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RESUMO

Introducdo: A obesidade atinge proporcdes pandémicas e € atualmente
considerada o principal problema de saude publica mundial. A inflamacéo crénica de
baixo grau associada a obesidade contribui para o desenvolvimento de diversas
comorbidades precipitadas pela resisténcia a insulina, entre elas, a sindrome dos
ovarios policisticos (SOP). Apesar de nao fazer parte dos critérios de diagnaostico,
estima-se que a resisténcia a insulina acomete cerca de 70% das mulheres com SOP,
podendo intensificar a inflamacdo. Baseado nos parametros dismetabdlicos
caracteristicos da obesidade e, sabendo que podem afetar a saude ovariana, €
possivel que acidos graxos 6mega-3 (w3) possam auxiliar na diminuicdo do ténus
inflamatorio e melhorar a sensibilidade a insulina, entretanto, sem clareza dos seus
mecanismos de acdo nos ovarios. Portanto, o intuito deste trabalho é avaliar o
potencial anti-inflamatério do éleo de linhaga, rico em w3 no ovario de camundongos
obesos.

Materiais e métodos: Camundongos Swiss, fémeas, foram mantindos em
dieta normocaldrica (grupo CT) ou induzidos a obesidade com dieta hiperlipidica
(grupo HFD) rica em gorduras saturadas oriundas da gordura suina (35%) por 8
semanas. Apos inducdo da obesidade, um subgrupo foi tratado por mais 8 semanas
com a substituicho de 10% da gordura suina por Oleo de linhaga (grupo FS).
Semanalmente controlou-se 0 peso e a ingestdo alimentar. Ao final do periodo
experimental foram realizados o teste de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina,
além de coletado o tecido ovariano para andlises em Western blot, RT-qPCR,
histologia, e espectrometria de massas.

Resultados: A dieta HFD induziu maior consumo alimentar, ganho de
peso, adiposidade, hiperinsulinemia e alteracdo do ciclo estral em relacdo ao grupo
CT (P<0,05). Apesar do estado dismetabdlico induzido nos animais e da alteracdo no
ciclo estral, os ovarios nédo apresentaram infiltrado inflamatério significativo. O grupo
FS apresentou reducdo (P<0,05) em proteinas importantes controladoras do
inflamassomo, como NLRP3 e IL1[3, e como desfecho clinico, melhorou o ciclo estral
dos animais, aumentando a permanéncia na fase estro. A molécula de w3 presente
na dieta (FS), o acido alfa linolénico, foi incorporado de forma significante (P<0,05) no
tecido ovariano e a expressdo génica do receptor GPR120 foi restaurada, em

comparacao ao grupo HFD (P<0,05).



Conclusé@o: A exposicdo de animais a dieta rica em gordura saturada
induziu condicdo dismetabdlica significativa ao desenvolvimento da SOP. Houve
impacto negativo no ciclo estral, mas recuperado pela dieta FS. A dieta HF né&o foi
capaz de induzir inflamacdo no tecido ovariano. Contudo, a dieta FS reduziu
marcadores inflamassomais no ovario. O efeito desregulador do ciclo estral induzido
pela dieta hiperlipidica e a melhora do ciclo pela dieta FS parecem n&o ser devido a
orquestracdo do processo inflamatorio ovariano, apesar da modulacdo do
inflamassomo. Novas vias sinalizatorias coordenadas por nutrientes devem ser
investigadas a fim de compreender as alteragdes fisioldgicas observadas neste estudo
e se o dmega-3 pode contribuir com a prevencao ou retardo da deterioragcdo da

reserva ovariana a longo prazo.

Palavras-chave: Sindrome dos Ovarios Policisticos; Obesidade;

Hiperinsulinemia; Inflamac&o; Acidos Graxos Omega-3.



ABSTRACT

Introduction: Obesity reaches pandemic proportions and is currently
considered the main global health problem. Obesity-associated chronic inflammation
contributes to the development of several comorbidities precipitated by insulin
resistance, including polycystic ovary syndrome (PCOS). Although it is not part of the
diagnostic criteria, it is estimated that insulin resistance affects about 70% of women
with PCOS, which can intensify the inflammation. Based on the dysmetabolic
parameters characteristic of obesity and, knowing that they can affect ovarian health,
it is possible that omega-3 can help to decrease the inflammatory tonus and improve
the insulin sensitivity, however, without clarity in the mechanism of the ovaries.
Therefore, the aim of this work is to evaluate the anti-inflammatory flaxseed oil

potential, rich in w3 in the ovary of obese mice.

Materials and Methods: Female Swiss mice were maintained on a norm
caloric diet (CT group) or induced to obesity with a high fat diet (HFD group) rich in
saturated fat from pork fat (35%) for 8 weeks. After obesity induction, a subgroup was
treated for an additional 8 weeks with the replacement of 10% of pork fat with flaxseed
oil (FS group). Weight and food intake were monitored weekly. At the end of the
experimental period, glucose tolerance and insulin sensitivity tests were performed,
and ovarian tissue was collected for analysis in Western blot, RT-gPCR, histology, and

mass spectrometry.

Results: The HFD diet induced greater food consumption, weight gain,
adiposity, hyperinsulinemia and changes in the estrous cycle in relation to the CT group
(P<0.05). Despite the dysmetabolic state induced in the animals and the change in the
estrous cycle, the ovaries did not show a significant inflammatory infiltrate. The FS
group showed a reduction (P<0,05) in important proteins controlling the
inflammasome, such as NLRP3 and IL1B, and as a clinical outcome, it improved the
estrous cycle of the animals, increasing the permanence in the estrus phase. The w3
molecule present in the diet (FS), alpha linolenic acid, was significantly incorporated
(P<0,05) in the ovarian tissue and the gene expression of the GPR120 receptor was

restored, compared to the HFD group (P<0,05).

Conclusion: The exposure of animals to a diet rich in saturated fat induced

a significant dysmetabolic condition for the development of PCOS. There was a



negative impact on the estrous cycle, but recovered by the FS diet. The HF diet was
not able to induce inflammation in the ovarian tissue. However, the FS diet reduced
inflammatory markers in the ovary. The deregulating effect of the estrous cycle induced
by the high fat diet and the improvement of the cycle by the FS diet do not seem to be
due to the orchestration of the ovarian inflammatory process, despite the modulation
of the inflammasome. New nutrient-coordinated signaling pathways should be
investigated in order to understand the physiological changes observed in this study
and whether omega-3 can contribute to preventing or delaying the deterioration of the

ovarian reserve in the long term.

Key-words: Polycystic Ovary Syndrome; Obesity; Hyperinsulinemia;

Inflammation; Omega-3 Fatty Acids.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade e os Mecanimos Moleculares da Inflamacao
Cronica de Baixo Grau no Desenvolvimento da Sindrome dos Ovarios
Policisticos

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é a desordem que mais acomete
mulheres em idade reprodutiva, caracterizada por alteragcbes clinicas, enddcrinas,
metabdlicas e moleculares (AZZIZ et al., 2016; MCCARTNEY; MARSHALL, 2016). O
hiperandrogenismo (aumento dos niveis séricos de androgénios e/ou hirsurtismo),
anovulacao ou oligovulacao e morfologia ovariana policistica, estdo entre as principais
alteracOes observadas. (ROTTERDAM, 2004).

Estudos epidemiolégicos apresentam resultados conflitantes sobre a
prevaléncia da SOP, com divergéncias encontradas provavelmente devido aos
diferentes critérios de diagndstico utilizados (GOLDRAT; DELBAERE, 2018). Estima-
se gue esta desordem enddcrina reprodutiva acomete cerca de 5 a 20% das mulheres
no mundo (AZZIZ et al., 2016). Entretanto, cerca de 70% das mulheres jovens com
SOP néo séo diagnosticadas (BOYLE; TEEDE, 2012; ROJAS et al., 2014).

A etiologia da doenca ndo esta totalmente esclarecida, contudo, estudos
demonstram que alteragbes da microbiota intestinal, hereditariedade, ambiente
intrauterino, estilo de vida e obesidade possuem influéncias importantes a patogénese
da SOP (Ql et al., 2019; RISAL et al., 2019; GOODARZI et al., 2011). Dados sobre
prevaléncia da obesidade em mulheres em idade reprodutiva demonstram resultados
preocupantes no que se refere a saude da mulher. A analise de dados da pesquisa
de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crbnicas por Inquérito
Telefénico (VIGITEL), entre os anos de 2008 a 2015, verificou que 18% das mulheres
brasileiras, em idade reprodutiva (18-49 anos), estavam obesas (ARAUJO:;
VELASQUEZ-MELENDEZ; SANTOS, 2019). No mesmo periodo, 36,5% das mulheres
estadunidenses entre 20 e 39 anos apresentaram algum grau de acumulo de peso em
gordura (HALES et al., 2017).

A obesidade possui diversos fatores etioldgicos distintos, de caracteristicas
psico-bio-sociais, que conjuntamente repercutem no desequilibrio cronico entre
ingestao caldrica excessiva e reducao do gasto energético, seguido de hipertrofia do
tecido adiposo branco. Alteractes fisiopatologicas ocasionadas pela hipertrofia dos

adipdcitos, estdo associadas as interagbes metabolicas e imunolégicas, que
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acarretam em lipotoxicidade, inflamacdo e resisténcia a insulina (GHABEN;
SCHERER, 2019).

Os adipdcitos hipertrofiados levam a hipoxia local, induzindo hipersecrecao
de citocinas, que adquirem carater pro-inflamatorio e prejudicam sistemicamente a
sinalizagdo da insulina. Além disso, a obesidade acarreta no aumento da infiltragao
de mondcitos e neutrofilos periféricos para o tecido adiposo e induz a transicdo da
polarizacdo de macréfagos M2 para os inflamatérios M1(WEISBERG et al., 2003;
WENSVEEN et al., 2015). Estas modificacGes fisiopatoldgicas sédo sustentadas por
ensaios clinicos e estudos experimentais, em que demonstram que humanos e
animais obesos possuem concentracbes elevadas de TNFa (Fator de Necrose
Tumoral-a), interleucinas (IL)6, IL1B, IFNy (interferon-y), MCP1 (proteina de
quimioatracdo de mondcitos-1) e reducdo de adiponectina (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; NAGAREDDY et al., 2014; WENSVEEN et al.,
2015).

