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RESUMO
A obesidade esta associada a complicacdes reprodutivas femininas, como a
sindrome dos ovarios policisticos (SOP), que também esta ligada a obesidade e
a resisténcia a insulina (RI). O mecanismo exato dessa relagdo permanece
obscuro. Foram realizados poucos estudos usando dieta com alto conteddo em
carboidratos refinados (HCD) que levam a obesidade foram realizados. Nesta
investigacdo, avaliamos se a exposicdo subaguda ao HCD resulta em
caracteristicas semelhantes a SOP e outras irregularidades. Ratas foram
alimentadas com HCD por 14 dias. Em seguida, foram avaliados o perfil
metabdlico e a morfofisioldgica do trato reprodutivo. Ratas HCD apresentaram
deficiéncias metabdlicas, como aumento do peso corporal / adiposidade,
hipertrofia de adipdcitos, perfil lipidico anormal, tolerdncia a glicose e R,
hiperleptinemia e hipoadiponectinemia. Foi observado funcionamento
inadequado do trato reprodutivo do HCD. Especificamente, foi observada ciclo
estral irregular, niveis elevados de LH e morfologia ovariana anormal, juntamente
com reducédo no numero de foliculos primordiais e primarios, sugerindo deplecdo
das reservas ovarianas. Desenvolvimento folicular inadequado e reducdo da
area dos foliculos antrais, corpos lateos e da camada granulosa, juntamente com
um aumento dos foliculos cisticos eram aparentes. Foi observada atrofia uterina
e reducao no numero da glandula endometrial (GE) em ratas HCD. Além disso,
inflamagé&o do trato reprodutivo, OS e fibrose foram observados em ratas HCD.
Ademais, fortes correlagdes positivas foram observadas entre peso corporal /
adiposidade e RI com a duracdo do ciclo estral, foliculos cisticos, reserva
ovariana, GE e outras anormalidades reprodutivas. Assim, esses dados sugerem
que a exposicao subaguda de HCD leva a caracteristicas semelhantes a SOP,
reserva ovariana prejudicada, numero de GE e outras anormalidades

reprodutivas em ratas.

Palavras-chave: Dieta rica em carboidratos refinados; obesidade; leptina;

sindrome do ovario policistico; reserva ovariana; glandulas uterinas.
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ABSTRACT
Obesity is associated with female reproductive complications, such as polycystic
ovary syndrome (SOP), is linked with obesity and insulin resistance (IR). The
exact mechanism of this relationship remains unclear. We identified a Few
studies that used refined carbohydrate (HCD) to lead to obesity. This
investigation assessed whether subchronic HCD exposure results in SOP-like
features and other irregularities. We fed the Female with HCD for 14 days, a
sessing metabolic outcome and reproductive tract morphophysiology. We further
evaluated reproductive tract inflammation, oxidative stress (OS), and fibrosis.
HCD rats displayed metabolic impairments, such as an increased body

weight/adiposity, associated to a metabolic imbalance.

Moreover, we observed an improper functioning of the HCD reproductive tract.
Specifically, irregular estrous cyclicity, high LH levels and abnormal ovarian
morphology coupled with reduction in primordial and primary follicle numbers
were observed, suggesting ovarian reserve depletion. Improper follicular
development and a reduction in antral follicles, corpora lutea and granulosa layer
area together with an increase in cystic follicles were apparent. Uterine atrophy
and reduction in endometrial gland (GE) number were observed in HCD rats. In
addition, we identified reproductive tract inflammation, OS, and fibrosis in HCD
rats. Further, we observed strong positive correlations between body
weight/adiposity and IR with estrous cycle length, cystic follicles, ovarian reserve,
GE and other reproductive abnormalities. Thus, these data suggest that the
subchronic HCD exposure led ta SOP-like features, impaired ovarian reserve,

GE number, and other reproductive abnormalities in female rats.

Keywords: High-refined carbohydrate diet; obesity; leptin; polycystic ovary

syndrome; ovarian reserve; uterine glands.
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INTRODUGCAO

Sindrome Metabodlica

Pela primeira vez na histéria humana, ha um predominio maior na
populacao de pessoas obesas e/ou com sobrepeso em detrimento da populacéo
desnutrida (Guh et al.,, 2009; Speakman & O’Rahilly, 2012). Em 2008,
aproximadamente 1,5 bilhdo de adultos apresentavam sobrepeso e, destes,
mais de 200 milhdes de homens e aproximadamente 300 milhdes de mulheres
eram obesas (Van De Sande-Lee & Velloso, 2012). Em comparagéao aos dados
de 1980, o aumento na prevaléncia de obesidade foi de mais de duas vezes,
sendo que as projecdes para os proximos anos indicam que, em 2030, um
namero préximo a 3,3 bilhdes de pessoas, ou seja, 57,8 % da populacdo adulta
mundial, ter& sobrepeso ou obesidade (Adams et al., 2006; Kelly et al., 2008).

A obesidade é uma pandemia que afeta individuos de ambos os sexos e todas
as idades (Kopelman, 2000). E uma condicdo metabdlica anormal, na qual, os
adipdcitos se tornam hipertréficos e estdo intimamente ligados a inflamacao
cronica de baixo grau (Hotamisligi, 2006, Zhang et al., 1994). A obesidade esta
associada a um risco aumentado de resisténcia a insulina (RI) e sindrome
metabdlica (SM). (Sheean et al., 2012,The Lancet Public Health, 2018).

No entanto, a patogénese exata da obesidade uma combinacéo
multifatorial, que leva em conta o estilo de vida moderno, genética e outros
fatores mais (Freitas-Lima et al., 2016). Recentemente, estudos mostraram que
os fatores nutricionais, tais como carboidratos refinados e o consumo de dieta
rica em gordura possuem papel importante na modulacdo do desenvolvimento
da obesidade e na sindrome metabdlica (Gao et al., 2017; Kjaergaard et al.,
2018).

No Brasil, cerca de metade da populacdo adulta apresenta sobrepeso,
enquanto 12,5 % dos homens e 16,9 % das mulheres apresentam obesidade
(Brasil. Ministério da Saude, 2015). Desde 1974, observou-se aumento da
incidéncia do sobrepeso de quase trés vezes em homens adultos e de quase
duas vezes em mulheres adultas. No mesmo periodo, a prevaléncia de
obesidade aumentou em mais de quatro vezes no sexo masculino e em mais de
duas vezes no sexo feminino (Brasil. Ministério da Saude, 2015). O aumento

dessa incidéncia afeta de forma significativa os indicadores de morbimortalidade,
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e sem duvida, os gastos com servicos de saude, além de impactar
negativamente a qualidade de vida e longevidade da populacéo (Garcia-Jiménez
et al., 2013; Kolotkin et al., 2001; Wadden & Phelan, 2002). Com a incorporacéo
dos custos com fatores de risco da obesidade, como hipertenséo e diabetes, os
custos totais atribuiveis a essa doengca chegaram a R$ 669 milhdes em
hospitalizagbes e gastos ambulatoriais; e a R$ 722 milhdes em gastos com
medicamentos, ou seja, um montante de R$ 1,39 bilhdo em 2018 (Augusto et al.,
n.d.; Bahia et al., 2012; Kopelman, 2000; Withrow & Alter, 2011),

O aumento de peso da populacdo mundial se da de maneira exponencial,
como observado ao longo das décadas, e associado a isso, ha a preocupacéo
do aumento da incidéncia de doencas crbénicas ndo transmissiveis, como SM e
doencas reprodutivas. A obesidade € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da SM, que representa um conjunto de anormalidades
metabdlicas, como dislipidemia, obesidade, resisténcia insulina, hipertenséo
arterial e diabetes mellitus tipo 2. Nos ultimos anos, foi possivel observar um
aumento global da incidéncia de SM e suas consequéncias, caracterizando-a
como uma pandemia do séc. XXI (Freitas-Lima et al., 2016; Go et al., 2013;
Nandipati et al., 2016; Shishehgar et al., 2016).

As implicacBes da disfuncao reprodutiva sdo um grande problema para a saude
publica global. Aumentou o numero de mulheres com complicacdes metabdlicas
que tem procurado por técnicas de reproducdo assistida (Bellver et al., 2010).
Mesmo assim, a reproducdo assistida tem sido menos eficaz em mulheres
obesas e com excesso de peso, com menores taxas de gravidez e nascidos
vivos, bem como uma maior incidéncia de perda de gravidez (Hohos & Skaznic
Wikiel, 2017 ;Bellver et al 2010 ;Rittenberg et al., 2011).

No mundo, existem diferentes tipos de dietas, as quais hoje em dia se
encontram associadas a problemas metabdlicos e reprodutivos, embora existam
dietas como por exemplo as ricas em peixes, fibras, graos, frutas e vegetais,
como os modelos de dieta do Mediterraneo, dietas nordicas e abordagens
dietéticas, para o tratamento da hipertensado apresentam eficacia comprovada
para a reducédo de pressao arterial, SM e inflamacdo. Existem por outro lado,

dietas ricas em gorduras que podem levar a prejuizos metabdlicos,
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cardiovasculares e reprodutivos (Bell et al., 2015; Calton et al., 2014; Hohos &
Skaznik-Wikiel, 2017; Kastorini et al., 2011).

