperitoneal (ip) utilizando-se Xilazina/Ketamina
(Bayer AS e Parke-Davis®, respectivamente) na concentragdo de 6 - 40 mg/Kg. Realizou-se a coleta do sangue por via
intracardiaca, encaminhado para andlises da glicose, do perfil lipidico e de insulina, em seguida os animais foram eutanasiados
por overdose de anestesia. Os ovarios foram coletados, separados da gordura de forma cuidadosa, pesados, examinados a fresco,
enviados para a preparacdo histoldgica, para o ensaio proteico e de peroxidacao lipidica. Foi enviado um (1) ovario de cada
animal para a preparacao histologica e um (1) para preparacéo da avaliagdo do estresse oxidativo.

Para a mensuracao sérica dos triglicérides (TG), colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDLc), foram
utilizados ensaios enzimaticos (Hedrick, et al. 2001). A lipoproteina de baixa densidade (LDLc) foi determinada pela formula
de Friedewald et al. (1972) e a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDLc), conforme descrito por Tian et al. (2006).

A quantificacdo da concentracdo de glicose foi feita pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando o kit glicose PAP

Liquiform da Labtest Diagndstica. O nivel da insulina foi mensurado com o kit comercial ELISA especifico (Dako Ltd High
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Wycombe, Bucks, UK). Para determinar a resisténcia a insulina, o indice de HOMA (HOMA-ir) foi calculado pela férmula:
{HOMAIr = insulinemia de jejum [mU/L] x glicemia em jejum [mmol/L]/22,5}.

Foi feita uma andlise anatdmica em cada ovario, em seguida foram pesados e um ovario de cada animal foi preparado
para as analises histoldgicas e o outro ovario foi preparado para as analises de peroxidacdo lipidica e oxidacdo proteica.

Para realizagdo das andlises histologicas, os ovarios foram fixados em formalina 10% por 48 horas, depois foram
incluidos em parafina para cortes histologicos de 3um de espessura, segundo Junqueira & Carneiro (1979). Os cortes
histolégicos foram depositados em laminas histolégicas e, uma parte das laminas foi corada com hematoxilina/eosina (Junqueira
& Carneiro, 1979). As laminas foram escaneadas e observadas utilizando o programa de imagem Panoramic Viewer e de um
sistema de analise de imagem digital Motic Images Plus 2.0.

Os foliculos ovarianos foram qualificados em 4 classes baseadas nas caracteristicas morfolégicas e no nimero de
camadas de células da granulosa que circundam o o6cito, a saber: 1. foliculo primario (fp), o o6cito é circundado por uma Unica
camada de células foliculares planas ou cuboides, células da granulosa (Fair, 2003; Van Den Hurk & Zhao, 2005); 2. foliculo
secundario (fs), caracterizado pelo aumento em nimero e volume das células da granulosa e inicio da formacéo da zona pellcida
(Fair, 2003); 3. foliculo antral normal (fa), aquele que apresenta uma cavidade antral bem definida contendo um oécito com um
nacleo (Van Den Hurk & Zhao, 2005); 4. foliculo antral atrésico (faa), aquele que apresenta células da granulosa em processos
degenerativos e muitas vezes com aparente degeneracdo oocitaria (Moore & Persaud, 1994). O nimero de corpos lateos (cl)
também foi quantificado, sendo considerados aqueles com aspecto glandular (Moore & Persaud, 1994).

Para as analises de estresse oxidativo, as amostras dos ovarios foram preparadas imediatamente apds a eutanasia, elas
foram homogeneizadas em solugdo tampdo de fosfato frio (PBS) (Ph 7,4) e os detritos foram removidos apds centrifugacao a
3500 g por 10 min. (Rotofix 32 A, Hettich, Tuttlingen, Germany). A regido clara superior do sobrenadante foi recuperada e
estocada a -70°C para andlise proteica e de peroxidagdo lipidica (Kheradmand et al., 2010).