Estes mecanismos contribuem para resisténcia a insulina, que
potencializam o processo inflamatério. A resisténcia a insulina no tecido adiposo eleva
a concentracdo plasmatica de acidos graxos livres (AGL), devido a intensificacdo da
via lipolitica (YU et al., 2002). Os AGL interligam a resposta metabdlica ao sistema
imunoldgico, por meio da ativagdo dos receptores do tipo Toll (TLRs). Tais receptores
sdo amplamente distribuidos em diversos tipos celulares e, por isso induzem
inflamacao sistémica (WADA; MAKINO, 2016; LEE; WOLLAM; OLEFSKY, 2018; BEN
et al., 2019). Um padréo alimentar desequilibrado também pode levar a resisténcia a
insulina e proporcionar o desequilibrio na liberacdo de AGL pelo tecido adiposo (YU
et al., 2002).

Receptores do tipo Toll, principalmente TLR2 e TLR4, ao serem ativados
por acidos graxos saturados oriundos da lipolise ou do excedente consumido pela
alimentacdo, induzem a resposta inflamatdria intracelular. Isso ocorre devido a
dimerizacdo e mudancgas conformacionais dos TLRs para recrutar a proteina Myd88
(Gene de Resposta Priméria de Diferenciacdo Miel6ide 88) para sua base. A
associacdo de TLR4 e Myd88 promove a interacdo com as proteinas IRAK 1/4
(membro da familia quinase associada ao receptor de IL1) e, na sequéncia, ocorre a
ativacdo das proteinas TRAF6 (fator 6 associado ao receptor de TNF) (VELLOSO;
FOLLI; SAAD, 2015). Esse complexo proteico formado na base do TLR ativam as
proteinas TAB1/2 (proteina 1 ligadora da TAK1) e TAK1 (quinase 1 ativada por fator
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de crescimento transformador ). Uma vez fosforilada, a TAKL1 fosforila e ativa a
quinase inibidora do complexo kappa, o IKKB. Entédo, IKK(B fosforila e inibe o IkB
(Inibidor kappa B), que € degradado e libera o fator nuclear kappa B (NFkB) (KAWAI;
AKIRA, 2006; SUI et al., 2014). O NFkB é um fator de transcrigdo que migra ao nucleo
e aumenta a sintese de citocinas pré-inflamatérias (SUGANAMI et al., 2006), como
MCP1, TNFa, IL1B, IL6, NLRP3 (receptor do tipo NOD 3) e também a proteina contra
regulatoria, IL10 (XU et al., 2003; SUGANAMI; NISHIDA; OGAWA et al., 2005;
SUGANAMI et al.,, 2006; VANDANMAGSAR et al.,, 2011). Outras proteinas
intracelulares ativadas a partir dos receptores TFN-a e TLRs também possuem
potentes acdes inflamatdrias e contribuem para a resisténcia a insulina. A JINK (c-Jun
N-terminal quinase) e o IKKB s&o consideradas alvos chaves na relagcdo entre
obesidade e resisténcia a insulina (PRADA et al., 2005; ARKAN et al., 2005) (Figura
1).

Além dos mecanismos inflamatorios descritos, as moléculas estressoras
denominadas padrées moleculares associados a danos (DAMPS), presentes na
obesidade e também na SOP, podem ser identificados por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), como os receptores do tipo NODs (NLRs) (GUO;
CALLAWAY; TING, 2015; WEN et al., 2011).

Entre os membros da familia dos NLRs, o NLRP3 tem sido descrito em
diversas células, inclusive nas células ovarianas (ZHANG; WANG; ZHANG, 2019). A
ativacdo do NLRP3 pode levar a interagdo com a proteina ASC (proteina adaptadora
do dominio CARD associada a apoptose), e o recrutamento da pro-caspase-1. A
formacdo deste trimero origina o complexo inflamassomo, que cliva a pro-caspase-1
em sua forma ativa, a caspase-1. Consecutivamente, a caspase-1 cliva a pro-IL1B e
pro-IL18 em suas formas ativas, as IL13 e IL18, também relacionadas a resisténcia a
insulina (GUO; CALLAWAY; TING, 2015; NARDO; LATZ, 2011; WEN et al., 2011)
(Figura 1).
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Figura 1. Mecamsmos moleculares afetados pela obesidade. Os mecanismos
moleculares decorrentes dos padrdes alimentares inadequados podem ativar componentes do sistema
imune, como o TLR-2/4 e o inflamassomo, propiciando o aumento no conteddo de citocinas que, em
condi¢des suprafisioldgicas, adquirem carater pré-inflamatério. A ativacdo destes componentes do
sistema imune integra as alteracdes metabolicas, como a resisténcia & insulina, em diferentes tecidos
periféricos (adiposo, musculo, figado) e sistema nervoso (hipotalamo), por meio da ativagao das
proteinas JNK e IKK, que fosforilam o receptor de insulina em residuos inoperantes de serina,
interrompendo essa via de sinalizacdo. A ativacdo de IKK, leva a ubitiquinagdo de IkBa, que é
degradado e permite liberar NFKB para migrar ao nucleo e transcrever citocinas inflamatdrias. Fonte:
Imagem da autora.

1.2. Obesidade e os Impactos na Saude Metabdlica e Reprodutiva
da Mulher

A inflamacéao cronica e de baixo grau presente na obesidade interrompe os
eventos sincronizados mediados pela acdo da insulina, induzindo resisténcia ao
horménio, que induz prejuizos metabdlicos significantes, como 0 aumento da glicemia
por deficiéncia na captacdo de glicose, aumento da gliconeogénese, intensificacao
do processo de lipdlise e, descontrole da fome e do gasto energético(CZECH, 2017).
A resisténcia a insulina aumenta a secregao de insulina pelas células B-pancreéticas,
tornando o individuo hiperinsulinémico. A exaustao das células B-pancreéticas resulta
em morte celular, acompanhada de hiperglicemia crénica e evolu¢do do quadro ao

diabetes mellitus tipo 2 (CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011).

A acgédo da insulina j4 € bem estabelecida em seus tecidos alvo classicos,
como em células do musculo, tecido adiposo e figado. Entretanto, a relagcéo da insulina

com doencas relacionadas a disfuncdo ovariana se deu a partir da relagcdo da
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resisténcia a insulina e a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) (DIAMANTI-
KANDARAKIS; DUNAIF, 2012). Em 1980, Burghen et al. observaram associagao
positiva da hiperinsulinemia com o hiperandrogenismo, em mulheres obesas
portadoras de SOP (BURGHEN; GIVENS; KITABCHI, 1980). Estima-se que cerca de
70% das mulheres portadoras de SOP apresentam resisténcia a insulina (BOYLE;
TEEDE, 2012), estando presente em 75% das mulheres eutroficas e 95% das obesas
com diagnostico de SOP (STEPTO et al., 2013).

Sendo assim, a inflamacéo sistémica induzida pela obesidade leva a
prejuizos que ndo impactam somente a saude metabdlica, mas também a saude
reprodutiva das mulheres (SNIDER; WOOD, 2019). A saude reprodutiva feminina é
mantida através da comunicacdo equilibrada entre o eixo hipotadlamo-pituitaria-
ovariano (HPO). No hipotadlamo, os pulsos do hormdnio liberador de gonadotrofina
(GnRH) ativam a hipofise para liberacdo do horménio foliculo-estimulante (FSH) e do
hormonio luteinizante (LH). O FSH, ao se ligar ao seu receptor (FSHR) nas células
ovarianas, dispara sinalizacdo especifica fosforilando o fator de transcricdo CREB
(proteina de ligacdo ao elemento de resposta AMP ciclico), que segue ao nudcleo e
induz transcricdo do gene da enzima aromatase. A aromatase € responsavel pela
converséo de testosterona e androstenediona em estrona e estradiol, respectivamente
(HUNZICKER-DUNN; MAIZELS, 2006; DUPONT; SCARAMUZZI, 2016; CASARINI;
CREPIEUX, 2019). Os estimulos de FSH também ativam a proteina AKT, a qual
controla a mTOR (Mammalian Target of Rapamycin), responsavel pelo crescimento,
proliferacéo e sobrevivéncia dos foliculos ovarianos (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016;
GLOAGUEN et al., 2011). Ao avancar o ciclo ovariano, 0s estrogénios, juntamente
com a inibina B (Inhbb), agem como feedback negativo da liberacdo de FSH, e
aumentam a secrec¢ao de LH hipofisario (GOLDSAMMLER; MERHI; BUYUK, 2018).

O LH é fundamental para iniciar a ovulacéo, e seus receptores (LHR) estao
localizados principalmente nas células da teca e granulosa, na fase folicular tardia,
que, quando ativados, desencadeiam mecanismos que levam a liberacdo da
progesterona. O LH ativa a proteina citoplasmatica StAR (proteina reguladora aguda
esteroidogénica), que carrega 0 colesterol até as mitocondrias para que seja
convertido em pregnenolona e, posteriormente, convertido em androgénios
(DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2008).
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A insulina parece exercer acdo crucial para a saude reprodutiva, uma vez
que os sinais de propagacédo deste horménio também estdo presentes nos ovarios,
podendo interagir cruzadamente com as vias de sinaliza¢do dos horménios FSH e LH.
A insulina pode induzir a sintese de androgénios, de forma independente, por meio da
ativacdo de PKC (proteina quinase C), que provoca aumento da concentracdo de
AMPc (adenosina 3,5-monofosfato ciclico) intracelular, que leva a ativacdo de PKA
(proteina quinase A). Por sua vez, a PKA ativa CREB, que induz transcricdo da
aromatase (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016).

Entretanto, estudos demonstram que quadros hiperinsulinémicos,
comumente presentes na obesidade e também na SOP, podem trazer prejuizos a
salude ovariana, pois potencializam as acdes de LH, bem como antecipam sua acéo
sobre os foliculos durante o ciclo ovariano. A acdo prematura de LH interrompe o
desenvolvimento adequado dos foliculos, aumentando o numero de foliculos
atrésicos, levando a anovulacdo. Esta sinergia entre insulina e LH intensifica a
maquinaria para sintese de hormdnios androgénicos, dentre as enzimas chaves deste
processo destaca-se o0 aumento da proteina StAR e 3B-hidroxisteroide desidrogenase
(3B-HSD) (DIAMANTI-KANDARAKIS; PAPAVASSILIOU, 2006; SEKAR; LAVOIE;
VELDHUIS, 2000; DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2008; WILLIS et al., 1998).