O estado nutricional adequado e funcdo metabdlica produzem um conjunto
integrativo de fatores enddcrinos que modulam diferentes eixos enddcrinos,
incluindo o eixo hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG) (Hohos et al., 2018;
Lainez & Coss, 2019). O eixo HPG é o principal modulador da funcao
reprodutiva. Nos individuos do sexo feminino, o horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) do hipotalamo estimula a producéo/secrecao de
horménio luteinizante (LH) e do hormonio foliculo estimulante (FSH) pelos
gonadotrofos da pituitaria (Wildt, 1981). LH e FSH atuam em seus respectivos
receptores para estimular a maturacédo do ovario, a ovulacédo e a producéo de
estrogénio (Legan & Karsch, 1975; Richards et al., 1980). Estudos tém relatado
gue anormalidades do eixo HPG em mulheres e/ou modelos experimentais estéo
associados a obesidade, RI e outras complicacdes metabdlicas (Hohos et al.,
2018; Jain et al., 2007; Roberts et al., 2017)

Nos Estados Unidos, estima-se que cerca de 60 % das mulheres em idade
reprodutiva estd acima do peso ou obesa (Flegal et al., 2010). Assim desfechos
reprodutivos como disfuncéo do ciclo, anovulacéo, infertilidade, complicacdes da
gravidez, e sindrome do ovario policistico (SOP) (Bellver et al., 2010; Ogden et
al., 2015; Roberts et al., 2017)

A SOP é uma doenca caracterizada por disfuncao ovulatoria, hiperandrogenismo
e morfologia ovariana policistica. Essa condi¢cdo impacta aproximadamente 10
% das mulheres em idade reprodutiva (Dumesic et al.,, 2015; Fauser, 2004;
Goodarzi et al., 2011).

Além das alteracBes reprodutivas, a SOP esta associado a fatores de risco
cardiometatolicos, incluindo IR, obesidade e dislipidemia (Alvarez-Blasco et al.,
2006; Ehrmann et al., 2005). Estudos relatam que 40 %-80 % das pacientes com
SOP séao obesas (Sam, 2007). No entanto, devido a obesidade e a SOP
compartilharem muitas comorbidades, incluindo Rl e falha reprodutiva,
permanece dificil determinar até que ponto a obesidade e SOP interagem para
produzir disfuncionalidades. Assim, varios estudos investigaram as causas e/ou
consequéncias da SOP utilizando diferentes modelos, como a obesidade

induzida por dieta (DIO), como dieta rica em gordura (HFD) ou
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hiperandrogenismo induzido por esteroides (Franks et al., 2002; Roberts et al.,
2017).

Com o avanco populacional, apesar de haver estimulos para mudancas no estilo
de vida com a finalidade de auxiliar na prevencdo dessas doencas, o0
desenvolvimento industrial desenfreado, como por exemplo, aumento da
producao de diferentes tipos de compostos quimicos que sao liberados no meio
ambiente, pode comprometer a qualidade dos alimentos consumidos no mundo,
além de contribuir com o agravamento e desenvolvimento de doencas cronicas

nao transmissiveis (Hennig et al., 2007; Jeon et al., 2015).

Dentre os compostos quimicos que podem comprometer a qualidade dos
alimentos estdo o0s xenobibticos, conhecidos como “desreguladores
metabalicos” (C.J. Patel et al., 2012), alguns s&o conhecidos por “obesogénicos”,
substancias quimicas (naturais e/ou sintéticas) que promovem O
desenvolvimento da obesidade de maneira direta e/ou indireta. Outros fatores
que também influenciam na sindrome metabdlica sdo a dieta rica em gordura
(Hight Fat Diet - HFD) e a dieta rica em carboidratos (High carbohydrate diet -
HCD) que tém recebido atencéo crescente nos ultimos anos, tendo em vista sua
relacdo com o aumento da incidéncia de disturbios metabdlicos, como obesidade
e problemas reprodutivos (Lai et al., 2014; Volk et al., 2017; Zhang et al., 2012).

Dieta Hipercalorica

A maioria das mulheres americanas consomem HFD, com média de
gordura de aproximadamente 35% da ingestdo calorica, (What We Eat in
America, NHANES 2013-2014, 2013), a gordura dietética para a populacéo
adulta saudavel deve fornecer 20 % a 35 % de energia, (Vannice & Rasmussen,
2014), Uma dieta HFD no contexto de superalimentacdo leva a um aumento na
deposicao de lipidios nos tecidos adiposo e ndo adiposo (Wondisford et al.,
2013).

Quando atingida a capacidade de armazenamento de lipidios dos tecidos néo
adiposos, ha o aumento de lipotoxicidade e da funcéo celular podendo levar a
apoptose e outras anormalidades (Schaffer, 2003). A exposicdo a dieta
hiperlipidica na idade pré-pubere induz sintomas de sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) em ratas (R. Patel & Shah, 2018).
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Em um estudo com HFD e alto teor de carboidratos (HFS) para induzir a
obesidade em ratas foi mostrado o aparecimento de ovarios policisticos e ciclo
estral interrompido, ambos indicadores de comprometimento reprodutivo
(Roberts et al., 2017). A deterioracdo dos resultados de fertilidade parece ser
pior quando o fenétipo obeso estd presente, além da exposicdo ao HFD,
demonstrando que a funcéo reprodutiva pode ainda ser pior em individuos

obesos que continuam expostos uma dieta HFD (Skaznik-Wikiel et al., 2016).

Em camundongos fémeas obesas alimentadas com HFD, foi observada menor
fertiidade que os controles alimentadas com racdo normal, este fendtipo é
associado a uma regulacdo negativa da expressdo do GnRH hipotalamico
(Tortoriello et al., 2004; van Leckwyck et al., 2016). Ja em roedores pré-puberes,
a exposicdo a curto prazo a uma dieta hiperlipidica (HFD), iniciada apos o
desmame, precipita a puberdade, observada pela abertura vaginal precoce.
(Frisch et al., 1975; Lie et al., 2013; Zhou et al., 2014).

O consumo das dietas hipercaldricas, com ou sem o desenvolvimento da
obesidade, prejudica a funcionalidade do eixo hipotalamico-pituitario-ovariano
(HPO), bem como seu controle na fertilidade. De acordo com as evidéncias atuais,
parece que a disfuncao reprodutiva resulta de um aumento na sinalizacao de leptina
e insulina nos diferentes niveis do eixo HPO. (DiVall et al., 2015), Diferentes
estudos demonstraram que a dieta high-fat-high-sugar (HFHS) pode afetar
negativamente o ciclo estral, levando a aumento das taxas de anovulacao (Volk et
al., 2017).

Outros estudos mostram que, interessantemente, quando o receptor de insulina foi
inibido nas células intersticiais da teca do ovario ou nos neurdnios do horménio
liberador de gonadotropina (GnRH), os camundongos fémeas foram protegidos do
prejuizo no ciclo estral induzido pela dieta HFD (DiVvall et al., 2015; Wu et al., 2014),

demonstrando sua importancia no controle metabdlico da reproducéo.

Sistema endécrino-reprodutivo feminino

O sistema reprodutivo de um individuo é normalmente caracterizado por
suas gbnadas e 0s 0rgaos acessorios. No caso do individuo do sexo feminino tem-
se 0s ovarios, que apresentam o importante papel de maturar e liberar por meio da

ovulacdo, o gameta feminino, o odcito, o qual nas tubas uterinas pode ser fertilizado
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e carreado até o utero, 6rgdo que recebe o 6vulo fecundado e onde ocorre a
nidacdo e desenvolvimento do mesmo, permitindo assim, a perpetuacdo da
espécie. Além de atuarem como gbnadas, 0s ovarios sdo glandulas endocrinas, ou
seja, produzem e secretam hormonios, mais especificamente os esteroides. Esses
por sua vez, sdo essenciais para reproducdo e manutencao do embrido no utero,
além de atuar em outros locais como no cérebro, hipofises, tubas uterinas, cérvice,
vagina e glandulas mamarias. (HANNON; FLAWS, 2015).

O sistema reprodutivo tem carater dinamico, onde a cada ciclo reprodutivo o
miomeétrio uterino passa por remodelamento (hipertrofia e involucéo), o ovario sofre
reparo tecidual apos a ovulacao, e o utero ganha e perde a capacidade de receber

ou ndo um novo embrido (EDDIE et al., 2014).

Cada o6rgao desse sistema se encontra harmonicamente conectado aos outros por
meio de complexas vias de sinaliza¢cdo enddcrina, envolvendo hormdnios como os
esteroides estrogénio e progesterona (YOUNG et al., 2017). E além destes, 0s ndo
esteroides como FSH e LH, formando assim um eixo de comunicacéo que tem por
funcdo coordenar as modificaces do trato reprodutivo como um todo, preparando-
0 para a reproducdo. Essa rede de sinalizacdo e regulacdo é denominado eixo
hipotalamo-hipo6fise-gbnada (Song et al., 2012).