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela medida dos produtos de oxidacdo que reagem com o &cido tiobarbitlrico
(TBARS), conforme descrito por Winterbourn (1981). Aliquotas do homogeneizado (150uL) foram misturadas com 750uL de
acido fosforico 1,22M, 1350 L de agua deionizada e 750uL de TBA (0,67%). A seguir, as amostras foram aquecidas em banho
de &gua fervente (95°C), durante 1 hora. Apos o resfriamento em banho de gelo 4°C, em cubeta com capacidade de 3 mL, foi
adicionado 1800 pL de metanol, 200 pL de NaOH (hidréxido de S6dio)1M e 1000 pL de amostra. A concentracdo de TBARS
foi estimada a partir da curva padrédo de dialdeidomalénico (MDA, 1,1,3,3 tetraetoxipropano). Os resultados foram expressos
em nmoles de MDA/g de proteina. Para comparacdo, a concentracdo proteica total foi determinada pelo método de Bradford
(1976).

Para a determinacdo das proteinas carboniladas, 500 pL das aliquotas do homogeneizado em PBS mais 500 pL da
solucdo 2,4-dinitrofenilhidrazina 10 uM foram incubadas por 1 h, com gotejamento de 500 puL da solugdo de acido tricloroacético
(TCA) 20%, até a precipitacdo completa. Em seguida, foram adicionados a mistura 500 uL da solugdo Etanol/Acetato de Etila e
esta foi centrifugada a 600g por 10 minutos. Ao pellet resultante foi adicionado novamente 500 puL da solugdo Etanol/Acetato
de Etila e foi feita uma nova centrifugagéo (600g, 10 minutos). Finalmente, o pellet foi dissolvido com 1000 pL de Guanidina 6
M. A taxa da variacdo na absorbancia foi medida espectrofotometricamente a 370 nm. Para comparacéo, a concentracao proteica
total foi determinada pelo método de Bradford (1976), os valores obtidos foram expressos em nmol/g de proteina.

Os dados coletados foram processados pelo teste de analise de variancia (ANOVA — uma via), para comparacdo de
dados continuos, seguida de teste de Tukey, foram utilizados para comparar as médias entre diferentes grupos. As diferencas
foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05. As determinacdes séricas, e plasmaticas foram expressas como

média terro padrdo da média (EPM).
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3. Resultados

Os ovarios das camundongas de todos os grupos ndo apresentaram nenhuma anormalidade anatémica, ao serem
analisados a fresco.

Os animais wild type que foram alimentados com racéo hiperlipidica (WTHL) e as camundongas knockout LDLR -/-
que foram alimentadas com racéo hiperlipidica (KOHL) e com ra¢do padrdo (KOS) apresentaram peso corporal menor quando
comparadas aos animais wild type que ndo foram alimentadas com dieta hiperlipidica (WTS) (Tabela 1). O peso corporal das
camundongas ndo apresentou diferenca entre os grupos WTHL, KOS e KOHL (tabela 1). A razdo entre o peso ovariano (direito

e esquerdo) e o peso corporal ndo revelou diferencas entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparagdo dos pesos corporal e ovariano de camundongas wild type alimentadas com dieta padrdo (WTS) e com
dieta hiperlipidica (WTHL), de camundongas LDLR-/- alimentadas com dieta padréo (KOS) e com dieta hiperlipidica (KOHL).

Grupos Peso Corporal (g) Razéo peso ovariano direito Razéo peso ovariano esquerdo
(mg)/peso da camundonga () (mg)/peso da camundonga ()
WTS 21,60+0,522 0,1640+0,0060 0,1758+0,0100
WTHL 18,26+0,60° 0,1485+0,0091 0,1504+0,0097
KOS 16,15+1,18° 0,2014+0,0256 0,1962+0,0308
KOHL 17,74+0,38° 0,1916+0,0153 0,1902+0,0174

Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média. Letras distintas indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05,
Tukey teste). (N = 9).
Fonte: Autores.

Ap0s as laminas serem escaneadas e analisadas com o auxilio do programa de imagem Panoramic Viewer e de um
sistema de analise de imagem digital Motic Images Plus 2.0, ndo foram encontradas diferencas entre os grupos de estudados
neste trabalho, camundongas wild type alimentadas com dieta padrdo (WTS) e com dieta hiperlipidica (WTHL), camundongas
LDLR-/- alimentadas com dieta padrdo (KOS) e com dieta hiperlipidica (KOHL), ao se analisar o nimero de foliculos primarios,

secundarios, antrais normais, antrais atrésicos e corpos liteos (Tabela 2).

Tabela 2 - Namero de foliculos primérios, secundarios, antrais normais, antrais atrésicos e corpos liteos encontrados nos ovarios
de camundongas wild type alimentadas com dieta padrdo (WTS) e com dieta hiperlipidica (WTHL), camundongas LDLR-/-
alimentadas com dieta padréo (KOS) e com dieta hiperlipidica (KOHL).