A hiperinsulinemia ainda pode reduzir a sintese da proteina hepéatica SHBG
(globulina ligadora de hormonios sexuais) e aumentar a concentracdo sérica de
estrogénios livres que, por feedback negativo, agem no eixo HPO, aumentando a
secrecdo de LH e reduzindo FSH. Em paralelo, glandulas adrenais aumentam a
secrecdo de androgénios e os adipdcitos aumentam, a atividade da enzima
aromatase.Todas estas alteracbes concomitantemente contribuem a elevacdo dos
androgénios séricos (BEST; BHATTACHARYA, 2015; KLENOV; JUNGHEIM, 2014,
PLYMATE et al., 1988). Brothers et al. (2010), observaram que animais induzidos a
obesidade e hiperinsulinémicos, com dieta rica em gordura, apresentaram aumento
da resposta de GnRH, elevagéo da secrecéo de LH, diminuicdo do numero de corpo
liteo e infertilidade (BROTHERS et al., 2010). Além disso, Sharma et al. (2013),
demonstraram que os AGL ativam os sinais de TLR-2/4 em células adeno-hipofisarias
LBT2, aumentando o gene que codifica LH (Lhb) e suprimindo o gene codificador de
FSH (Fshb). Ensaios in vivo confirmaram que animais alimentados com dietas ricas
em gordura ndo apresentaram pico pré-ovulatério de FSH e LH, permanecendo maior

tempo no ciclo estro, seguidos de menores quantidades de corpo luteo (SHARMA et
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al., 2013). Wu et al. (2012), verificaram que a hipdfise e os ovarios de camundongos
obesos, mesmo em consumo de dietas gordurosas, por 12 semanas, mantiveram a
sensibilidade a insulina, ainda que em parelelo a resisténcia ao hormonio no figado e
no musculo. Assim, a hiperinsulinemia, neste contexto, contribui para o aumento da
esteroidogénese e para o desenvolvimento da SOP (WU et al., 2012).

Estudos experimentais demonstram que roedores induzidos a obesidade
com dieta hiperlipidica, apresentam aumento do tamanho dos adipdécitos do tecido
peri-ovariano e consecutivo aumento na migracdo de células do sistema imune e
expressdo de genes de citocinas pré-inflamatérias como TNFa, IL18 e IL6 e
guimiocinas como o CCL2 (chemokine (C-C motif) ligand 2) e CCL5. Este aumento de
processos inflamatorios também sao verificados no tecido ovariano (NTEEBA,
ORTINAU; PERFIELD, 2013; NTEEBA; GANESAN; KEATING, 2014).

Lima et al. (2018), também observaram alterac6es no balanco imunolégico
nos ovarios de ratas androgenizadas e em ovarios humanos com diagnéstico de SOP,
0 qual houve um aumento da taxa de macrofagos M1:M2, devido a reducéo
significativa do subtipo M2, nos foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento das ratas e no fluido folicular ovariano humano, quando comparado
aos animais controles e mulheres sem diagndstico da SOP, respectivamente (LIMA et
al., 2018).

Os macrofagos sdo as principais células imunolégicas no ovario e
apresentam papel critico para o desenvolvimento dos foliculos, ovulacéo, formacao e
regressdo do corpo lateo. Estas células imunolégicas promovem a liberacdo de
moléculas importantes em diferentes fases do ciclo ovariano, como citocinas (IL1,
TNFa, IL6, IL10), quimiocinas e fatores de crescimento (WU et al., 2004; ZHANG,;
HUANG; BRAYBOY, 2021). As alteracfes na taxa de macréfagos M1:M2 estédo
intimamente relacionadas ao balanco de processos inflamatorios e anti-inflamatérios
(WU et al., 2004; ZHANG; HUANG; BRAYBOQOY, 2021).

Além disso, o expressivo aumento da infiltracdo de macréfagos nos ovarios
parece contribuir para a apoptose exacerbada das células da granulosa, favorecendo
o aumento de foliculos ndo saudaveis (LIMA et al., 2018). O aumento de citocinas
liberadas por macrofagos pode ativar proteinas que sinalizam caminhos apoptoticos
nos ovarios. De acordo com Yamamoto et al. (2015), apds induzir a ovulagdo com
hCG (human chorionic gonadotropin hormone) e administrar TNFa em ratas, notou-
se aumento apos 12h de tratamento, no conteudo proteico de caspase-3 clivada e Bax



24

(proteina X associada a bcl2) nos ovarios, sendo estas proteinas relacionadas aos
caminhos apoptéticos, ainda foi visto aumento da taxa Bax/Bcl2 (B-cell lymphoma 2).

Liu et al. (2021a), observaram que mulheres com SOP apresentavam
maiores concentracdes séricas de IL1[ e IL18. Experimentos in vitro mostraram que
células primérias da granulosa, provenientes de pacientes portadores de SOP,
apresentaram contetdo aumentado de NLRP3, ASC, pro-caspase-1, caspase-1
clivada e IL1B (LIU et al., 2021a). Para comprovar que de fato o inflamassomo pode
ser ativado nas células da granulosa, os autores trataram culturas de células da
granulosa priméarias e células KGN (human granulosa-like tumor cell) com LPS e, apos
4h de tratamento, o conteudo de de IL1B, NLRP3, ASC, pré-caspase-1 e caspase-1
clivada apresentaram aumento em ambos os experimentos (LIU et al., 2021a). Ao
analisar a interferéncia da inflamacdo sobre células ovarianas, por meio de
microscopia confocal, notou-se que a morfologia das mitocéndrias das células da
granulosa estavam fragmentadas em pacientes com SOP e também nas células
tratadas com LPS. A fragmentacdo mitocondrial, somada aos efeitos cumulativos da
inflamacédo, acentuaram a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
diminuiu a proliferacdo celular em células tratadas com LPS e no fluido folicular de
pacientes com SOP (LIU et al., 2021a).

1.3. Omega- 3, Inflamacéo e SOP

Visto as alteracfes negativas ocasionadas pela obesidade e os prejuizos
em relacdo a saude reprodutiva das mulheres, alternativas nutricionais como 0s
acidos graxos insaturados podem auxiliar na prevencéao e tratamento da SOP (YANG
et al., 2018).

Devido ao processo de transicdo nutricional, ao longo do tempo, as dietas
ocidentais foram modificadas para um conteudo elevado de acidos graxos saturados
e dos poli-insaturados da classe 6mega-6 (w6), em detrimento aos 6mega-3 (w3)
(SIMOPOULOS; GENE, 2016). Tem-se como recomendacé&o adequada a ingestéo de
até 5 partes de w6 para cada 1 parte de w3, entretanto, na sociedade ocidental atual,
este desequilibrio pode chegar a 20:1 de w6:w3 (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018).

Um estudo realizado por Phelan et al. (2011), verificaram que mulheres
com concentragao plasmatica elevada de w6 apresentaram correlagcéo positiva com o
aumento de testosterona e desidroepiandrosterona (DHEA) na circulag&o. Além disso,

o estudo verificou o efeito dos acidos graxos no tratamento de células da teca
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primérias, onde o acido araquidbnico (w6), diferentemente do w3 (EPA e DHA),
induziu aumento na secrecao de androstenediona induzida por LH (PHELAN et al.,
2011). Além das propriedades nutricionais essenciais do w3, essa substancia
apresenta importante funcéo na regulacao da resposta imune, sensibilidade a insulina,
diferenciacao celular e ovulagéao (YANG et al., 2018).

O consumo de acidos graxos O6mega-3, como alfa-linolénico (ALA),
proveniente de fontes vegetais (chia, linhaca e nozes), o eicosapentaenoico (EPA) e
o docosahexaenoico (DHA), presentes no 6leo de peixes de agua fria e capsulas,
ativam mecanismos capazes de modular a inflamacdo (ELAGIZI et al., 2021,
SCHULZE et al., 2020). Ja foi demonstrado que substituir parcialmente o consumo de
gorduras saturadas por gorduras insaturadas como o dmega-3 pode melhorar a
sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, contribuir para reducéo parcial de peso
corporal, reduzir a secrecdo de citocinas inflamatérias e promover aumento na
conversao de macréfagos do tipo M1 para M2 (OH et al., 2010; CINTRA et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2015).

Yan et al. (2013), constataram através de ensaios com in vitro e in vivo, que
o0 6mega-3 é capaz de desarticular os mecanismo de ativacdo de NLRP3, contribuindo
para reducdo dos niveis de IL1B e caspase-1 clivada (p20). Esse pontencial
mecanismo foi observado em macréfagos derivados da médula 6ssea (BMDMs) e
também em macréfagos humanos (THP-1). Além disso, neste estudo observou-se que
animais alimentados com dieta HFD acrescida de DHA apresentaram melhora nos
parametros glicémicos e insulinémicos, além de reduzirem o contetdo proteico de
citocinas pré-inflamatérias TNFa, IL1B, IL18 e MCP1 no figado e tecido adiposo
branco, quando comparados aos animais que receberam somente dieta HFD (YAN et
al., 2013).

Os mecanismos de modulacdo da resposta anti-inflamatéria dos acidos
graxos w3, parecem ser mediados por sua ligacao ao receptor acoplado a proteina G,
denominado GPR120 (OH et al., 2010). A ativacdo deste receptor por seus ligantes
promove o recrutamento da proteina intracelular Barrestina2 para a base dos
receptores, justaposta a membrana plasmatica. No contexto inflamatoério, durante o
transito intracelular da Barrestina2, esta proteina desestabiliza a cascata sinalizatéria
downstream aos receptores TLR e TNF, por dissociar o complexo TAB1/2/TAK1 (OH
et al., 2010). Por fim, a Barresina2 ainda internaliza o receptor, juntamente com seus

agonistas extracelulares, respondendo parcialmente pela absorcao nutricional destas
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espécies lipidicas. A desarticulacdo destas importantes vias inflamatérias contribui
para a melhora da sensibilidade sistémica a insulina, seguida de estimulo a captagéo
muscular de glicose independente de insulina, através da ativacdo de pAKT e GLUT4
(OH et al., 2010). Além disso, o mecanismo direcionado pela Barrestina2, também
propicia atragdo da proteina NLRP3, interferindo na formacdo do inflamassomo e,
consequentemente, na reducédo da clivagem de pro-IL1B3 e pro-IL18 (YAN et al., 2013)
(Figura 2).

O GPR120 é expresso no intestino (HIRASAWA et al., 2005), retina
(DATILO et al., 2018), na aorta (MOURA-ASSIS et al., 2018), em macréfagos (OH et
al., 2010), no tecido adiposo, figado, musculo (OLIVEIRA et al., 2015) e hipotalamo
(CINTRA et al., 2012). Além dos tecidos e células mencionados, estudos verificaram
a expressdo do receptor na hipéfise (MORIYAMA et al., 2015), nas células da
granulosa (MAILLARD et al., 2018) e mais recentemente nos ovarios (LIU et al.,
2021b).
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Figura 2. Potenciais Mecanismos Anti-inflamatdrios Mediados pelo GPR120. Os
acidos graxos 6mega-3 (ALA, EPA e DHA) se ligam ao seu receptor GPR-120 e, recrutam a proteina
Barrestina2 que atrai TAB-1/2 e impede a migragdo do NFkB para o nucleo celular. Além disso, durante
0 percurso da Barrestina2 o NLRP-3, proteina constituinte da via inflamassomal é recrutado, alterando
a clivagem das citocinas inflamatérias IL13 e IL18. Fonte: Imagem da autora.
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Diante do exposto, este trabalho tem como hipotese a possibilidade dos
beneficios do consumo de uma fonte de w3, o 6leo de linhaca, atenuarem o impacto

da obesidade sobre o tecido ovariano,em camundongos induzidos a obesidade.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

e Avaliar o impacto da obesidade induzida por dieta nos ovarios de
camundongos, bem como o0s possiveis efeitos benéficos associados ao consumo de
fontes de w3.