Eixo hipotalamo-hipo6fise-ovarios

Entre as glandulas que comp&em o sistema enddcrino, o eixo hipotdlamo-hipéfise-
ovarios, € o que controla diretamente a reproducao e a fertilidade de mulheres ou
animais fémeas. Esta regulacdo envolve a producdo do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) pelo nucleo arqueado do hipotalamo, que por meio do
sistema porta hipotalamico-hipofisério atinge a hipoéfise anterior e regula a sintese
e liberacdo das gonadotrofinas, horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH). Estes horménios atuam nos ovarios, modulando o processo de
maturacdo dos gametas (oogénese) e a produgcdo dos horménios sexuais
(androgenos, estrégenos e progestogenos). Eles também sdo responsaveis pela
manutencdo da estrutura glandular. O controle do eixo por meio do feedback

negativo possibilita a modulacdo das etapas de sintese e liberagdo destes
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hormoénios e, consequentemente, suas acoes locais e sistémicas (Kronenberg et
al., 2016)

Esteroidogénese ovariana

A sintese de hormdnios nos ovarios ocorre, predominantemente, nas camadas de
células da teca e da granulosa dos foliculos. A porcao interna da teca € altamente
vascularizada, e apds estimulacédo pelo LH, converte colesterol em pregnolona, que
€ convertida em progesterona, e por seguinte nos demais androgénios. Estes se
difundem para a camada da granulosa adjacente, onde serdo convertidos em
estrogénio (Figura 1). Parte do estrogénio permanece no foliculo, para a formacéo
do antro ou para a estimulacdo da proliferacdo da granulosa, e outra parte do

estrogénio é secretada na corrente sanguinea (BULUN; ADASHI, 2010)

Células da teca Células da granulosa
STAR
Colesterol | [ > Colesterol Colesterol
CYPIA ,ﬂ CYPIIA 1ﬂ
Pregnenolona Pregnenolona
CYPI7A W%HSD.‘H HSI).‘Bﬂ
DHEA Progesterona Progesterona
HSI).H;\ZQ J(‘YPHAI CYPIOAL
Androstenediona | | > Estrona
“g])”}ﬂ BHSDHB
CYPI9A1
Testosterona | l > Estradiol

Membrana basal

Fig.l. Esteroidogénese ovariana. O colesterol é transportado para a célula da teca pela StAR,
onde se encontra a CYP11A1, que participa da conversao do colesterol em pregnenolona. Esta,
por meio da CYP17A1 e HSD3B, sera convertida em DHEA e progesterona, respectivamente, e,
em seguida, em androstenediona, que seguira duas vias: migrara para a célula da granulosa e
sera convertida em estrona por meio da CYP19A1 (e a estrona em estradiol, pela HSD17B) ou
serd convertida em testosterona pela HSD17B. A testosterona passara pela da camada celular

da granulosa para que a CYP19AL1 inicie o processo da conversdo em estradiol. StAR: Proteina
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reguladora aguda esteroidogénica; CYP11A1: colesterol desmolase; CYP17A1: 17a-mono-
oxigenase de esteroide ou 17a-hidroxilase; HSD3B:3B-hidroxiesterdide desidrogenase;
HSD17B: 17B-Hidroxiesterdide desidrogenase; CYP19A1: aromatase.Adaptado de (HANNON;
FLAWS, 2015).

Sindrome do Ovario Policistico (SOP)

O primeiro consenso para o diagnoéstico da SOP ocorreu em 1990, em uma
reunido em Bethesda (EUA), onde o National Institute of Health (NIH)
estabeleceu hiperandrogenismo clinico ou laboratorial e anovulagdo como
critérios diagndsticos, ndo levando em consideracdo os achados ecograficos
(ZAWADSKI; DUNAIF,1992).

Novas pesquisas de ultrassonografia foram realizadas no intuito de melhorar a
eficacia do diagnostico em 2003, em Rotterdam (Holanda), no encontro da
European Society for Human Reproduction e da American Society of
Reproductive Medicine, novas regras foram sugeridas.

Para confirmar o diagnostico de SOP, dois destes trés achados deveriam estar
presentes: hiperandrogenismo (clinico ou laboratorial), anovulacéo cronica (oligo
ou amenorréia) e ovarios policisticos (presenca ao exame ecografico de 12 ou
mais foliculos entre 2 e 9 mm de didametro médio ou volume ovariano de 10 cm?®
ou mais (apenas um ovario era suficiente para o diagndstico).

Tabela 1 — Subclassificacdes da SOP de acordo com as caracteristicas
fisiopatologicas.

Sindrome do ovario policistico (SOP)

Caracteristicas

Severidade Hiperandrogenismo Oligovulacéao Ovario policistico
Baixa X v v
Média v X v
Alta v v X
Muito alta v 4 v

SOP: Sindrome de ovério policistico. X: Caracteristica ndo observada; v :
Caracteristica observada. Baseado em (Nelson LM, 2009).
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JUSTIFICATIVA

Existem investigacbes demonstrando o0s prejuizos das dietas ricas em
carboidratos em diferentes partes do sistema reprodutivo, como peso dos 6rgaos
sexuais e em diferentes fases do desenvolvimento. Sandovici et al. (2017)
identificaram disfuncdo metabdlica grave e alteracdes no tecido adiposo
mesentérico, aumento no peso corporal, intolerancia a glicose, disfuncéo renal e
insuficiéncia cardiaca em ratas expostas a dieta HCD. Além de interromper o
funcionamento normal do metabolismo, tem sido demonstrado que a dieta HCD
rica em carboidratos prejudica a saude reprodutiva e reduz a fertilidade em

roedores (Balasubramanian et al., 2012; Volk et al., 2017).

Embora ja tenham sido relatados os efeitos da exposicdo a dieta sobre o
metabolismo, poucos se conhece sobre a acdo de uma dieta HCD no sistema
reprodutivo. Sabendo ainda, que a humanidade ndo se encontra exposta a
somente um desses fatores. Portanto, abordagens utilizando diferentes dietas
experimentais devem ser Uteis para entender o comprometimento metabdlico e
inflamatério induzido pelo aumento da deposicdo de gordura, embora alguns
estudos ja tenham mostrado o efeito da obesidade induzida pela dieta rica em
gordura. Nesse contexto, apds pesquisas realizadas pouco foi observado na
literatura sobre os prejuizos metabdlicos e reprodutivos induzidos pela expanséo
do tecido adiposo em ratas alimentadas com dietas de alta contencdo de

carboidratos refinados.

O presente trabalho apresenta como hipotese que o consumo de uma dieta rica
em carboidratos refinados de forma subaguda pode promover um aumento dos
prejuizos de carater inflamatério, oxidativo, obesogénico e atréfico no sistema

reprodutor feminino.
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OBJETIVO GERAL
Investigar os prejuizos metabdlicos e reprodutivos induzido por dieta rica em

carboidratos refinados (HCD).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos os da HCD sobre o peso corporal e dos 6rgaos de ratas.
Avaliar os efeitos da HCD sobre o perfil metabdlico;

Verificar a acdo da HCD sobre o ciclo estral.

Avaliar a acdo da HCD sobre o perfil hormonal

Analisar os efeitos da HCD histomorfometria ovariana;

Analisar a agdo da HCD histomorfometria uterina;

G Mmoo w2

. Avaliar a acdo da HCD de estresse oxidativo no ovario.
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METODOS

Animais experimentais

Ratas Wistar adultas (8-10-semana de idade, + 200 g) foram mantidas em
temperatura controlada entre 23-25 °C, umidade controlada entre 50-60% e ciclo
claro/escuro de 12:12 horas. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as diretrizes de pesquisa biomédica para cuidado e uso de animais de
laboratorio, como indicado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA, 2016) e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (n° 03/2016). Os animais foram pesados e a
ingestdo de alimentos foi medida a cada trés dias e anestesiados no ultimo dia de
exposicao (dia 15) usando cetamina e xilazina (90 mg/kg e 4,5 mg/kg, intraperitoneal)
antes da eutanasia. Amostras de sangue e pesos dos 6rgdos foram obtidos (Tabela

1, n=18 por grupo).

Dieta

Para analisar os parametros reprodutivos induzidos por dieta rica em carboidratos
refinados elevados (HCD), os animais foram alimentados com racédo regular de
roedores e agua filtrada fornecidos ad libitum. (dieta controle CON, n=18) ou HCD
experimental (HCD, n=18) durante quinze dias. A composi¢do macronutriente da
dieta controle (4,0 kcal/g) foi de 65,8 % de carboidrato, 3,1 % de gordura e 31,1 %
de proteina; a dieta HCD (4,4 kcal/g) foi de 74,2 % de carboidrato, 5,8 % de gordura
e 20 % proteina. E importante notar que a dieta HCD contém pelo menos 30 % de
acucares refinados, principalmente sacarose (Oliveira et al., 2013; Gomes et al.,
2020; Lacerda et al., 2019).