Grupos Numero de NuUmero de Numero de NuUmero de Numero de
Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos Corpos Luteos
Primarios Secundarios Antrais Antrais
Normais Atrésicos
WTS 4,778 £0,939 3,333 +0,4082 2.875 + 0.3637 1.250 + 0.2958 1,444 +0,3768
WTHL 5,111 +1,086 4,000 +0,6236 3.056 + 0.6339 1.278 £ 0.2893 1,111 +£0,4843
KOS 9,444 +2,148 6,444 £1,203 3.111 £ 1.006 1.111 + 0.2606 0,7778 +0,2778
KOHL 7,375 +1,267 5,500 +1,180 3.500 + 0.7559 2.000 + 0.2673 1,875 +0,5806

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. Os dados foram analisados com um ndmero de 9 animais por grupo.

Fonte: Autores.

O programa de imagem Panoramic Viewer e o sistema de andlise de imagem digital, Motic Images Plus 2.0 também

foram utilizados para obter imagens microgréaficas dos corpos luteos (Figura 1), dos foliculos primarios (Figura 2), dos foliculos

secundarios (Figura 3), dos foliculos antrais normais (Figura 4) e dos antrais atrésicos (Figura 5), das camundongas wild type
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alimentadas com dieta padrdo (WTS) ou dieta hiperlipidica (WTHL), das camundongas LDLR-/- alimentadas com dieta padrao
(KOS) ou dieta hiperlipidica (KOHL).

A Figura 1 refere-se as imagens dos corpos liteos, obtidas através do escaneamento das laminas de ovarios das
camundongas dos grupos wild type e knockout que receberam ou néo dieta hiperlipidica, utilizando-se o sistema de analise
digital Motic Images Plus-2.0 e o programa de imagem Panoramic Viewer.

Figura 1 — Analise microgréafica do corte histolégico do ovario de camundongas na fase ldtea, coloracdo HE. WTS: animais
wild type alimentados com dieta padrdo (Nuvital®), WTHL: animais wild type alimentados com dieta hiperlipidica (20% de

gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 % acido célico), KOS: animais LDLR-/- alimentados com dieta padrdo (Nuvital®),

KOHL.: animais LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 % acido colico).

WTS WTHL KOS KOHL

Fonte: Autores.

A Figura 2 apresenta imagens dos foliculos primarios, obtidas através do escaneamento das laminas de ovérios das
camundongas dos grupos wild type e knockout que receberam ou néo dieta hiperlipidica, utilizando-se o sistema de andlise

digital Motic Images Plus-2.0 e o programa de imagem Panoramic Viewer.

Figura 2 - Andlise microgréfica do corte histolégico do ovario de camundongas, evidenciando os foliculos primarios, coloracéo
HE. WTS: animais wild type alimentados com dieta padrdo (Nuvital®), WTHL: animais wild type alimentados com dieta
hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 % acido célico), KOS: animais LDLR-/- alimentados com dieta
padrdo (Nuvital®), KOHL: animais LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de colesterol,
0,5 % &cido cdlico).

Fonte: Autores.
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Imagens dos foliculos secundarios, obtidas através do escaneamento das laminas de ovarios das camundongas dos
grupos wild type e knockout que receberam ou ndo dieta hiperlipidica, utilizando-se o sistema de andlise digital Motic Images

Plus-2.0 e o programa de imagem Panoramic Viewer, sdo apresentadas na figura 3.

Figura 3 - Analise microgréafica do corte histolégico do ovario de camundongas, evidenciando os foliculos secundarios,
coloracdo HE. WTS: animais wild type alimentados com dieta padrdo (Nuvital®), WTHL: animais wild type alimentados com
dieta hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 % &cido célico), KOS: animais LDLR-/- alimentados com
dieta padrdo (Nuvital®), KOHL: animais LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de

colesterol, 0,5 % &cido célico).

WTS

Fonte: Autores.

As imagens dos foliculos antrais foram obtidas através do escaneamento das Idminas de ovarios das camundongas dos
grupos wild type e knockout que receberam ou néo dieta hiperlipidica, utilizando-se o sistema de analise digital Motic Images

Plus-2.0 e o programa de imagem Panoramic- Viewer e estdo representadas pela figura 4.