2.2. Objetivos Especificos

a) Caracterizar o modelo experimental de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica (HFD), em modelo de fémeas de murino;

b) Mensurar o processo inflamatério ovariano induzido por dieta HFD, bem
como o potencial restabelecimento promovido por dieta contendo w3 (FS) referente
aos marcadores TNFa, NLRP3, IL18, IL18, caspase-1, pJNK, pTAK, VEGF;

c) Acompanhar as possiveis alteracdes no ciclo estral dos camundongos
tratados com dietas HFD e FS;

d) Avaliar a biodisponibilidade do w3 oriundo da dieta por meio de sua
incorporacgao no tecido ovariano;

e) Verificar o comportamento da expressdo génica do Ffar4 (receptor

GPR120) no tecido ovariano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, com quatro semanas de
idade, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigac&o Biolégica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratorio-UNICAMP (CEMIB). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no uso de Animal (CEUA), do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da UNICAMP, sob protocolos n° 5671-1/2020 e n°
5300-1/2019. Os animais foram separados em gaiolas individuais e passaram por
adaptacao durante uma semana, sem manipulacdo. Apés o periodo de adaptacao os
animais foram pesados e distribuidos de forma randomizada em grupos, de acordo
com a similaridade do peso corporal. Todos 0s animais receberam agua e dieta ad
libitum e foram acondicionados em ambiente com temperatura (21 °C £2) e

fotoperiodo (12/12 horas claro/escuro) controlados. Figura 3.
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Figura 3. Desenho Experimental. Camundongos Swiss fémeas com 6 semanas de idade
receberam dieta normo (CT) ou hipercalérica (HFD) durante 8 semanas. Apds esse periodo, foi
verificado a glicemia de jejum, mensuracdo do peso e consumo alimentar a fim de identificar a
efetividade da dieta HFD em induzir ganho de peso. Posteriormente, durante outras 8 semanas, o grupo
CT foi mantido nesta mesma dieta, enquanto o grupo HFD foi separado em dois grupos, onde um
continuou recebendo a dieta HFD e o outro recebeu a dieta HFD substituida em 10% de fragéo lipidica
correspondente a banha, por dleo da semente de linhaga, como fonte de émega-3 (FS). Ao final do
periodo experimental, o tecido ovariano, o musculo gastrocnémio e o soro foram coletados e
submetidos a analises bioquimicas e moleculares.

3.1.1. Modelo Experimental de Obesidade induzido por Dieta
Hiperlipidica (HFD)

A dieta isocalérica de manutencéo foi a racdo comercial, da marca Labina®.
A dieta hiperlipidica (HFD) seguiu o modelo proposto pelo American Institute of
Nutrition (AIN) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), sendo seu conteudo de lipidios
modificado de 4% para 35%, por meio da adicdo de 31% de gordura suina. Apos 8
semanas espera-se que 0s animais se tornem obesos e resistentes a insulina (Tabela
1) (CINTRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015).
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3.1.2. Tratamento Via Oral- Dieta Contendo Acidos Graxos w3

Apés inducéo da doenca metabdlica pela HFD, os animais foram separados
em 2 grupos, onde um grupo seguiu com a dieta HFD e outro grupo com dieta
modificada. A modificacdo foi na substituicdo de 10% da gordura suina por 6leo de
semente de linhaca, fonte de 6mega-3 (w3), sendo denominado como “FS”, do inglés,
FlaxSeed. O grupo controle (CT) foi mantido em dieta normocal6rica comercial
(Labina®). (Tabela 1).

Tabela 1. Composicéo das Dietas.

Dieta HFD™ FS#
Ingredientes (1000 g) (1000 g)
Amido (Q.S.P.)* 115,5 115,5
Caseina 200 200
Amido de Milho Dextrinizado 132 132
Sacarose 100 100
Oleo de Soja 40 40
Oleo de Linhaca 0 104
Oleo de azeite 0 0
Banha 312 208
Celulose microfina (Fibra) 50 50
Mix Minerais 35 35
Mix Vitaminas 10 10
L-Cistina 3 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5
TOTAL 1000 1000

*Q.S.P. — Amido adicionado em Quantidade Suficiente Para — completar 1000 g de dieta.
**AIN — American Institute of Nutrition, segundo Reeves, 1993. ***Dieta modificada para 35% de lipidios
(312 g de banha + 40 g de éleo de soja). #Dieta modificada para 10% de lipidios oriundos do 6leo da
semente de linhaca. HFD — Dieta Hiperlipidica. FS — Dieta Hiperlipidica + Oleo de Linhaga.

3.2. Ciclo Estral

Para determinacdo do ciclo estral foi realizada a andlise da secrecdo
vaginal. Para isso, apés a 82 e 152 semanas sob consumo de dieta rica em gordura
ou com Oleo de linhaga, a analise de secrecao vaginal foi realizada durante dez dias
consecutivos, no periodo das 7:00 as 9:00 (a.m). Foram utilizados 10 pL de solucéo
salina (NaCl 0,9%) para obtencao das células, dispersadas em laminas e analisadas
em microscopio 6éptico (Olimpus®) para determinacdo da fase do ciclo estral. Essa
analise foi realizada considerando os ciclos: proestro, com a presenca células
cornificadas predominantemente nucleadas; estro, que consistiu principalmente de

células cornificadas anucleadas; metaestro, que apresentou uma propor¢do de
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leucocitos, células epiteliais cornificadas e nucleadas; e diestro, em que foi
considerado a predominancia de leucocitos (CALIGIONI, 2009; WANG et al., 2014).

3.3. Glicemia de Jejum

A glicemia de jejum foi avaliada na 82 e 152 semana experimental em que,
apos jejum de 8 horas, coletou-se sangue por pun¢do caudal para a dosagem da
glicemia de jejum (tempo zero) utilizando-se tiras glicémicas reagentes, aferidas em

glicosimetro da marca Accu-Chek (Roche®).

3.4. Teste de Tolerancia a Glicose (GTT)

A tolerancia a glicose dos animais foi avaliada por meio do GTT na 152
semana experimental. Apos jejum de 8 horas, coletou-se sangue por puncao caudal
para a dosagem da glicemia de jejum (tempo zero). Em sequéncia, injetou-se solucao
glicosada a 25% (1 g/Kg de peso corporal) por via intraperitoneal, com posteriores
coletas de amostras sanguineas nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. Os resultados
foram avaliados a partir da determinacéo da area sob a curva (AUC) da glicose sérica
durante todo teste, utilizando o programa Microsoft Excel 2013®. Os niveis de glicose
sérica foram aferidos por meio do glicosimetro da marca Accu-Chek (Roche®).

3.5. Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

A sensibilidade a insulina dos animais foi avaliada por meio do ITT na 152
semana experimental. Para esta andlise, os animais permaneceram em jejum por 8
horas, sendo realizado puncdo caudal para coleta do sangue e dosagem da glicemia
(tempo zero). Posteriormente, aplicou-se insulina intraperitoneal na dosagem de 1,5
U/Kg, e o sangue foi coletado nos tempos 10, 15, 20, 25 e 30 min. A constante de
decaimento da glicose sérica (Kitt) foi calculada segundo Bonora et al. (1989). Os
niveis de glicose sérica foram medidos por meio do glicosimetro da marca Accu-Chek
(Roche®).

3.6. ELISA

Para analisar a concentracéo seérica de insulina, o sangue coletado apos a
eutanasia foi centrifugado a 3500 rpm, a 4 °C, por 15 minutos. No soro dosou-se a
concentracdo de insulina utilizando-se o kit ELISA #EZRMI-13K (Millipore®).
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3.7. Extracdes Teciduais

No ultimo dia de experimento, apds determinacgéo do ciclo estral, 0s animais
gue estavam no ciclo estro foram anestesiados com a administracao intraperitoneal
de tiopental sddico (15 mg/kg) e o tecido ovariano foi coletado e armazenado em -80
°C para andlises de Western blotting e em paraformaldeido para as analises
histoldgicas.

3.8. Western Blotting

O tecido ovariano foi homogenizado em tampé&o de imunoprecipitacéo
contendo 1% de Triton X 100, 100 mM de Tris (pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de
sodio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10 mM de EDTA, 10 mM de vanadato de soédio,
2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4 °C. O homogenato foi centrifugado a
12000 rpm, por 40 minutos, e o sobrenadante coletado. No sobrenadante foi
determinada a concentracdo de proteina total, utilizando o método do &cido
bicinconinico (BCA) proposto por Smith et al. (1985) e as amostras foram
concentradas em 16 ug para realizagédo da técnica de Western blotting.

As amostras foram incubadas com tamp&o Laemmli a 95 °C, por 15 minutos
e, posteriormente aplicadas em de gel de poliacrilamina (8 a 15%) para separagao por
eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD® e a eficiéncia da
transferéncia foi confirmada por meio do corante vermelho Ponceau. Em seguida, as
membranas foram pré-incubadas com tampdo de bloqueio para minimizacdo de
ligagbes inespecificas (5% de leite em pd desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L
de NaCl; 0.02% de Tween 20) por 1 hora. Posteriormente, as membranas foram
incubadas “overnight” com anticorpos primarios de interesses especificos: $-actina (sc
47778 — 1:1000), aTubulina (cell #2144S — 1:1000), TNFa (B506102 — 1:500), IL1B
(B122 — 1:1000), IL18 (sc 7954 — 1:500), caspase-1 (sc 56036 — 1:1000), NLRP3 (cell
#15101S — 1:500), ASC (sc 22514 — 1:1000), pJNK (cell #4671S - 1:1000), JNK1 (sc-
472 — 1:1000), pTAKs*12 (cell #9339S — 1:500), TAK1 (sc 7967 — 1:1000) e VEGF
[vascular endothelial growth fator](sc 7269 — 1:500). Apds o periodo de incubacdo com
0S anticorpos primarios, as membranas foram incubadas por 1 hora, em temperatura
ambiente, com 0s respectivos anticorpos secundarios. As bandas foram obtidas por
meio de quimiluminescéncia e visualizadas com o auxilio de fotodocumentador

(G:BOX Chemi XRQ — Syngene — EUA). As bandas foram quantificadas utilizando o
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software UN-SCAN-IT gel 6.1. As imagens obtidas apresentadas neste trabalho sdo
originais, nao foram cortadas, giradas, invertidas, emendadas ou alteradas em brilho,

cor e contraste.