Avaliacdo dos pesos dos 6rgaos

Apds o tratamento, as ratas foram anestesiadas e eutanasiadas por decapitacdo na
fase de metaestro-diestro, para a coleta de sangue da regido cervical para a
dosagem de hormdnios sexuais. Além disso, foram coletados: hipotalamo, hipofise,
coracao, pulmdo, baco, timo, pancreas, rins, adrenais, figado, ovarios, utero, gordura
parametrial, gordura perirrenal, gordura perivesical e gordura retroperitoneal. Esses
orgaos foram pesados em balanca de alta preciséo. Todo procedimento de pesagem

foi realizado pela mesma pessoa.
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Ensaios hormonais

Amostras de soro foram obtidas pela manha na fase de metaestro-diestro (MD), e os
niveis de hormdénios metabdlicos, gonadotrofinas e esteroides sexuais ovarianos
foram avaliados. Os niveis séricos de leptina e adiponectina em jejum foram
determinados usando kits de ELISA (R&D systems Europe Ltd., Abington, UK-
detalhes), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Horménio luteinizante e
foliculo estimulante (LH e FSH, respectivamente) foram determinados usando kits de
ELISA (#ENZ-KIT 107 -LH e #ENZ-KIT 108-0001- FSH, Enzo life Sciences In.
Farmingdale,

NY, USA),(Sena et al ., 2017). Os niveis de estradiol (Ez) foram medidos usando o
kit E2 ELISA (EIA-2693, DRG Instruments GmbH, Alemanha) (Podratz et al., 2015;
Rossi et al., 2016). Os niveis de progesterona (P4) foram medidos usando o kit P4
ELISA (EIA-2693, DRG Instruments GmbH, Alemanha) (Podratz et al., 2015; Rossi
et al., 2016). Os niveis de testosterona foram medidos utilizando um kit de ELISA
para testosterona (AIA-1559, DRG International, Inc., EUA). O limite de detecc¢ao do
ensaio para testosterona foi 1,76 ng /mL. (Podratz et al., 2015; Rossi et al., 2016).

Avaliagao do Ciclo Estral das Ratas

Foi coletada diariamente a secrecao vaginal dos animais entre 8 e 9 horas da manha,
sendo obtida apds injecdo de 10 pL de salina (NaCl 0,9 %). Todas as ratas
apresentavam ciclo estral regular, de quatro a cinco dias, sendo que o ciclo
reprodutivo foi monitorado por andlise do esfregaco vaginal recolhido diariamente
durante por duas semanas consecutivas antes de iniciar os experimentos (Lisboa et
al.,, 2001; Podratz et al.,, 2012). Este material foi depositado sobre laminas,
previamente limpas e secas, cada lamina recebendo o esfregagco vaginal de 4
animais diferentes. Posteriormente, essas laminas foram fixadas em metanol e
coradas com eosina e hematoxilina. Depois de secas, as laminas foram analisadas
em microscoépio optico (Nikon Eclipse E200) para avaliacdo dos esfregacos.

As fases do ciclo foram determinadas por citologia e pela consisténcia do muco
vaginal: quando observamos muco pouco espesso com predominancia de
leucdcitos, poucas células epiteliais nucleadas bem formadas, e pouca ou nenhuma
célula cornificada, classificamos como transicéo de diestro-proestro (DP); muco de

meédia consisténcia, predominancia de células nucleadas, de nenhum a poucos
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leucdcitos degenerando e pouca a nenhuma célula cornificada, classificamos como
proestro (P); se ndo observados leucdcitos, presenca de células nucleadas,
predominéancia de células cornificadas e muco de média consisténcia, classificamos
como transi¢ao proestro-estro (PE); muco com consisténcia média a muito denso e
presenca apenas de células cornificadas, classificamos o ciclo como estro (E); se o
esfregaco apresentar de nenhum a poucos leucécitos e predominancia de células
cornificadas maiores do que em estro, além de muco com média densidade a muito
denso, classificamos a fase como metaestro 1 (M1); na predominéncia de leucécitos,
poucas células nucleadas e irregulares, poucas células cornificadas e muco com
espessura de média para muito espesso, classificamos como metaestro 2 (M2);
gquando observamos predominancia de leucécitos e pouquissimas células
nucleadas, muitas vezes irregulares, Com muco pouco espesso, classificamos como
diestro (D) (Nelson et al., 1982) A frequéncia total de cada fase observada neste
periodo, para cada animal, foi utilizada para a duracéo das fases de proestro, estro
e metaestro- diestro (em dias), bem como a duracao total do ciclo estral. Todas as
quantificacbes foram realizadas por um Unico observador (Tanno & Marcondes,
2002).

Testes de Tolerancia a Glicose e Sensibilidade Insulinica

O teste de sensibilidade insulinica foi realizado pela manhd, com os animais no
estado alimentado, por meio da aplicacao intraperitoneal (ip) de 0,75U de insulina/kg
de peso corporal. Com um pequeno corte na ponta da cauda do animal, para coleta
de sangue e verificacdo da glicemia no momento anterior a aplicacéo de insulina e
nos tempos de 15, 30, 60 e 90 minutos. O teste de tolerancia a glicose foi realizado
pela tarde, com os animais em jejum de 6 horas, por meio da aplicacéo ip de 2g de
glicose/kg. Os testes foram realizados em dias diferentes para permitir a
recuperacdo do animais, apds um pequeno corte na ponta da cauda do animal, para
coleta de sangue e verificacdo da glicemia no momento anterior a aplicacdo da
glicose e nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. O aparelho utilizado para leitura

glicémica nos testes foi o0 Accu-Chek® Advantage (Roche) (Freitas-Lima et al., 2016)

Analise do perfil lipidico
Para avaliar o efeito da dieta HCD sobre o metabolismo lipidico, os niveis de

colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa
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densidade (LDL) e triglicerideos foram medidos pelo método enzimatico
colorimétrico (Kits Bioclin-Quibasa, K083, K071, KO88 e K117, respectivamente). Os
niveis de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) foram calculados conforme

descrito em (Eleazu et al., 2018).

A andlise morfoldégica dos ovarios e uteros foi realizada. Esses o6rgdos foram
coletados na fase de MD e fixados em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS)
-formalina (4 %) a temperatura ambiente. Seccdes dos ovarios e Utero foram coradas
com hematoxilina e eosina (H&E) e examinados para parametros morfoldgicos
usando microscoépio de luz (Podratz et al., 2015).

Nos ovarios, os foliculos ovarianos e corpos luteos (CL) foram quantificados e
expresso em unidades por area (mm?2). Os foliculos ovarianos foram classificados de
acordo com o método (Myers et al., 2004). Resumidamente, os foliculos eram
classificados como primordiais se contivessem um odcito rodeado por uma camada
parcial ou completa de células da granulosa pavimentosas (GCs).

Foliculos foram classificados como foliculos priméarios se contivessem uma Unica
camada de GCs cuboidais. Os foliculos foram classificados como pré-antrais quando
continham 2-4 camadas de GCs sem espaco antral. Foliculos antrais (An) continha
trés ou mais camadas de GCs e um espaco antral claramente definido. Os foliculos
ovarianos atrésicos (At) e cisticos (Cys) também foram avaliados conforme descrito
anteriormente por (Shi et al., 2009).

O numero total de foliculos ovarianos saudaveis (a soma de foliculos primordiais,
primarios, pré-antrais e foliculos antrais) e foliculos ndo saudaveis (a soma de
atrésico e foliculos cisticos), espessura da granulosa e area teca do foliculos antrais
foram avaliados (Caldwell et al., 2014). Secc¢Oes transversais uterinas foram
utilizadas para avaliar as camadas endometrial (extremidade) e miometrial (Myo).
Glandulas endometriais (GE) também foram avaliados (Richards et al., 1980) ovarios
e Uteros foram analisados em multiplas sec¢Bes em diferentes planos histolégicos
ao longo de todos os érgaos (até 50 um de distancia entre as sec¢des) com imagens
de alta qualidade, resultando em um total de 15-20 medi¢des / animal (n = 5-6),
conforme descrito anteriormente (de Araujo et al., 2018; Sena et al., 2017). (Todas
as avaliagfes foram realizadas com um microscopio Olympus (AX70; Center Valley,

PA) e fotografado com camera AxioCam.
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Avaliacao de inflamagéo

A quantificacdo de mastdécitos foi realizada nos tecidos ovarianos e uterinos. Seccoes
ovarianas e uterinas foram coradas com Alcian blue usando um protocolo padrao
(Sigma). Cada uma das seccOes foi usada para obter 20 fotomicrografias sob
microscopia de luz (objetiva 40X). Resumidamente, examinamos as fotomicrografias
para a presenca e numero de nucleos em células que continham granulos
citoplasmaticos roxos. As areas ovarianas e uterinas a serem analisadas foram
selecionadas aleatoriamente com a excecdo de que campos contendo vasos
sanguineos de médio porte foram cuidadosamente evitados. O nimero de células

coradas positivamente foi expresso por unidade area (mm?) (Bertuloso et al., 2015).

Avaliacao do estresse oxidativo

Apbés a eutanasia, os oOrgdos foram imersos em OCT (Tissue-Tek®,
Compound, Sakura) para confeccao do bloco histolégico e congelado em freezer -
80 °C. Posteriormente, foram realizados cortes de 8 pm em micrétomo criostato e
colocadas sobre laminas de vidro identificadas. Os cortes foram incubados com
solucdo Krebs contendo dihidroetidio 2 puM durante 30min a 37 °C. Ao final, as
laminas (5 fotos em cada lamina) foram fotografadas para posterior medida de
intensidade da fluorescéncia emitida nos cortes, o que indica a producdo de anion
superoéxido. A intensidade do sinal foi analisada em 20 secc¢des por tecido(de Araujo
et al., 2018; Merlo et al., 2016).

Avaliacado da densidade de colageno

As seccdes ovariana e uterina foram coradas com Picrosirius Red para
obtencéo de fotomicrografias sob objetiva de 10x com contraste de fase e analisadas
com ImageJ. As imagens foram convertidas em imagens em preto e branco de alto
contraste para visualizar as fibras de colageno coradas. Os resultados representam
a porcentagem de colageno depositado no Gtero (Merlo et al., 2016).