Figura 4 - Corte histoldgico do ovério de camundongas, micrografia mostrando os foliculos antrais, coloragdo HE. WTS:
animais wild type alimentados com dieta padrdo (Nuvital®), WTHL: animais wild type alimentados com dieta hiperlipidica
(20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 % &cido cdlico), KOS: animais LDLR-/- alimentados com dieta padréo
(Nuvital®), KOHL: animais LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 %

acido colico).

WTS WTHL KOS KOHL

Fonte: Autores.
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A figura 5 refere-se as imagens dos foliculos antrais atrésicos, obtidas através do escaneamento das laminas de ovarios
das camundongas dos grupos wild type e knockout que receberam ou néo dieta hiperlipidica, utilizando-se o sistema de andlise

digital Motic Images Plus-2.0 e o programa de imagem Panoramic Viewer.

Figura 5 - Corte histologico do ovario de camundongas, micrografia mostrando os foliculos antrais atrésicos, coloragdo HE.
WTS: animais wild type alimentados com dieta padrdo (Nuvital®), WTHL: animais wild type alimentados com dieta
hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 % acido cdlico), KOS: animais LDLR-/- alimentados com dieta
(Nuvital®), KOHL: animais LDLR-/- alimentados com dieta hiperlipidica (20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5 %

acido cdlico).

WTS WTHL

Fonte: Autores.

Pelas quantificagbes séricas do perfil lipidico, verificou-se que as camundongas LDLR-/- alimentados com dieta
hiperlipidica (KOHL) apresentaram dislipidemia severa com aumento do CT e sua fracdo LDLc e diminui¢do da sua fragdo
HDLc quando comparadas as camundongas de todos os grupos experimentais. O consumo de uma dieta hiperlipidica em animais
wild type (WTHL) aumentou as concentragdes séricas de CT e da fragdo LDLc, com diminuicdo da fracdo HDLc quando
comparadas com as camundongas do grupo WTS. N&o houve diferengas nas concentragdes séricas de CT e da fracdo LDLc entre
o0s grupos WTHL e KOS. Verificou-se aumento nas concentracfes séricas de CT e da fracdo LDLc no grupo KOS em relacéo
ao grupo WTS. Contudo, as camundongas do grupo KOS apresentaram maior concentracdo sérica de HDLc, semelhante ao
grupo WTS (Tabela 3).

O consumo de uma dieta hiperlipidica elevou a concentracéo de insulina no grupo LDLR -/- (KOHL) quando comparado
aos demais grupos. No grupo wild type alimentado com dieta hiperlipidica (WTHL) e LDLR -/- alimentado com dieta padrdo
(KOS) o valor da insulina foi maior ao se comparar ao grupo wild type alimentado com dieta padrdo (WTS) (Tabela 3).

As camundongas LDLR-/- que receberam dieta hiperlipidica (KOHL) apresentaram resisténcia a insulina, verificada
pelo aumento no valor de Homa-ir quando comparadas as camundongas dos outros grupos. Os animais LDLR -/- que receberam
dieta padrdo (KOS) apresentaram Homa-ir maior que os animais wild type que receberam dieta padrdo (WTS), mas ndo diferiram

dos animais wild type que receberam dieta hiperlipidica (WTHL) (Tabela. 3).
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Tabela 3 - Comparacdo dos niveis séricos de CT, LDLc, HDLc, glicose e insulina entre animais wild type alimentados com
dieta padrdo (WTS) e com dieta hiperlipidica (WTHL) e LDLr-/- alimentadas com dieta padrdo (KOS) e com dieta hiperlipidica
(KOHL).

Grupos WTS WTHL KOS KOHL
N (ndmero da amostra) 9 9 9 9
Colesterol Total (CT) (mg/dL) 105,27 + 3,36° 141,77 £ 4,97° 174,23 + 20,40° 232,58 + 19,372
LDLc (mg/dL) 39,21 £2,13¢ 97,56 + 4,91° 111,87 +29,46° 197,43 £22,05?
HDLc (mg/dL) 58,25+2,45% 33,87+1,99° 50,27+1,79? 25,16+4,26°
Glicose (mMol/L) 4,5+0,3 4,5+0,2 4,5+0,2 4,6£0,3
Insulina (mU/L) 2,310,2¢ 3,1+0,2° 3,240,4° 4,9 +0,8°
Homair 0,5+0,06° 0,6+0,05P¢ 0,7+0,01° 1,0+0,022

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. Letras distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os
grupos (p<0,05, Tukey teste). (N = 9). Fonte: Autores.