3.8.1. Reagentes

Os reagentes e equipamentos para o gel de sddio dodecil sulfato de
poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad® (Richmond, CA). Metano
hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina e ditiotreitol
(DTT) foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). A membrana de nitrocelulose
(0,45 um) e os reagentes de quimioluminescéncia foram fornecidos pela Amersham
(Aylesbury, UK). Os anticorpos monoclonais foram provenientes da Santa Cruz
Biotechnology® (Santa Cruz, CA), BioLegend® (San Diego, CA) e Cell Signaling

Technology® (Boston, USA), conforme especificidade do método.

3.9. PCR quantitativo em Tempo Real

Apos a extracao do tecido ovariano, o ovario direito foi homogeneizado em
PureZOL® e o RNA total foi isolado de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Uma aliguota de 2000 ng de RNA total foi usada para a sintese de cDNA, com sistema
de amplificacéo do kit de transcricéo reversa High Capacity (Applied Biosystems®). As
reacdes da PCR foram preparadas utilizando o sistema Sybr®. Os primers utilizados
estdo descritos na Tabela 2. Para cada reacéo foi utilizado 10 yuL de Master Mix: 5 pL
de sybr®, 0,5 L de primer forward, 0,5 pL de primer reverse, 3 uL de dgua DEPC e 1
ML de amostra diluida em concentracéo 1:2 para o gene TNFa ou 1:5 para os demais
genes. As condicdes de ciclagem utilizadas foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10
minutos e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os valores da
expressao génica relativa foram obtidos pela analise dos resultados no programa 7500
System SDS Software (Applied Biosystems®). O contelido relativo de mRNAs foi
determinado apds a normalizagdo com atubulina usando o método 2™2ACT (Livak,
Schmittgen, 2001).
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Tabela 2. Lista de primers.

Primers Sequéncia 5-3’

Forward: CTCCTTGCCASTGGTGTAGTGC
Reverse: CGGGCAGTGTTTGTAGACTTGG
Forward: CCCACGTCGTAGCAAACC
Reverse:CAAGGTACAACCCATCGGC
Forward: CCTGCTGCTGACTCATTCACC
Reverse: CTTGGTGACAAAAACTACAGC
Forward: GCCACCTTTTGACAGTGATGA
Reverse: GATGTGCTGCTGCGAGATTT
Forward: ATTACCCGCCCGAGAAAGG
Reverse: TCGCAGCAAAGATCCACACAG
Forward: GACTCTTGCGTCAACTTCAAGG
Reverse: CAGGCTGTCTTTTGTCAACGA
Forward: ACAAGGCACGGGACCTATG
Reverse: TCCCAGTCAGTCCTGGAAATG
Forward: GCATTTGAATTCCCTGGGTGA
Reverse: ACACCTTGGTCTTGGAGCTTATTA

. Forward: CAACCGCATAGGAGAAATCT
Ffar4 — Macrofago — 100 nMol Reverse: GGACTCCACATGATGAAGAA
Tabela 2. Primers utilizados para as analises de RTg-PCR com as respectivas sequéncias

aTubulina — Humano — 50 nMol

Tnf — Camundongo — 50 nMol

Ccl2 — Camundongo — 100 nMol

[11-B — Camundongo — 100 nMol

NIrp3 — Camundongo — 100 nMol

1118 — Camundongo — 100 nMol

Caspase-1 - Camundongo — 100 nMol

[110 — Camundongo — 100 nMol

forward e reverse, desenhados no sentido 5’ para 3'.

3.10. Anélise Morfolégica do Tecido Ovariano

O ovario esquerdo foi coletado e fixado em paraformaldeido a 4%, por 24
horas. Entdo, os ovarios fixados passaram por banhos sequenciais em concentracées
crescentes de alcool para desidratacdo. Posteriormente, foram submetidos a dois
banhos seriados em xilol para diafanizagdo. Em sequéncia, os tecidos foram
banhados em parafina por duas vezes e, apds parafinizados, foram emblocados em
cassetes especificos e identificados. Com o apoio de um micrétomo da marca (Microm
HM340E®), os blocos foram cortados em secc¢des de 5 pm de espessura e fixados em
laminas histologicas. As coloracdes iniciais foram com os corantes hematoxilina e

eosina de Harris.

3.10.1. Contagem de Foliculos

A determinacdo do estagio folicular levou em consideracdo os seguintes
aspectos: quando o odcito foi circundado por uma camada de células da granulosa
cubicas, o foliculo ovariano foi classificado como um foliculo primario. Odcitos
circundados por células cuboides da granulosa, por duas ou trés camadas, juntamente
com células da teca achatadas em seu entorno, sem a presenca de antro, foram

classificados como foliculo secundario. Quando os foliculos apresentavam mais de
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quatro camadas de células da granulosa em formato cuboide e com a presenca de
antro, estes eram classificados como antrais. Considerou-se foliculos atrésicos os
foliculos com nucleos dos odcitos com aspecto “coagulado” indefinidos. Quanto ao
corpo luteo, considerou-se a presenca de células da granulosa-luteinicas, grandes e
globosas, reconstituidas pelo estroma (HOHOS et al., 2020).

Para a contagem de foliculos foram utilizados 5 ou 6 cortes histologicos
com espessura de 5 um. Foi realizado a contagem total de cada corte e,
posteriormente, realizou-se a média dos cortes e a multiplicacdo pelo niumero de
cortes utilizados (MALAMED; GIBNEY; OJEDA, 1992; TILLY, 2003).

3.11. Analise do Perfil Lipidico

3.11.1. Preparo de Amostras

As fragBes lipidicas do ovario dos animais foram extraidas a frio por meio
da técnica de Folch (FOLCH; LEES; SLOANE, 1957), em que cerca de 10 mg de
tecido foram homogeneizados no equipamento TissueLyser (QIAGEN®), com 1 mL
de da solucdo cloroférmio/metanol (2:1 v/v). Sequencialmente, as amostras foram
centrifugadas a 11000 rpm, por 10 minutos. Ao final, o sobrenadante foi coletado para
outro tubo plastico e reservado. Em seguida, resgatou-se 1000 pL do obtido inicial do
tecido ovariano, que foram transferidos para tubos de vidro com tampa de rosca,
seguidos da adi¢do de 1 mL de NaOH metandlico a 0,5 M. As amostras foram agitadas
e aguecidas em banho-maria por 15 minutos a 100 °C. Em seguida, foram resfriadas,
com posterior adicdo de 2 mL de BF3 (trifluoreto de boro, Sigma-Aldrich®), e
novamente agitadas e aquecidas em banho-maria por 20 segundos a 100 °C. Apés
resfriamento, adicionou-se 1 mL de isooctano e, apds a agitacdo, mais 5 mL de
solucdo saturada de NaCl. O sobrenadante foi coletado, e transferido para vials

especificos.

3.11.2. Condi¢gbes Cromatograficas

A analise cromatogréfica foi realizada em cromatdgrafo a gas acoplado ao
espectrometro de massas (GCMS-QP2010 Ultra; Shimadzu®). Utilizou-se coluna de
silica fundida Stabilwax (30 m de comprimento; 0,25 mm de didmetro interno; 0,25 pm
de espessura; Restek®). Através de um injetor automatico (AOC-20i), injetou-se 1 uL
de amostra, na razao de divisdo de 1:10 do ovario. A temperatura do injetor foi mantida

em 250 °C, enquanto a programacao de aquecimento do forno iniciou-se a 80 °C, com
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velocidade de aquecimento programado em rampa de 5 °C/min até 175 °C, seguido
por uma taxa de aquecimento de 3 °C/min até 230 °C, onde a temperatura foi mantida
por 20 minutos. O gas hélio ultrapuro foi utilizado como gas de arraste, a um fluxo de
1,3 mL/min. O espectrometro de massa seguiu as seguintes condicdes: voltagem de
ionizagdo de 70 eV, temperatura da fonte de ionizacdo de 200 °C, modo de
escaneamento completo com amplitude de 35-500 m/z e velocidade de 0,2 seg. por

escaneamento.

3.12. Analise Estatistica

As variaveis em estudo foram submetidas ao teste de Shapiro-wilk para
verificar a distribuicdo dos dados e, Bartlett’s para conferir se os dados apresentam
igualdade de variancia. Para variaveis com distribuicdo normal, foi utilizado o teste tde
Student para comparacdo de duas amostras independentes (grupos CT vs HFD;
grupo HFD vs FS) e one-way ANOVA com post-hoc teste de Bonferroni, para
avaliacdo dos trés grupos. Para os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal
ou igualdade de variancia foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparacao de
duas amostras independentes (grupos CT vs HFD; grupo HFD vs FS) e Krusskal-
Walllis com post-hoc teste de Dunn’s para avaliacdo dos trés grupos. Foram
considerados significantes os dados que apresentaram mais de 95% de diferenca
(P<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo do Modelo Experimental e Tratamento da
Obesidade com Dieta Constituida de Oleo de Linhaca

Em relacdo ao ganho de peso durante o periodo de inducédo, observa-se
que o grupo HFD apresentou maior ganho de massa corpérea quando comparado aos
animais do grupo CT (P<0,05) (Figura 4A-C). E interessante notar que tal diferenca ja
se inicia durante a primeira semana de oferta de HFD. Um dado importante e que
reforca a eficiéncia do modelo experimental na inducdo de obesidade é que o
incremento em massa corporal foi acompanhado por aumento significativo em tecido
adiposo gonadal (P=0,01) e circunferéncia da cintura (P=0,02) em comparacdo ao
grupo CT (Figura 4D-E). Os animais do grupo FS também seguiram o mesmo padréo
de ganho de peso e massa gorda comparados ao grupo HFD (P>0,05) (Figura 4A-E).
Quando comparadas a razdo entre peso/tibia, bem como a relacdo peso dos
ovarios/tibia, ndo houveram diferencas significativas (P>0,05) (Figura 4F-H).

No que se refere, a ingestédo alimentar dos animais durante todo o periodo
experimental (Figura 4l-J), nota-se que os animais do grupo HFD apresentaram
consumo caloérico maior (P<0,05) quando comparado aos animais CT, entretanto, o
grupo tratado com 6leo de linhaca ndo apresentou diferencas em relacdo ao grupo
HFD (P>0,05).
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Figura 4. Par@metros fisiolégicos dos animais. A. Variagcdo da massa corporal entre
os grupos. B. Delta de peso (resultados expressos como médias entre peso final e inicial). C. Peso
cumulativo (resultados expressos como médias de ganho de peso obtidas durante todo o periodo
experimental. D. Peso do tecido adiposo gonadal. E. Circunferéncia da cintura. F. Relac&@o peso/tibia.
G. Peso dos ovarios. H. Relagdo ovario/tibia. I. Média diaria (kcal) de ingestéo alimentar espontanea
de animais alimentados com dieta CT, HFD e FS. J. Os resultados séo representados como as médias
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do consumo calérico obtidas durante todo o periodo experimental. Namero de animais por grupo: CT —
N=6; HFD — N=8; FS — N=9. Em todos os experimentos, P<0,05 * CT vs HFD; e # HFD vs FS.