Anélise estatistica
Todos os dados foram apresentados como a média * erro padrdo da média

(EPM). Para identificar possiveis valores extremos nos dados, um de dois lados foi
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utilizado o teste de Grubbs. Quando o teste de Grubbs identificou um outlier, usamos
um método ROUT adaptado para detectar quaisquer outliers daquela coluna de
dados e os removemos de acordo com a configuracdo Q em 1% (alfa = 0,01). Os
testes Onibus de D'Agostino e Pearson foram usados para avaliar a normalidade dos
dados. As comparagdes entre dois grupos foram realizadas por teste Student t para
dados de gaussianos. Além disso, para os dados ndo gaussianos, foi utilizado o teste
de Mann-Whitney. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Para avaliar a relagdo entre os parametros avaliados, foi utilizada a
correlacao (Tabela 3) de Spearman ou de Pearson caso fosse detectada distribuicao
nNao gaussiana ou gaussiana, respectivamente. Todas as correlacfes (Tabela 3)
foram obtidas a partir de valores de animais emparelhados. Por fim, quando a
significancia estatistica foi identificada, testamos se a regressao linear ou nao linear
foi melhor ajustada. As andlises estatisticas e a construcao grafica foram realizadas
no GraphPad Prism versédo 6.00 (La Jolla, CA, EUA).
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RESULTADOS

Exposicéo adieta HCD elevou o peso corporal e o consumo alimentar das ratas

As ratas do grupo HCD apresentaram aumento do peso corporal, com diferenca no
dia 15 em comparacdo com as ratas do grupo CON (p < 0,01, n=18 por grupo,
Fig.2A). Um pequeno aumento na comida diaria a ingestao foi observada em ratas
de HCD em comparacao com ratas CON (8,9 %, Fig.2C, p < 0,05, n=18).
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Fig.2. Peso corporal e ingestdo alimentar em ratas CON e HCD. (A) Peso corporal em ratas de
dieta rica em carboidratos (HCD) ao longo de 15 dias; (B) (Peso corporal final de ratas HCD ao final

de 15 dias (n=18); (C) Ingestao de alimento pelas ratas HCD comparado ao grupo CON. * p < 0,05.

Exposicdo a Dieta HCD aumentou o peso das gorduras, adiposidades e dos
ovarios

N&o foram observadas alteragdes significativas nos pesos do tecido adiposo
perirrenal, Utero, figado, baco, glandula suprarrenal, rim, coracdo e pancreas entre
ratas CON e HCD (Tabela 2, p > 0,05, n = 5-18), mas observamos aumento do peso
corporal e dos ovarios no HCD em comparacao com as ratas CON (aumento do peso
ovariano de 27,12 %, p < 0,05, n=18, Tabela 2).

A disseccao abdominal apresentou aumento aparente da gordura visceral em ratas
HCD em comparacdo com ratas CON (Fig.3A). Observou-se aumento nos pesos e
adiposidade dos tecidos adiposos parametrial (TAP), retro abdominal (TARA) e
retroperitoneal (TARp) em ratas HCD (52,8; 130,7 e 80 %, respectivamente, p < 0,05,
n=18, (Fig.3B-D). O tecido adiposo mesentérico (TAM) apresentou tendéncia ao
aumento de ratas de HCD em comparacéao com ratas CON (50,0 %, p=0,055, n=18,
Fig.3E). Como esperado, observou-se aumento da adiposidade em ratas de HCD
em comparagéo com ratas CON (50,0 %, n=18, p < 0,05, Fig.3F). O tecido adiposo

parametrial (TAP) corada de H&E sugeriu uma hipertrofia em adipdcitos de HCD em
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comparacao com adipocitos CON (Fig.3G e H). Observou-se reducdo do numero de
adipécitos e aumento do tamanho do adipocito no TAP do grupo HCD em relacao ao
CON (37,35 e 35,7 %, p < 0,05, n=5-6, Fig.3l e J). Os niveis de leptina e adiponectina
foram quantificados e observamos elevacdo nos niveis da leptina no grupo HCD,
sem diferencas observadas quanto a adiponectina (p < 0,05 e p > que 0,05

respectivamente; Fig.3K e L).

Tabela 2— Peso dos Orgéos corrigido pelo comprimento

da Tibia.

CON HCD
Orgaos
Coracgédo (mg/mm) 201,06 21+£1,16
Bagco (mg/mm) 14+ 1,17 17+£1,43
Pancreas(mg/mm) 14,3+ 3,75 16 +2,34
Figado (mg/mm) 246 + 32 261+ 28
Adrenal(mg/mm) 1,9+0,16 1,7+0,12
Rins (mg/mm) 42 + 2,33 41 + 2,62
Ovarios (mg/mm) 2,2+0,12 2,9+0,22*
Utero (mg/mm) 9+0,59 9+0,61
TAB Perirenal (mg/mm) 27 £ 7,66 30+£6,15

TAB: Tecido adiposo branco; Os valores foram expressos como a
média £ EPM (n=5-18). *p < 0,05 vs CON.
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Fig.3. Parametros metabdlicos em ratas. (A) Comparacao da gordura visceral de ratas CON e HCD.

(B) Aumento do peso da gordura parametrial (TAP) em ratas HCD. (C) Aumento do peso da gordura

retroabdominal (TARA) em Ratas HCD. (D) Aumento do peso da gordura retroperitonial (TARp) em

ratas HCD. (E) Peso de gordura mesentérica (TAM) em ratas HCD. (F) Aumento da adiposidade em

ratas HCD. (G) HE do tecido adiposo das ratas CON. (H, | e J) Aumento do didametro e reducéo da

contagem de adipécitos das ratas HCD. (K) Niveis de leptina no grupo HCD. (L) Niveis de

adiponectina. (M, O) Alteracdo metabdlica com redugdo na tolerdncia a glicose e (N, P) da

sensibilidade a insulina. * p < 0,05, n=18
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Ratas expostas a dieta HCD apresentaram alteragcdo no perfil metabdlico.
Foram realizados testes de tolerancia a glicose (TTG) e de sensibilidade a insulina
(TSI), os quais indicaram respostas anormais em ratas HCD. Um aumento na
glicemia durante o teste de TTG foi observado no tempo 15 min e 26 % da area sob
curva em ratas de HCD em comparacdo com as ratas CON (Fig.4 A e B; p < 0,05,
n=6-8). Também foi observado um aumento nos niveis de glicose no TSI, nos tempos
90 e 120 min, com 38 % de elevacado observada na area sob curva (Fig.4 Ce D; p <
0,05, n=6-8). Os niveis de insulina sérica foram dosados no sangue dos animais. Os
niveis de insulina sérica se encontravam reduzidos no grupo HCD em comparacao
ao grupo CON (Fig.4E; p < 0,05; n= 4). O perfil lipidico foi avaliado com a
quantificacdo de triglicerideos, colesterol e suas fracdes no soro de ratas CON e
HCD. Foi observado aumento nos niveis do colesterol sérico total, lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e triglicerideos em ratas que receberam a dieta HCD em
comparacao com o grupo CON. Contudo, ndo se observou reducdo nos niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL) em ratas HCD em comparac¢ao com ratas CON
(Fig.4F-I; p < 0,05; n=9-10).
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Fig.4. Perfil metabdlico glicémico e lipidico em ratas. (A) Teste de toleréncia a glicose alterado no
grupo HCD. (B) Area abaixo da curva do TTG. (C) Teste de tolerancia a glicose alterado no grupo
HCD. (D) Area abaixo da curva do TSI. (E) Reducdo dos niveis de insulina no grupo HCD. (F)

Tendéncia a elevacéo dos niveis séricos de triglicerideos no grupo HCD. (G e H) Niveis elevados de
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colesterol total e fragdo LDL. (I) Nenhuma diferenca observada nos niveis de HDL das ratas HCD

comparados ao grupo HCD * p < 0,05; n=18.

Alteracdo no ciclo estral foi observado nas ratas expostas a Dieta HCD
O ciclo estral de ratas CON e HCD foi avaliado diariamente por meio de coleta e
analise de esfregaco vaginal, de acordo com Nelson et al. (1982). Nas ratas expostas
com HCD, os esfregacos vaginais continham uma mistura de células nucleadas e
cornificadas, e leucdcitos polimorfonucleares (PM), indicando uma fase de proestro
anormal. Além disso, as ratas expostas ao HCD apresentaram ciclos irregulares e
mais longos em comparacao com ratas CON (p < 0,01, Fig.5A e B). As ratas expostas
a dieta HCD passaram menos dias na fase estro e mais dias na fase metaestro-

diestro em comparac¢ao com as ratas CON (p < 0,05, Fig.5B; n= 10).
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Fig.5.
Fig.5 Ratas HCD apresentaram ciclo estral anormal. (A) Representacdo grafica do ciclo estral
no grupo controle (CON) e em ratas HCD determinada por citologia vaginal por 15 dias. (B)
Representacdo grafica do nimero de dias em cada fase do ciclo estral e do comprimento total
do ciclo. Proestro (P), Estro (E), Metaestro-diestro (M-D).
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Ratas expostas a dieta HCD apresentaram aumento de LH, mas sem alteracao
em outros hormaonios.