Quando os animais LDLR-/- foram alimentados com dieta hiperlipidica (KOHL), houve aumento da lipoperoxidacao
ovariana ao se comparar com as camundongas wild type que receberam racéo hiperlipidica (WTHL) ou foram alimentadas com
dieta padrdo (grupos e WTS) (Tabela 4). Os animais LDLR -/- que receberam dieta padrdo (KOS) apresentaram maior

lipoperoxidagdo ovariana quando comparados aos animais wild type que consumiram dieta padrdo (WTS) (Tabela 4).

Tabela 4 - Lipoperoxidacao do tecido ovariano de fémeas camundongos wild type alimentados com dieta padrdo (WTS) e com
dieta hiperlipidica (WTHL) e camundongas LDLR -/- alimentadas com dieta padréo (KOS) e com dieta hiperlipidica (KOHL).

Grupos Lipoperoxidacdo ovariana
WTS 0,040133 + 0,007075°

WTHL 0,055112 + 0,008901°¢
KOS 0,090833 + 0,013962¢

KOHL 0,123627 £ 0,0075182

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. Letras distintas indicam diferencas significativas entre os grupos.
Fonte: Autores.

As camundongas LDLR -/- que receberam dieta padrao (KOS) e dieta hiperlipidica (KOHL) apresentaram aumento na
oxidacdo proteica quando comparadas as camundongas wild type que receberam dieta padrdo (WTS) e dieta hiperlipidica
(WTHL) (Tabela 5).

Tabela 5 - Oxidacédo proteica do tecido ovariano de fémeas de camundongos wild type (alimentados com dieta padrdo (WTS)
e com dieta hiperlipidica (WTHL) e camundongas LDLr-/- alimentadas com dieta padrdo (KOS) e com dieta hiperlipidica
(KOHL).

Grupos Oxidacéo proteica
ovariana(nmol/g de proteina)
WTS 1,16E-8 + 2,9E-9°
WTHL 2,78E-8 + 1,1E-8°
KOS 153E-7+10E8
KOHL 1,51E-7 + 4,6E-92

Os valores estéo expressos como média + erro padréo da média. Letras distintas indicam diferencas significativas entre os grupos.
Fonte: Autores
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4. Discussdo

O presente trabalho avaliou o efeito do consumo de uma dieta hiperlipidica sobre a histologia ovariana e sobre o estresse
oxidativo do tecido ovariano de fémeas de camundongos wild type e LDLR-/-. Verificamos que ap6s 60 dias de consumo de
uma dieta hiperlipidica por fémeas de camundongos wild type (WTHL) e por LDLR -/- (KOHL) nédo houve altera¢des na razéo
entre o0 peso ovariano (direito e esquerdo) e o peso corporal, ndo verificamos anormalidades anatdmicas ovarianas e néao
observamos diferencas entre o nimero de foliculos primarios, secundarios, antrais normais, antrais atrésicos e corpos luteos das
camundongas de todos os grupos. Entretanto, houve o desenvolvimento de uma dislipidemia hipercolesterolémica nas
camundongas do grupo WTHL em relagdo ao grupo WTS e no grupo KOHL comparado ao seu controle KOS. No grupo KOHL,
a ingestdo de uma dieta hiperlipidica associada a hipercolesterolemia genética, foi marcada pelo aumento do HOMA-ir.,
caracterizando uma resisténcia insulinica, houve também a elevacdo da lipoperoxidacdo e da oxidagdo proteica do tecido
ovariano, sugerindo o desenvolvimento do estresse oxidativo ovariano.

Nesta pesquisa, a analise dos resultados obtidos sobre a anatomia e a histologia ovariana, conjuntamente com a
comparacao do peso ovariano e o peso corporal dos animais, revelaram que a ingestdo de uma dieta hiperlipidica durante 60 dias
ndo ocasionou alteragdes morfoldgicas e histoldgicas aos ovarios. Nos animais knockout (LDLR -/-), ausentes para o receptor
de LDL, que receberam ou ndo dieta hiperlipidica (KOHL e KOS), também n&o ocorreram alteragdes morfoldgicas e histoldgicas
ovarianas, ndo influenciando o processo de foliculogénese dessas camundongas.