Durante avaliacdo do comportamento da glicemia nos animais nota-se que
os trés grupos ndo apresentaram diferencas significativas entre si (P>0,05), apés
realizacdo dos testes de GTT e ITT (Figura 5A-D). O mesmo foi observado na andlise
de glicemia de jejum ap0s 8 semanas e 16 semanas do desenho experimental (Figura
5E-F). Contudo, os animais do grupo HFD, demonstraram aumento da concentracéo
sérica de insulina, em comparacdo ao controle (P<0,05), apés 16 semanas de

tratamento (Figura 5G).
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Figura 5. ParGmetros fisiolégicos da homeostase glicémica. A. Teste de tolerancia a
glicose (GTT). B. Area sobre a curva (AUC) durante o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (GTT).
C. Teste de tolerancia a insulina (ITT). D. Constante para queda da glicose durante um teste de
toleréncia a insulina (Kitt) (% / min). E. Concentracao de glicose no sangue obtida ap6s 8 semanas de
tratamento. F. Glicemia de jejum obtida no fim de 15 semanas do periodo experimental. G.
Concentracao de insulina sérica. Em todos os experimentos, P<0,05 * CT vs HFD; e # HFD vs FS.

4.2. Ciclo Estral

A andlise do ciclo estral dos camundongos realizada na 82 semana e 152
semana de experimento, demonstra que somente 0s animais que receberam a dieta
FS apresentaram tempo maior do ciclo estral na fase estro, em relagcdo aos animais
HFD, apdés dezesseis semanas. Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica
significativa, é importante salientar que alguns animais que receberam a dieta HFD

apresentaram uma perturbacao do ciclo estral em comparacéo aos animais controles,
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apos oito semanas de experimento e, apds dezesseis semanas, alguns pararam de

ciclar adequadamente permanecendo longos periodos na fase metaestro/diestro
(Figura 6A-C).
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Figura 6. Avaliacdo do Ciclo Estral com Imagens Representativas. A. Imagem
representativa da média do ciclo estral apds 8 semanas de tratamento para os grupos CT e HFD. B.
Imagem representativa da média do ciclo estral apds 16 semanas de tratamento para os grupos CT,
HFD e FS. C. Média de dias em cada fase do ciclo estral de cada grupo avaliado no periodo de 10 dias,
apos 8 semanas, onde CT (n=9); HFD (n=19); e 16 semanas de tratamento, CT (n=9); HFD (n=9) e FS
(n=8). Em todos os experimentos, P<0,05 * CT vs HFD.

4.3. Analise Morfoldgica dos Ovarios e Contagem de Foliculos
Na Figura 7A é demonstrado imagem que representa o comportamento
morfolégico ovariano dos animais CT, HFD e FS. Referente a contagem de foliculos

ovarianos, ndo se observou diferenca estatistica (P>0,05) entre o nimero de foliculos
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primarios, secundarios, antrais, corpo luteo, atrésicos e cistos ovarianos, entre os trés

grupos (Figura 7A-C).
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Figura 7. Andlise Morfolégica do Tecido Ovariano. A. Fotomicrografias representativas
do tecido ovariano dos animais experimentais em aumento de 4x. B. Fotomicrografias representativas
do tecido ovariano dos animais experimentais em aumento de 10x. C. Média de foliculos contados em
diferentes estagios de desenvolvimento, multiplicados pelo total de cortes para CT (n=5), HFD (n=5) e
FS (n=5). A indicagao de “*” nas imagens indicam foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento.
P = Foliculo priméario, S = Foliculo secundario, CL = Corpo luteo, At = Foliculos atrésicos e Ct= Cistos
ovarianos.

4.4. Proteinas e Genes Relacionados aos Mecanismos
Inflamatérios nos Ovarios

Durante a avaliacdo da expressédo de genes relacionados a inflamacéo,
como Tnf, Ccl2, NIrp3, /18 e 1118e 1110 ndo foi observado diferenca significativa

(P>0,05) quando comparados animais do grupo controle e HFD (Figura 8A-E e G).
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Entretanto, houve reducdo na expressdo génica da caspase-1 no grupo HFD, em
comparacdo aos animais controles (P<0,04) (Figura 8F), que é um indicativo de

ativacao inflamassomal.

A dieta HFD foi capaz de induzir reducdo na expressao génica do Ffar4,
codificador do receptor GPR120, em comparagédo aos animais do grupo CT (P<0,02).
Por outro lado, a dieta FS foi capaz de manter os niveis de expressdao em normalidade,

quando comparado ao grupo HFD (P<0,04) (Figura 8H).
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Figura 8. Expressdo Génica de Marcadores Inflamatérios e do Receptor GPR120
(Ffar4) nos Ovarios. Apds o tratamento de 16 semanas os ovarios foram extraidos e submetidos a
RT-gPCR,. O RNA total obtido foi usado para amplificar os genes, em: A. Tnfa. B. Ccl2. C. NIrp3. D.
II18. E. 1118. F. Caspase-1. G. 1110. H. Ffar4. O gene Ffar4 foi analisado com nimero experimental em:
CT=6, HFD=8 e FS=7, enquanto os demais genes em CT=6, HFD=8 e FS=8. Em todos o0s
experimentos, P<0,05 * CT vs HFD; e # HFD vs FS.

Quanto ao conteudo proteico de marcadores inflamatorios, como pJNK,
pTAK, TNFa e do marcador de angiogénese VEGF, nao foi observado nenhuma
alteracao significativa no tecido ovariano dos trés grupos experimentais (Figura 9A-
D). Em relacéo as proteinas que compdem o inflamassomo, o grupo FS apresentou
reducéo do conteudo proteico de NLRP3 e de IL13 em comparagéo ao grupo HFD. A
proteina ASC ndo apresentou diferenca entre os grupos, entretanto a caspase-1
clivada esteve aumentada no grupo HFD quando comparada aos animais CT. (Figura
10A-D).
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Figura 9. Conteldo Proteico de Marcadores inflamatorios e Angiogénicos no Ovério.
ApOs o tratamento de 16 semanas o extrato proteico total dos ovarios foi utilizado para avaliacdo do
conteudo proteico de marcadores inflamatérios e angiogénicos, por meio da técnica Western blotting.
A. pINK. B. pTAK. C. TNFa. D. VEGF. Para todos os grupos, o numero amostral foi: CT=5, HFD=6 e
FS=7. Em todos os experimentos, P<0,05 *.
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Figura 10. Conteldo Proteico de Marcadores da Estrutura Inflamassomal nos
Ovérios. Apbs o tratamento de 16 semanas 0 extrato proteico total dos ovarios foi utilizado para
avaliacdo do contetido de marcadores da estrutura inflamassomal por meio da técnica de Western
blotting, sendo: A. NLRP3 B. ASC. C. Caspase-1. D. IL1B3. E. IL18. Para todos os grupos, o nimero
amostral foi: CT=5, HFD=6 e FS=7. Em todos os experimentos, *P<0,05 - CT vs HFD.
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4.5. Bioacessibilidade de Acidos Graxos aos Ovarios dos
Animais Experimentais

Ao final do periodo experimental era fundamental a avaliacao do perfil de
acidos graxos do tecido ovariano, para verificacdo e validacdo da incorporacdo de
acidos graxos oriundos das dietas experimentais. Os animais que receberam a dieta
HFD apresentaram alteracdes significativas no perfil lipidico dos ovarios. Entre os
grupos HFD e CT, nao houve diferenca no montante de acidos graxos saturados ou
entre suas subespécies. Entre os acidos graxos monoinsaturados, esteve aumentado
0 &cido graxo paulinico — C20:1 (P<0,04), quando comparados ao grupo CT. Entre os
acidos graxos poli-insaturados da familia w6 e w7, apenas os &cidos eicosadiendico
— C20:2 (P<0,02) e eicosatriendico — C20:3 (P<0,01), respectivamente, estiveram

aumentados, comparados ao grupo CT, sem alteracdo nos demais subtipos lipidicos.

Em relacdo aos ovarios dos animais do grupo FS, ndo houveram alteracfes
significativas na incorporacdo de acidos graxos saturados, monoinsaturados e nem
em suas subespécies, quando comparados ao grupo HFD (P>0,05). Dentre os acidos
graxos poli-insaturados da familia w6, apenas o acido docosatetraenoico — C22:4
apresentou reducado significativa (P<0,001) quando comparado ao grupo HFD.
Contudo, as principais e mais robustas alteracdes entre o grupo FS e HFD foram
observadas entre os representantes dos acidos graxos w3, assim como esperado.
Houve alteracao extremamente significante na incorporacéo total de acidos graxos w3
nos ovarios dos animais experimentais (P<0,0003). Provavelmente o maior
responsavel por tamanho efeito foi a incorporacdo do acido graxo alfa-linolénico —
C18:3 (P<0,0001), representando aumento de mais de 1300% em comparacdo ao
grupo HFD, uma vez que esse acido é o mais presente no 6leo da semente de linhaca.
De forma interessante, é possivel observar a presenca ou aumento de outras espécies
de w3 mais longas, como o acido eicosatetraenoato — C20:4, o eicosapentaengico —
C20:5 e o docosapentaendico — C22:5 (P<0,0001), em comparacdo ao grupo HFD.
(Tabela 3).
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Acido Graxo CT (ng/mg) HFD(ug/mgq) FS(ug/mg)
C14:0 0,40 £ 0,22 0,39+0,19 0,57 £ 0,12
C15:0 0,06 £ 0,03 0,06 + 0,03 0,09 £ 0,04
C16:0 11,78 + 4,67 13,94 £ 6,22 18,02 £ 8,00

C16:1 w9 0,25+0,13 0,39 £ 0,20 0,64 £ 0,32
C16:1 w7 1,61+0,95 2,01 +1,57 3,59 + 3,59
C17:0 0,11 + 0,06 0,17 + 0,08 0,22+0,11
Ci7:1 0,05+ 0,02 0,13+ 0,09 0,19+0,14
C18:0 4,61+1,33 6,69 + 2,29 6,98 + 2,27