Os niveis séricos do LH basal estavam aumentados nas ratas expostas a dieta HCD
em comparacdo com as ratas CON (p < 0,05, Fig.6A). Ndo foram observadas
alteracdes significativas nos niveis de FSH do soro basal entre ratas expostos de
CON e HCD (p > 0,05, Fig.6B). As expressfes dos niveis séricos da progesterona,
estrogénio e testosterona ndo apresentaram diferenca entre ratas expostos as dietas
CON e HCD (p > 0,05, Fig.6 C, D e E).
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Fig.6. Perfil dos horménios em ratas. (A) Horménio luteinizante elevado em ratas HCD (p < 0,05;
n= 5-9). (B-E) Nenhuma diferenca observada nos niveis do hormonio foliculo estimulante,
progesterona, estrogénio e testosterona entre as ratas HCD e CON HCD (p > 0,05; n= 5-9).

Exposicéo a dieta HCD reduziu a reserva folicular e alterou o desenvolvimento
dos foliculos ovarianos

As seccbes histologicas ovarianas do grupo CON apresentaram foliculos
ovarianos em todos os estagios normais de desenvolvimento, (Fig.7A e Al) e
continham corpos ldteos (CL, Fig.7A2). Contudo, os ovarios do grupo HCD
apresentaram morfologia irregular, (Fig.7B e B1), e numero reduzido de CL (Fig.7B2
e ). Especificamente, um menor niumeros de foliculos primordiais e primarios foram
observados em ratas HCD em comparacao com ratas CON (p < 0,05, Fig.7C e D),
sugerindo uma reducéo da reserva ovariana em ratas de HCD.

As seccbes ovarianas de ratas HCD tiveram um numero reduzido de foliculos
ovarianos pré-antrais e antrais em comparacdo com ovarios CON (38,6 e 33,3 %, p
< 0,01, Fig.7E e F, n = 5-6). Além disso, os ovarios HCD tinham um aumento no

numero de foliculos ovarianos cisticos (cisticos) e atrésicos (At) em comparagao com
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0 CON (134,4 e 93,3 %, p < 0,01, Fig.7G e H). Observou-se reducdo do niumero de
CL e na espessura da granulosa nos ovarios do HCD em comparacdo com ovarios
CON (65,7 %, p < 0,01 e 19,5 %, p < 0,05 Fig.7I e 8J). Nao foram observadas
alteracOes significativas na espessura da teca entre ratas CON e HCD Fig.7b. O
numero total de foliculos ovarianos saudaveis também foi reduzido em ratas de HCD

(63,6 %, p < 0,05; Fig 8k). Aumento de foliculos ovarianos ndo sadios foram

observados em ovarios HCD em comparacdo com ovarios CON (42,8 %, p < 0,05,
Fig.7L).
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Fig.7. A exposicdo ao HCD leva ao desenvolvimento folicular ovariano anormal em ratas.
Seccles representativas de (A, Al, A2) controle (CON) e (B, B1, B2) ovarios das ratas HCD foram
corados com hematoxilina e eosina (H&E), para identificacdo das estruturas ovarianas. Corpo lateo
(CL), foliculos cisticos (Cis), foliculos antrais (An), foliculos atrésicos (At), foliculos primordiais (C) e
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(D) priméarios. Ovario HCD apresentaram reducdo em foliculos (E) pré-antrais, (F) antrais e (I) CL
namero. Aumento de foliculos (G) atrésicos e (H) foliculos cisticos. Além de (J) espessura reduzida
da camada de granulosa nos ovarios antrais do grupo HCD. (K e L) Reducéao de foliculos sadios e

aumento de néo sadios (soma de atrésicos e cisticos). (*p < 0,05 vs. CON; n = 5-6).

HCD induz anormalidades da morfologia do Utero em ratas

O grupo exposto a dieta HCD (Fig.8D, E e F) apresentou Uteros atréficos em
comparacao ao CON (Fig.8A, B e C). A exposicédo a dieta HCD reduziu a area uterina
total e a camada do miométrio (myo) em comparacédo com as ratas CON (18,2 e 47,7

%, p<0,05ep<0,01, Fig.3G e H). Além disso foi observada reducdo do numero de

glandulas uterinas endometriais (GE) em ratas HCD em comparacao com ratas CON
(64,2 %, p < 0,05, Fig.8I)
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Fig.8. A exposicdo a dietarica em carboidratos (HCD) induz atrofia uterina em ratas. Secc¢des
representativas dos Uteros de ratas CON (A, B e C) e (D, E e F) Gteros dos animais HCD foram
corados com hematoxilina e eosina. (A, B e C). Aspecto regular do endométrio (End), glandulas
endometriais (GE), miométrio (Mio) foram observados nos Uteros CON. (E, G e H). Observou-se area
de End e Myo reduzida nas ratas HCD. (I) Além disso, foi observado nimero de GE reduzido nas

ratas HCD. L: Lamen. Le: epitélio luminal. (*p < 0,05 vs. CON, n = 5-6).
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Exposicdo a dieta HCD levou a um processo inflamatério no trato
reprodutivo

Mastocitos foram marcados com a coloragéo de Alcian blue em cortes de ovarios
e Utero de ratas CON (Fig.9A, Al, B e B1) e HCD (Fig.9C, C1, D e D1). Foi
observado aumento de mastocitos nas ratas HCD em comparagao com as ratas
CON (205,8 %, p < 0,05 Fig.9 C, C1, E p =< 0,001). Alem disso, observou-se

aumento do numero de mastécitos nos uteros (Fig. D, D1, E 213,3 %, p < 0,05,
F p =<0,001).
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Fig.9. Inflamacdo no trato reprodutivo em ratas por exposicdo a dieta HCD. Cortes
representativos com mastdcitos marcados com coloracdo Alcian blue nos ovarios CON (A, Al) e
HCD (C, C1). A mesma marcacao foi realizada em cortes do tecido uterino do grupo CON e HCD

(B, B1) CON e (D, D1) foram observadas aumento de mastocitos nos ovéarios HCD (E) e atero
(F). *p < 0,05 vs. CON (n = 5-6).
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Exposi¢cdo ao HCD alterou marcadores de estresse oxidativo no trata
reprodutivo

Criosecc0Oes de ovarios (Fig.10A e C) e ttero (Fig.10B e D) do grupo HCD e CON
foram incubadas com o marcador fluorescente dihidroetideo que marca espécies
reativas de oxigénio como O,* . Aumento na fluorescéncia de dihidroetideo foi
observado em ratas expostas a dieta HCD em comparacdo com ratas CON néo
foram observadas alteracdes significativas nos (33,3 %, n =5-6, p < 0,05, Fig.5D,
E e F) Um aumento nas substancias reativas do acido tiobarbittrico ovariano
(TBARS) foram observados em ratas de HCD em comparagcdo com ratas CON
(78,5 %, p < 0,05, Fig.10G ).
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Fig.10. A exposicdo ao HCD aumenta o estresse oxidativo do trato reprodutivo em ratas.
Representante (A e C) ovério e (B e D) dihidroeidium uterino (DHE) sec¢Bes coradas obtidas a
partir de ratas de controle (CON) e dieta rica em carboidratos (HCD). (E) Ovario O2- niveis.
Aumento (F) niveis de O2 no Utero das ratas HCD. *p < 0,05 vs. CON (n = 5-6).
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Ratas expostas ao HCD apresentam aumento na deposi¢éo de colageno no
trato reprodutivo

Um aumento na deposi¢ao de colageno nos ovérios (Fig.11A, C e E) e no Utero
(Fig.11B, D e F) foi observado em ratas HCD em comparacéo com as ratas

COM, sugerindo um processo de remodelamento tecidual. (p < 0,05).
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Fig.11. Acumulo de colageno no trato reprodutivo em ratas. Secc¢Bes representativas do
acumulo de coldgeno dos ovérios de (A) CON e (C) HCD foram corados com Picrosirius red.
Avaliacdo de acumulacdo de colageno representativo uterino em (B) CON e (D) ratas HCD.
Aumento do acumulo de colageno nos ovarios (E) e utero (F) das ratas HCD. (*p < 0,05 vs. CON
(n =5-6)
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Correlacéo entre marcadores metabolicos, caracteristicas semelhantes a
SOP e outras anormalidades reprodutivas (por exemplo, reserva folicular
ovariana, inflamacéao, estresse oxidativo, fibrose, etc).

Para avaliar a relacdo entre marcadores metabdlicos (peso corporal,
adiposidade, TSI, LDL, leptina e adiponectina), caracteristicas semelhantes a
SOP [comprimento do ciclo estral, niveis de LH sérico, numero de foliculos
ovarianos cisticos e outras anormalidades reprodutivas (area de camada de
granulosa reserva folicular ovariana, numero de CL, numero GE, nimero de
célula de mastdécito ovariano e uterino, estresse oxidativo ovariano e deposicao
de colageno - fibrose)], foram realizadas analises de correlacédo pareadas, e um
ajuste linear foi delineado (Tabela 3).

Varios marcadores metabdlicos e anormalidades reprodutivas foram
correlacionados entre si (Tabela 3). Observou-se correlagéo linear positiva entre
o peso corporal e o foliculo cistico (p = 0,02). Observou-se correlacdo linear
negativa entre o peso corporal e o numero de GE (p = 0,01). No entanto, nao foi
observada correlacdo linear significativa entre peso corporal e comprimento do
ciclo estral (p = 0,52), niveis de LH (p = 0,91), area da camada de granulosa (p
= 0,51), reserva ovariana (p = 0.0.11), CL (p = 0,06), numero de células de
mastoécito ovariano e uterino (p = 0,14), estresse oxidativo ovariano (p = 0,13) e
fibrose (p = 0,45).