Contudo, verificou-se que a ingestdo de uma dieta hiperlipidica durante 60 dias causou uma dislipidemia
hipercolesterolémica nas camundongas do grupo WTHL e do KOHL, quando comparadas a seus respectivos grupos controles,
com niveis de HDLc diminuidos. Resultado semelhante ao encontrado em trabalhos realizados em nosso laboratério na
UNIFENAS (Garcia et al., 2011; Abreu et al., 2021) e em outras pesquisas (Martins et al., 2020).

A ingestdo de uma dieta hiperlipidica associada a hipercolesterolemia genética no grupo KOHL gerou uma resisténcia
insulinica, marcada por aumento do HOMA-ir., resultado descrito também por Abreu et al. (2021), aumentou a lipoperoxidagdo
e a oxidacao proteica do tecido ovariano. Ha evidéncias sugerindo que o estresse oxidativo estd envolvido na fisiopatologia da
resisténcia insulinica (Evans et al., 2002; Henriksen et al., 1997). O estresse oxidativo induz a um processo inflamatério que
pode contribuir para 0 aumento da resisténcia insulinica (Abreu et al., 2021), ja que locais especificos da transducao de vias de
sinalizacdo da insulina podem sofrer interferéncia de proteinas inflamatdrias (Souza, 2018). E em todas partes dos ovarios ha
receptores de insulina amplamente distribuidos, incluindo células de granulosa, da teca, do estroma e do o6cito (Louhio et al.,
2000).

Nesta pesquisa, 0 aumento da lipoperoxidacdo do tecido ovariano, indicando a ocorréncia do estresse oxidativo no
ovario pode estar causando a resisténcia insulinica também pela destruicdo das membranas das células ovarianas e consequente
eliminacdo dos receptores de insulina ovarianos. Benzie (1996) afirmou que a lipoperoxidacao consiste em uma série de eventos
bioguimicos resultantes da a¢do dos radicais livres sobre os lipidios insaturados das membranas celulares, causando a destruicéo
de sua estrutura, colapso dos mecanismos de troca de metabolitos e, até a morte celular.

Neste trabalho, 0 aumento da oxidacdo proteica do tecido ovariano, medida pela proteina carbonila também pode estar
relacionado a resisténcia insulinica, pela subtracdo das proteinas constituintes dos receptores de insulina. A carbonilagdo de
proteinas ou enzimas altamente envolvidas com as vias de sinalizacdo para insulina tém sido observadas sob condicdes de
resisténcia a insulina (Carvalho-Filho et al. 2009; Curtis et al. 2012).

Além disso, sob condicdes de estresse oxidativo, altos niveis de EROS podem causar oxidagao irreversivel de
macromoléculas, incluindo os acidos nucléicos, lipidios e proteinas e entdo levem a efeitos adversos como a alteragcdes nas vias

de sinalizagdo ou ativacao de vias de estresse sinalizacdo (Gratas-Delamarche, 2014).
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Entretanto, ndo se observou diferencas entre a dislipidemia alimentar (grupo WTHL) e a dislipidemia genética (grupo
KOS), assim como ndo se notou diferencas entre estes dois grupos no HOMA-ir e nos indices de lipoperoxidacdo ovariana.
Indicando que ha necessidade de associacdo da dislipidemia genética a alimentar para o surgimento do estresse oxidativo

ovariano e resisténcia insulinica do tecido ovariano.

5. Concluséao

A dislipidemia alimentar ou a dislipidemia genética isoladas ndo causaram alterac6es morfoldgicas e histologicas nos
ovarios, também nédo causaram o estresse oxidativo ovariano e resisténcia a insulina.

Quando houve associagdo entre a dislipidemia alimentar e a genética, ocorreu 0 estresse oxidativo ovariano e
consequente resisténcia insulinica neste tecido. Entretanto, ndo provocaram alterag@es morfologicas e histologicas nos ovarios
de camundongas.

Como a associagdo entre a dislipidemia alimentar e a genética causaram o estresse oxidativo ovariano e a resisténcia
insulinica neste tecido, sugere-se em trabalhos futuros investigar uma possivel influéncia dessa associagdo em outras etapas
importantes da reproducdo, como o potencial do ovdcito, a formacéo do zigoto, o processo de clivagem até a formagdo do

embrido e o desenvolvimento fetal, que sdo essenciais para a fertilidade da fémea.
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