C18:1 w9-cis 15,04 + 7,27 26,33+ 14,68 40,06 + 20,93

C18:1 w9-trans 1,71 +0,64 2,15+1,03 2,95+ 1,48
C18:2 w6 1356 +7,51 11,49+6,96 19,03 £ 10,39
C18:3 w3 0,53+0,31 0,37+ 0,25 4,87 + 2,807
C20:0 0,11 £ 0,09 0,09 + 0,02 N.D.
C20:1 w7 0,37 £ 0,20 0,60 £ 0,19 0,53+0,24
C20:2 w6 0,32+0,16 0,49 £ 0,13 0,49 + 0,20
C20:3 w7 0,27 + 0,08 0,41 +0,13 0,43+0,12
C20:4 w6 3,12+ 1,17 3,34+£1,32 2,89 +0,76
C20:3 w3 N.D. N.D. 0,13+ 005
C20:4 w3 N.D. N.D. 0,09 + 0,01
C20:5 w3 N.D. N.D. 0,19 £ 0,06
c22:1 0,07 £ 0,04 0,12 £ 0,03 0,06 + 0,02
C22:4 w6 1,91+1,75 1,85+ 1,04 0,62 + 0,14*
C22:5 w6 0,19 £ 0,09 0,16 £ 0,04 N.D.
C22:5 w3 0,30+ 0,15 0,36 £ 0,17 1,39 + 0,28*
C22:6 w3 0,89 £ 0,29 1,04 £ 0,22 1,36 £ 0,32
> AGS 17,08 +£592 21,52 +8,38 26,08 + 10,66
> AGMI 19,05+9,05 31,65+17,62 47,96 + 25,47
> AGPI 21,02+9,86 19,47+ 7,55 31,39 + 14,72
> w6 19,04 +9,33 17,29+ 7,20 23,03 + 11,27
> w3 1,71+ 0,57 1,769 + 0,45 7,924 + 3,45%
w6:w3 10,82 + 2,84 9,81 +2,83 2,87 £ 0,40*

Tabela 3. Perfil de Acidos Graxos dos Ovarios. Dados expressos em média (ug/mg) +
desvio padréo (DP), para cada grupo experimental, sendo: dieta controle (CT=9 animais), dieta rica em
gordura saturada (HFD=9 animais), dieta rica em gordura com substituicdo de 10% de 6leo de linhaga
(FS=8 animais). N.D. &cidos graxos ndo detectados. AGS: acido graxo saturado; AGMI: acido graxo
monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado. Em todos os experimentos, * CT vs HFD; e # HFD
vs FS.
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5. DISCUSSAO

O consumo excessivo e frequente de gorduras saturadas, provenientes da
dieta, promove a ativacdo de caminhos moleculares e metabdlicos relacionados a
processos inflamatérios e imunologicos, este ciclo contribui para o desenvolvimento
de doencgas cronicas, como: obesidade, diabetes, dislipidemias, considerados um dos
maiores problemas de salde publica, as consequéncias secundarias a estas
patologias muitas vezes se déo de forma insidiosa, dentre elas inclui-se a sindrome
dos ovarios policisticos (SOP).

Neste estudo, observou-se que 0s animais que receberam a dieta
hiperlipidica (HFD), apresentaram um ganho de peso maior e persistente quando
comparado aos animais controles. Tais dados vao de encontro aos estudos de
Skaznik-Wikiel et al. (2016) que induziram a obesidade em camundongos fémeas,
durante 10 semanas e 32 semanas e, o estudo de Negrén; Radovick (2020) que
ofertaram HFD (60%) por 12 semanas, que também observaram um aumento de
massa corporal significativo apdés o consumo de dietas ricas em gorduras saturadas
(NEGRON; RADOVICK, 2020; SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016). Entretanto, observou-
se no presente estudo que os animais que receberam a dieta com substituicdo de 1/3
da gordura saturada por 6leo de linhaca (FS), ndo apresentaram beneficios quanto a
prevencao do ganho de peso.

Na literatura, ha diversas discussdes sobre as repercussdes negativas do
desequilibrio hormonal e metabdlico ocasionados pela obesidade e, os possiveis
impactos que levam a disfuncdo reprodutiva. Contudo, Skaznik-Wikiel et al. (2016)
demonstraram resultados interessantes em seu estudo, os autores identificaram que
0S prejuizos relacionados ao consumo cronico de uma dieta rica em gordura saturada
acarretam alteracBes glicémicas e diminuicdo de foliculos primordiais, ou seja, ha
reducdo da reserva ovariana, mesmo na auséncia da obesidade.

Ja Risal e colaboradores (2019), trouxeram evidéncias ainda mais
alarmantes quando os autores identificaram que a SOP pode ser transgeracional, ou
seja, pode afetar até a terceira geracdo. Através de ensaios experimentais observou-
se que o fendtipo da SOP relacionado a desfechos metabdlicos e reprodutivos podem
ser transmitidos por geracfes através da androgenizacao, aléem disso, efeitos mais
leves, porém ndo menos importantes sdo vistos nos animais obesos. Contudo, neste
mesmo estudo, as fémeas obesas e androgenizadas apresentaram um impacto

importante no desenvolvimento dos fetos nas geracdes posteriores, o que corrobora
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os achados clinicos de mulheres obesas com SOP, que apresentam um maior risco
de pré-eclampsia, diabetes gestacional, abortos espontaneos, parto prematuro e
mortalidade perinatal (RISAL et al., 2019).

Na presente pesquisa, apesar do consumo crénico de HFD, ndo se
observou alteracbes nos parametros glicémicos, como os testes de GTT, ITT e
glicemia de jejum. Somente 0s niveis séricos de insulina apresentavam-se elevados
no grupo HFD, quando comparado aos animais controles. Enquanto, os animais que
receberam a dieta FS ndo apresentaram diferencas estatisticas dos niveis
insulinémicos, em comparagdo ao grupo HFD. Contudo, em outros estudos que
realizaram o mesmo desenho experimental em machos, a dieta HFD ocasionou
intolerancia a glicose e reducdo da sensibilidade & insulina (DATILO et al., 2018;
MOURA-ASSIS et al., 2018). Nos estudos de Moura-Assis et al. (2018) e Cintra et al.
(2012), identificou-se que a dieta FS foi capaz de melhorar a sensibilidade & insulina
guando comparado ao grupo HFD (CINTRA et al., 2012; MOURA-ASSIS et al., 2018).

Um estudo realizado por Ande e colaboradores (2017), induziu a
obesidade, em fémeas Swiss, através de uma modificacao genética do gene chamado
proibitina no tecido adiposo dos animais. Apés a modificacdo génica, os animais foram
avaliados em 3, 6 e 9 meses de vida. Surpreendentemente, 0s animais apresentaram
reducdo no numero de filhotes, morfologia ovariana policistica e aumento da
concentracdo sérica de estradiol, apos 9 meses de tratamento. Entretanto, os
parametros glicémicos (GTT e ITT) permaneceram inalterados. Estes resultados séo
interessantes, pois demonstram que a SOP pode ser desenvolvida sem a
apresentacao clinica de resisténcia a insulina e hiperandrogenismo (ANDE et al.,
2017).

Provavelmente, as fémeas durante a idade reprodutiva podem apresentar
fatores protetores ao desencadeamento da resisténcia a insulina. Possivelmente, o
impacto na sensibilidade a insulina dos camundongos machos nos estudos aqui
citados pode estar relacionado ao dimorfismo da adiponectina (DIAMANTI-
KANDARAKIS; DUNAIF, 2012). Xu e colaboradores (2005), demonstraram que
fémeas de roedores possuem maiores quantidades séricas de adiponectina
(complexo oligomérico de alto peso molecular >250 kDa), em comparacdo aos
animais machos. Este mesmo padrédo também foi identificado em humanos, em que
mulheres apresentam niveis séricos maiores de adiponectina do que os homens. Ja

Combs et al. (2003), também identificaram que fémeas possuem uma maior producao
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e secrecdo de adiponectina, através da quantificacdo sérica e conteudo proteico de
adiponectina em diferentes tecidos adiposos (COMBS et al., 2003). Evidéncias
realizadas in vitro e in vivo mostram que homens possuem uma maior probabilidade
de desenvolver resisténcia a insulina quando comparados as mulheres, um dos
fatores que contribuem para tal se da pela maior producéo e secrecédo de testosterona
(XU et al., 2005).

Além disso, deve-se considerar o tempo de exposicdo a HFD, que parece
ser um fator importante nos impactos glicémicos de fémeas com base na literatura.
No estudo de Hohos et al. (2020), animais que receberam HFD por 10 semanas
também n&o apresentaram diferencas glicémicas significativas, porém apds 20
semanas de tratamento notou-se prejuizos relacionados a glicemia. Ja Skaznik-Wikiel
et al. (2016), identificaram que apos 10 semanas de HFD, somente apresentou
alteracbes glicémicas os animais tratados com HFD, porém que efetivamente se
tornaram obesos (= 25 g). Contudo, ap6s 32 semanas de tratamento 0s animais do
grupo HFD magros e HFD obesos apresentaram prejuizos glicémicos significativos
em comparacao aos animais controles.

No que se refere ao ciclo estral dos camundongos do presente estudo, ndo
foi observado diferencas significativas na média de dias em cada fase do ciclo entre
os grupos CT e HFD, contudo, nota-se que a dieta HFD gerou uma perturbacao no
ciclo estral. Apés 16 semanas de tratamento, o grupo FS permaneceu um maior tempo
do ciclo estral na fase estro. Assim como nosso estudo, Negron e colaboradores
(2020), ap6s 12 semanas de tratamento com HFD, observou que a ciclicidade dos
animais obesos era comparavel aos animais controles. J& Hohos et al. (2020),
trataram os animais com HFD por 10 e 20 semanas, e identificaram que os dois
tratamentos causaram prejuizos no ciclo estral dos animais. Contrariamente, aos
nossos resultados os autores observaram que o tratamento com 6mega-3 DHA, apés
inducéo da obesidade com HFD néo foi capaz de restaurar o ritmicidade do ciclo estral
(HOHOS et al., 2020).

A morfologia ovariana apresentou-se inalterada para os trés grupos
experimentais, assim como nao foi observado diferengca no numero de foliculos
ovarianos em diferentes estagios de desenvolvimento. Assim como no presente
trabalho, Hohos et al. (2020) também n&o observaram diferencas significativas na
morfologia ovariana e na contagem de foliculos, apos inducdo da obesidade e

tratamento com 6mega-3 DHA em fémeas C57BL/6 J. De maneira oposta Hilal e
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colaboradores (2020), observaram que fémeas Swiss, apds 9 semanas de tratamento
com HFD, apresentaram um aumento do peso dos ovarios e diminui¢cao dos foliculos
primordiais, o qual indica reducdo da reserva ovariana. Além disso, 0os autores
identificaram aumento do namero de foliculos primarios, secundarios, antrais, corpo
luteo e foliculos atrésicos (HILAL et al.,, 2020). Da mesma forma, Roberts e
colaboradores (2017), evidenciaram que ratas tratadas com uma dieta rica em gordura
e acucar, apresentavam um aumento de cistos ovarianos e reducéo de corpos luteos,
apesar de ndo observarem mudancas de peso do ovario em relacdo aos animais
controles (ROBERTS et al., 2017).