A adiposidade foi positivamente correlacionada com o comprimento do ciclo
estrous (p = 0,02), numero de células de mastdcito ovariano e uterino (p = 0,01)
e fibrose (p = 0,02). Curiosamente, observou-se correlacao linear negativa entre
adiposidade e reserva ovariana (p = 0,01) e CL (p = 0,01). Nao foi observada
correlacao significativa entre adiposidade e LH (p = 0,21), foliculo cistico (p =
0,12), area da camada de granulosa (p = 0,08), numero de GE (p = 0,18) e
estresse oxidativo ovariano (p = 0,12). Os niveis de LDL foram positivamente
correlacionados com o foliculo cistico (p = 0,01). Os niveis de LDL foram
negativamente correlacionados com CL (p = 0,01) e GE (p = 0,02). Nao foi
observada correlacéo significativa entre niveis de LDL e comprimento do ciclo
estrous (p = 0,17), niveis de LH (p = 0,81), area da camada de granulosa (p =
0,46), reserva ovariana (p = 0,12), numero de células de mastdcito ovariano e

uterino (p = 0,12), estresse oxidativo ovariano (p = 0,23) e fibrose (p = 0,45).
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O IST correlaciona-se positivamente com o foliculo cistico (p = 0,01), o estresse
oxidativo ovariano (p = 0,02) e a fibrose (p = 0,04). O IST correlaciona-se
negativamente com o CL (p = 0,04) e o GE (p = 0,01). Nao foi observada
correlacao significativa entre IST e comprimento do ciclo estral (p = 0,06), niveis
de LH (p = 0,98), &rea da camada de granulosa (p = 0,75), reserva ovariana (p =
0,11) e numero de células de mastocito ovariano e uterino (p = 0,36). Observou-
se apenas uma correlacdo positiva entre os niveis de leptina e o niumero de
células de mastdcito ovariano e uterino (p = 0,02). Nao foi observada correlagéo
significativa entre o nivel de adiponectina e todos os parametros analisados (p >
0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3- Correlagdo entre marcadores metabolicos da dieta HCD, caracteristicas semelhantes a SOP e outras anormalidades reprodutivas

Caracteristicas semelhantes a SOP

Outras anormalidades reprodutivas

Ciclo estral
Pearson P
Marcadores
metabdlicos
Peso corporal 0.23 0.52
Adiposidade 0.71 0.02
LDL 0.46 0.17
TSI 0.61 0.06
Leptina 0.55 0.09
Adiponectina -0.02 0.85

Niveis de LH
Pearson P

0.04 0.91
043 021
0.09 081
0.01 0.98
0.19 058
-0.03 091

Pearson

0.69

0.51

0.81

0.89

0.22

-0.35

Foliculo cistico

P

0.02

0.12

0.01

0.01

0.54

0.31

Gr. area

Pearson P

0.23 0.51
-0.58  0.08
-0.26  0.46
-0.11 0.75
-0.22 0.54
-0.29 041

Pearson

-0.54

-0.77

-0.51

-0.55

-0.32

0.018

Ov. reservar

P

0.11

0.01

0.12

0.11

0.10

0.97

C. Luteo
Pearson P
-0.61 0.06
-0.91 0.01
-0.79  0.01
-0.66  0.04
-0.52 0.12
0.16 0.65

GE

Pearson

-0.72

-0.45

-0.68

-0.91

-0.29

0.24

P

0.01

0.18

0.02

0.01

0.41

0.49

Inflamm
Pearson P
0.49 0.14
0.77 0.01
0.51 0.12
032 0.36
0.71 0.02
-0.1 0.71

EROs

Pearson

0.54

0.55

0.44

0.76

0.61

-0.13

P

0.13

0.12

0.23

0.02

0.07

0.74

Colageno
Pearson P
0.28 0.45
0.68 0.02
0.26 0.45
0.66 0.04
0.08 0.81
-0.07 0.83

HCD: Dieta rica em carboidratos; SOP: Sindrome do ovario policistico; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; TSI: Teste de sensibilidade a insulina; LH: Hormdnio

luteinizante; Area gr.: Area da granulosa; Ov. reserva: Reserva folicular ovariana; C. Luteo: Corpo liteo; GE: Glandulas endométrio; Inflamamm: Numero de mastocitos;

EROs: Espécies reativas de oxigénio; P: valor de p; n= 4-5.
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DISCUSSAO

Nosso estudo fornece evidéncias de que a exposicdo subaguda a dieta HCD por
15 dias é responsavel por prejuizos metabodlicos, como aumento do peso
corporal/adiposidade, hipertrofia de adipdcitos, dislipidemia, intolerancia a

glicose e resisténcia a insulina (RI) e hiperleptinemia.

Essas disfuncionalidades metabdlicas estdo ligadas ao funcionamento
inadequado do trato reprodutivo em ratas. Especificamente, a dieta HCD levou
a um ciclo estral irregular e elevados niveis de LH sérico com redu¢&o no nimero
de foliculos ovarianos primordiais e primarios, sugerindo que a exposi¢cédo a HCD
prejudica a reserva folicular ovariana em ratas. O HCD também causou
desenvolvimento folicular ovariano anormal, com reducdo nos foliculos
ovarianos pré-antrais, antrais, sadios, numero de CL, e um aumento nos foliculos

ovarianos cisticos, atrésicos e nao sadios.

A exposicao a HCD resultou em atrofia uterina com reducédo no numero de GE,
inflamacdo e estresse oxidativo trato reprodutivo. Além disso, correlacdes
(Tabela 3) positivas foram observadas entre peso corporal/adiposidade e Rl com
comprimento de ciclo estral, foliculos cisticos, reserva ovariana, GE, trato

reprodutivo com inflamacéo, OS e fibrose.

Coletivamente, esses dados sugerem que a alimentacdo rica em carboidratos
refinados leva a caracteristicas semelhantes a SOP, prejudica a reserva folicular
ovariana, o numero de GE e outras anormalidades reprodutivas em ratas,
demonstrando que 0 excesso desse macronutriente proporciona leva a

consequéncias metabdlicas e reprodutivas.

Nossos dados sugerem que o modelo de HCD levou a importantes complicacées
da obesidade, mostrando a importéancia da composi¢cdo de macronutrientes
dietéticos e do estado nutricional no desenvolvimento de anormalidades
metabdlicas. Evidéncias emergentes apoiam a ideia de que a alimentacdo com
HCD leva a consequéncias como obesidade, com aumento da adiposidade
associada a inflamacéo crbnica de baixo grau, intolerancia a glicose, RI,
hiperleptinemia, dislipidemia e outras disfungdes fisiolégicas em modelos de
alimentacdo aguda e ou de Ilongo prazo (Oliveira et al, 2013)

Surpreendentemente, camundongos alimentadas com HCD por apenas 1, 3 ou
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14 dias apresentam aumento na adiposidade, tamanho do adipdcito, glicemia e
metabolismo lipidico anormais, aumento nos niveis de leptina e resposta
aumentada de células imunes. Como esperado, a alimentacdo a longo prazo
com HCD (por 12 semanas) manteve alta e/ou aumentou adiposidade em outro
grupo de animais (Oliveira et al., 2013). Nossos resultados sdo consistentes com
esses dados, que demonstraram um aumento do peso/adiposidade corporal,
adipdcitos hipertroficos, perfil lipidico anormal, tolerancia irregular a glicose e
sensibilidade a insulina reduzida e hiperleptinemia em ratas alimentadas com
HCD por 15 dias.

As consequéncias da obesidade na funcao reprodutiva feminina (irregularidades
do ciclo reprodutivo, falha na ovulacéo, infertilidade, aborto, complicacGes da
gravidez e SOP) sdo bem descritas por diversos estudos epidemioldgicos e
experimentais (Roberts et al., 2017; Goodarzi et al., 2011; Hartz et al., 1979).
Embora o desfecho causado pela obesidade seja bem conhecido, as causas e
mecanismos associados entre complicacdes da obesidade e caracteristicas da

SOP ainda ndo estdo claras.

Embora véarios modelos de DIO, como HFD tenham consequéncias
semelhantes, ou seja, aumento do tecido adiposo associado a inflamacéo,
hiperleptinemia, RI, hiperinsulinemia, hiperandrogenismo e dislipidemia, etc,
(Divall et al., 2015; Velasco et al., 2019) os efeitos do HCD sobre a funcéo
reprodutiva ndo sdo bem conhecidos. Além disso, ainda nao fizemos um estudo
semelhante utilizando exposicdo subaguda de HCD para avaliar a funcéo
reprodutiva. Por essa razdo, comparamos as consequéncias encontradas em
nosso modelo com outros estudos que utilizaram outros modelos obesidade
induzida por dieta com consequéncias metabdlicas ou reprodutivas

semelhantes, como HFD ou dieta de alto teor de gordura e acucar (HFHS).

Estudos anteriores relataram que roedores e mulheres obesas apresentam ciclo
reprodutivo anormal (Lainez e Coss, 2019; Jain et al., 2007; Fernandez et al.,
2017). Lainez et al. ttm demonstrado ciclos anormais e mais longos, sem
alteracdes significativas nos niveis de LH e FSH em camundongos fémeas

alimentadas com HFD por 12 semanas (Lainez et al., 2018).