No que se refere aos parametros inflamatorios a indugéo da obesidade com
HFD, pelo periodo de 16 semanas, ndo ativou proteinas relacionadas aos caminhos
inflamatorios nos ovarios. Gao et al. (2021), apés tratar fémeas C57BL/6 J com HFD,
por 10 semanas, constataram um aumento de citocinas pré-inflamatorias, como IL6 e
TNF-a no tecido ovariano, entretanto, esta alteracao nao era mediada pelos caminhos
da proteina JNK, visto que assim como no presente estudo, a p-JNK n&o apresentou
diferenca estatistica entre os grupos avaliados (GAO et al., 2021). Apesar dos ovarios
do grupo HFD néo terem apresentado sinais de inflamacao, conforme a hipétese
inicial do estudo, foi observado que os animais HFD apresentaram uma quantidade
maior de conteddo proteico da caspase-1 clivada do que os animais CT.
Curiosamente, notou-se no grupo FS uma reducao do conteudo proteico de algumas
proteinas relacionadas ao complexo inflamassomo, como NLRP3 e IL1p.

A ativacdo do complexo inflamassomo tem um papel importante para o
desenvolvimento de uma foliculogénese adequada, o qual Zhang; Wang e Zhang
(2019), notaram que ao induzir a ovulacdo em fémeas C57BL/6 J, apds 52h, era
observado um aumento da expressao de NLRP3, ASC e IL1[3 durante a foliculogénese
(ZHANG; WANG; ZHANG, 2019). Entretanto, a ativacdo exacerbada do complexo
inflamassomo pode estar relacionada com disturbios reprodutivos. Um estudo
demonstrou que animais modelos de SOP, elevaram a expressao de NLRP3, ASC e
observou-se um aumento da atividade da caspase-1, com consequente acréscimo do
conteudo proteico de IL13, quando comparado aos controles (WANG et al., 2017).

No estudo de Rostamtabar et al. (2020), foi identificado que pacientes com
SOP, tiveram expressao elevada de componentes do inflamassomo AIM2, NLRP3, e
do conteudo proteico de ASC, caspase-1 e IL1B3. Dentre as mulheres obesas

portadoras de SOP, a concentracdo de 1L18 também esteve elevada
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(ROSTAMTABAR et al., 2020). Yang, Pang e Miao (2018), mostram que 0s niveis de
IL1a e IL1B no soro e no fluido folicular de mulheres com insuficiéncia ovariana
primaria (POI) eram maiores em comparacdo as mulheres saudaveis. Quando
avaliado a expresséao génica, somente a IL1a apresentava-se aumentada no grupo de
mulheres com POI. Interessantemente, as mulheres com diagndstico de insuficiéncia
ovariana também apresentavam niveis elevados de marcadores pré-apoptoticos e
pré-inflamatérios, como Bax e TNFa, respectivamente, e redugéo de anti-apoptoticos
Bcl2 (YANG; PANG; MIAO, 2018).

Visto a relagcdo entre o inflamassomo e a saude reprodutiva, especialmente
no tecido ovariano, estudos com animais knockout apresentam resultados
interessantes e promissores a respeito da preservacdo da saude reprodutiva. Uri-
Belapolsky et al. (2014), identificaram que camundongos knockout IL1a (IL1a KO) e
IL1B (IL1B KO) apresentaram um aumento significativo no numero de odcitos, taxa de
gestacdo e numero de filhotes nascidos, e nos niveis de um importante marcador da
reserva ovariana, o0 AMH (Anti-Mllerian hormone), quando comparado aos animais
wild-type (WT).

Estudos que realizaram a delecdo NIrp3’ (LLIBEROS et al.,, 2021;
NAVARRO-PANDO et al., 2021) e Asc”- (LLIBEROS et al., 2021), em fémeas com
envelhecimento reprodutivo (12 meses de vida) verificaram diminuicdo da expressao
de genes pro-inflamatoérios, como TNFa, IL1a, IL1B e Ccl5 (gene relacionado ao
recrutamento de leucdcitos). Além disso, os animais knockout apresentaram maior
namero de foliculos ovarianos em desenvolvimento, maior nimero de corpo lateo,
diminuicdo de foliculos atrésicos e aumento da taxa de gestacao. Estes dados indicam
gue possivelmente a diminuicdo dos parametros inflamatorios pode reduzir a deplegéo
de foliculos ovarianos no envelhecimento reprodutivo e estender a capacidade
reprodutiva (LLIBEROS et al., 2021).

A delecdo do gene NiIrp3- pode preservar a reserva ovariana, pois observa-
se uma diminuicdo da expressao proteica de proteinas relacionada a apoptose, como
Bax e aumenta Bcl2, bem como reduz a taxa Bax/Bcl2 nos ovéarios de animais jovens
(4 meses) (NAVARRO-PANDO et al., 2021).

Apesar de ter poucos estudos na literatura sobre a atuacao do NLRP3 nos
ovarios é possivel notar que o inflamassomo exerce um papel critico nos processos
inflamatorios, bem como podem estar relacionados de forma direta ou indireta aos

caminhos autofagicos e apoptoticos nas células ovarianas, que culmina na
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deterioracdo da reserva ovariana, interferindo tanto na quantidade de foliculos, como
na qualidade de odcitos. Sendo assim, € possivel que o w3 possa ajudar na
diminuicdo da deterioracdo da reserva ovariana a longo prazo, visto que, o grupo FS
apresentou uma reducgao significativa do NLRP3 e IL1B no tecido ovariano. Entretanto,
mais estudos precisam avancar, visto que patologias com interfaces inflamatorias de
modo cronico, como a SOP e obesidade, podem ser beneficiadas com tratamentos
que interfiram na ativacdo do inflamassomo.

De forma interessante, foi possivel observar que os animais que receberam
HFD apresentaram uma reducdo da expressao do receptor GPR120 (Ffar4) nos
ovarios, em relacdo aos animais controles e, o grupo que recebeu a dieta FS
conseguiu prevenir esta reducdo. Um estudo realizado por Liu et al. (2021b),
demostraram que animais modelos de SOP, apresentaram uma reducdo da
expressdo do gene e conteudo proteico do GPR120 nos ovarios de ratas. Porém, ao
tratar os animais induzidos a SOP com um agonista sintético do GPR120 (TUG-891)
foi observado aumento do GPR120 nos ovarios dos animais, além disso, notou-se
uma melhora nos parametros glicémicos (HOMA-IR, GTT e glicemia de jejum),
reducdo de LH e testosterona sérica.

J& Hirashawa et al. (2005), ao tratar células HEK-293 com ALA também
demonstraram que houve um aumento da expressdo de mRNA de GPR120. Oliveira
e colaboradores (2015), identificaram que animais tratados agudamente com 500 pL
de 6leo de linhaca, apresentaram uma maior associacdo do GPR120 com a proteina
B-arrestina e, este mecanismo esta relacionado com a reducdo de proteinas
relacionadas a inflamagao, ja que a B-arrestina € capaz de recrutar a proteina TAB1,
desfazendo o complexo TAB1/2/TAK1 (OH et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015). Outro
estudo realizado por Yan et al. (2013), observou que a ativacdo do GPR-120 pelo w3
DHA, em macroéfagos, era capaz de recrutar a proteina B-arrestina e desestabilizar o
complexo inflamassomo através da associacdo com a proteina NLRP3. Este pode ser
um dos mecanismos 0s quais foram observados na presente pesquisa, ja que 0 grupo
FS apresentou uma maior expressao do gene GPR120 e diminui¢do das proteinas
NLRP3 e IL1B.

Para avaliar se as alteracdes observadas na presente pesquisa tiveram
alguma influéncia das dietas ofertadas, sendo elas CT, HFD e FS, foi realizado a
analise cromatografica em que observou- se um aumento da incorporacdo de acidos

graxos w3 e diminui¢cdo da razdo w6:w3, nos ovarios de animais que receberam a
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dieta FS, em comparac¢ao aos animais HFD. Yi; Zeng e Guo (2012), também avaliaram
o perfil de acidos graxos dos ovarios de camundongo kunming fémeas alimentados
com dieta adicionada de 40g de w3 ou w6, e também observaram redugéo do acido
graxo C22:4 (w6) e aumento de C22:5 (w3), com consequente diminuicao da razao
w6:w3 (YI; ZENG; GUO, 2012).

Apesar de haver trabalhos na literatura descrevendo os mecanismos e 0s
beneficios da ativagdo do GPR120 mediados pelo w3, em tecidos metabdlicos e em
células do sistema imune, este trabalho é inovador no que diz respeito a avaliacao
dos possiveis mecanismos desencadeados por fontes alimentares, como o 6leo de
linhaga na expressdo do GPR120 no tecido ovariano. Sendo assim, achados do
presente estudo demonstram que fontes alimentares como 6leo de linhaca, fonte de
w3, pode promover a diminuicdo de proteinas relacionadas ao inflamassomo,
entretanto, para descobrir os efeitos desta reducdo na saude ovariana sao

necessarias mais investigacoes.
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6. CONCLUSAO

O consumo de uma dieta rica em gorduras saturadas por um periodo de 16
semanas deu inicio a hiperinsulinemia, sendo este um fator metabdlico de risco
importante para o desenvolvimento da SOP, contudo, impactos de maior intensidade
sobre os ovérios podem estar relacionados ao tempo de exposi¢do a dieta rica em
gordura, bem como ao modelo experimental utilizado, com base em estudos da
literatura. Apesar disso, a presente pesquisa trouxe resultados importantes, pois foi
demonstrado achados que relacionam as alteracfes metabdlicas com a salde
reprodutiva, visto que varios estudos na literatura induzem a obesidade somados a
androgenizacgédo dos animais, o qual dificulta relacionar os efeitos diretos da obesidade

para o desenvolvimento da SOP.

Além disso, os animais tratados com dieta rica em w3 preveniram a
reducdo do gene do GPR120 nos ovarios e, diminuiram o conteludo proteico de
proteinas relacionadas ao complexo inflamassomo NLRP3 e IL13, o que pode estar
relacionado a melhores resultados reprodutivos, jA que este grupo também
permaneceu um maior tempo na fase estro do ciclo estral. Entretanto, mais estudos
sdo necessarios a fim de avaliar os beneficios da diminuicdo da ativacdo do

inflamassomo nos ovarios mediados pelo w3.
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