Ciclo estral irregular, com reducao de estro (E) e aumento na fase metaestro-

diestro (MD) e comprimento do ciclo estral, niveis elevados de LH, sem
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alteragbes nos niveis de FSH foram observadas em camundongos fémeas
alimentadas com HFD por 12 semanas (DiVall et al., 2015). O excesso de
gordura da dieta levou a um estado nutricional anormal que contribuiu para as

caracteristicas toxicolédgicas reprodutivas (DiVall et al., 2015).

Nossos resultados sao consistentes com esses encontrados, demonstramos que
ratas alimentadas com HCD por 15 dias tinham ciclo estral anormal, passando
cada vez menos tempo na fase estro e mais tempo na fase de MD, com um
aumento geral no comprimento do ciclo. As ratas HCD também apresentaram
um aumento nos niveis do LH sérico. Além disso, observou-se forte correlagédo
(Tabela 3) positiva entre a adiposidade e o comprimento do ciclo estral. Assim,
o ciclo estral anormal pode estar associado a uma complicacdo da obesidade

induzida pela HCD na morfologia do ovario e/ou perfil dos horménios sexuais.

A irregularidade na morfologia do ovério e/ou nos niveis dos hormoénios sexuais
sdo uma caracteristica comum em varios modelos de DIO, como a exposi¢cao ao
HFD e HFHS (Roberts et al., 2017; Divall et al., 2015; Wu et al.,2014). Wu et al.
observaram reducdo no numero de CL associada a uma elevacdo da
testosterona sérica, mas sem alteragbes nos niveis de estrogénio em
camundongos fémeas alimentadas com HFD por 12 semanas (Wuet al., 2014).
DiVall et al. observaram um aumento no nimero de CL com hiperandrogenismo
usando modelo semelhante de camundongos fémeas obesas (DiVall et al.,
2015). Um aumento no numero de foliculos ovarianos, CL e cisticos sem
alteracdes nos niveis de testosterona sérica foram observados em ratas
alimentadas com HFHS por 11 semanas (DiVall et al., 2015). Em nosso trabalho,
observamos uma reducéo no quantitativo de foliculos da reserva folicular, e dos
demais foliculos sadios em desenvolvimento, o que, consequentemente levou a
uma reducéo dos foliculos totais e dos corpos luteos, e um aumento de foliculos

nao sadios (atrésicos e cisticos).

O estado metabdlico anormal como resultado do excesso de dietas ricas em
gordura, carboidrato ou ambos, mostrou a importancia do equilibrio de
macronutrientes dietéticos para modular a fungdo ovariana normal (Legan e
Karsch, 1975; Hartz et al., 1979; Lainez et al., 2018). Recentemente, Hohos et
al. relataram uma reducgé&o nao significativa nos niveis de CL, foliculos ovarianos
primordiais e hormonio anti-Milleriano (AMH) (36,5, 21,9 e 28,6 %,
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respectivamente) em camundongos fémeas alimentadas com HFD por 10

semanas (Hohos et al., 2020).

Nossos dados séo consistentes com esses estudos, no entanto, observamos
que as ratas do grupo HCD tiveram uma reducdo nos foliculos ovarianos
primordiais, primarios, pré-antrais, antrais e de saude total, sugerindo que a
exposicdo ao HCD prejudica a reserva e o desenvolvimento do ovario. O
esgotamento dos foliculos primordiais e/ou primarios, levando a uma diminuicéo
no numero de foliculos ovarianos pré-antrais e antrais e total, além do declinio
acelerado pelo qual esses foliculos primordiais sé&o perdidos, é a hipotese de ser
o principal mecanismo pelo qual as mulheres transitam para a menopausa ou
outras anormalidades reprodutivas, como a insuficiéncia ovariana prematura
(IOP) (Faddy et al., 1992; Gougeon et al., 1994; Tatone et al., 2008).

Além disso, observou-se uma reducdo do numero de CL em ratas de HCD,
indicando que essas ratas apresentaram menos eventos ovulatérios. Observou-
se aumento de foliculos atrésicos, cisticos e ndo sadios em ratas de HCD.
Observou-se fort correlacao (Tabela 3) positiva entre o peso corporal, LDL, Rl e
os foliculos ovarianos cisticos. Observou-se forte correlagéo (Tabela 3) negativa
entre a adiposidade e a reserva folicular ovariana. Assim, a presenca de foliculos
cisticos e esgotamento na reserva ovariana estdo associadas a complicacdes da
obesidade induzida pela HCD na morfologia do ovario. Os critérios para o
diagndstico de SOP requerem a presenca de pelo menos dois dos trés principais
sintomas: oligo ou anovulacao, hiperandrogenismo e morfologia policistica dos
ovarios (Fauser, 2004). Em nosso estudo, os animais sob exposicdo a HCD
apresentaram fortemente os sintomas da anovulacdo e morfologia policistica
ovariana, que também foram corroborados com correla¢gdes (Tabela 3) negativas
entre peso corporal, adiposidade, LDL, nimero de CL e foliculo cistico e

resisténcia a insulina.

Outros modelos de SOP, como di-hidrotestosterona de longo prazo (DHT, 90
dias a partir dos 21 dias de idade) também apresentaram aumento de foliculos
antrais ndo sadios, reducdo da espessura da camada de granulosa e
hipercolesterolemia em camundongos fémeas (Caldwell et al., 2014). Meninas
obesas puberes e alguns modelos de obesidade induzida por dieta ou modelos

SOP induzido por letrozole apresentaram maior secrecdo de LH, sugerindo que
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o LH poderia ser um fator-chave nas consequéncias da SOP (McCartney et al.,
2009; Esparza et al., 2020).

Observamos também uma reducéo na camada de granulosa de foliculos antrais
e um aumento nos niveis de LH em ratas HCD em comparacdo com ratas de
controle. Assim, nosso modelo de HCD apresenta caracteristicas metabdlicas e
reprodutivas que observadas em diferentes modelos de SOP, demonstrando que
0 excesso de carboidratos da dieta desempenhou um papel importante no

desenvolvimento dessas consequéncias adversas.

Evidéncias crescentes implicam fortemente as consequéncias da obesidade e
ou SOP na mediacéao de disfun¢des uterinas (Symons et al., 2018; Kuyucu et al.,
2018; Orostica et al., 2020). Oréstica et al. relataram que a funcédo de endométrio
anormal esti associada ao aumento de citocinas pro-inflamatérias (como
elevacao dos niveis do fator de necrose tumoral-alfa - TNF-a) e sinalizacédo
irregular de insulina em mulheres obesas e obesa com SOP (Rhee et al., 2016).
O comprometimento na decidualizacdo de células endometriais foi observado
em camundongos fémeas alimentadas com HFD por 12 semanas, uma
adaptacao critica necessaria para a gravidez (Rhee et al., 2016). Em nosso
estudo, observamos atrofia uterina com reducdo na area endometrial e
miometrial, bem como um menor nimero de GE em ratas HCD. Estudos afirmam
que o padrdo endometrial adequado é um parametro importante no sucesso da
implantagédo (Kuyucu et al., 2018; Sharara et al., 1999). No entanto, Fungfuang
et al. relataram hipertrofia uterina apenas 5 dias depois que ratas alimentaram
com HFD (Fungfuang et al., 2013). Da mesma forma, Kuyucu et al. relataram um
aumento na espessura do endométrio em ratas apds 7 dias com uma exposi¢ao
de 6 mg/kg/dia de dehidroepiandrosterona (DHEA), como modela SOP (Kuyucu
et al.,2018).

Além disso, observou-se forte correlacdo (Tabela 3) negativa entre peso
corporal, LDL e TSle numero GE. Assim, as consequéncias metabdlicas do HCD
sao responsaveis pela morfologia uterina anormal. Estudos anteriores indicam
gue a obesidade e/ou a SOP podem prejudicar o trato reprodutivo por meio do
estresse oxidativo (OS) (Blagojevi¢ et al., 2018; Yao et al., 2019). Antoniotti et al.
demonstraram que citocinas inflamatérias se encontravam elevadas dentro da

cavidade uterina de pacientes obesas, como peptideo/proteina quimiotatica
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monocitica 1 (MCP-1) (Antoniotti et al., 2018). Skaznik-Wikiel et al.,2016) relatou
que a exposicdo de 10 e de 32 semanas ao HFD resultou em deplecédo de
foliculos primordiais em camundongos fémeas, e que essa complicacdo poderia
ser mediada pelo aumento da inflamacdo dos ovérios (Skaznik-Wikiel et al.,
2016).

Nossos resultados sdo consistentes com estes dados, ja que demonstraram um
aumento da inflamacdo pelo aumento do niumero de mastécitos nos tecidos
ovarianos e uterinos em ratas HCD. N6s ainda observamos uma forte correlacéo
(Tabela 3) positiva entre adiposidade e TSI com inflamacéo do trato reprodutivo.
Esses dados sugerem que a exposicao a dieta HCD de forma subaguda pode

levar a inflamacao no trato reprodutivo de camundongos.

Aumento na expressao de mRNA da catalase (CAT) e da glutationa peroxidase
(GPx) e aumento da apoptose dos ovarios foram observados em camundongos
obesas induzidos por HFD por 12 semanas (Yao et al.,2019). Observou-se
aumento do estresse oxidativo no trato das ratas alimentadas com dieta de rica
em sacarose por 8 semanas por elevada atividade uterina de GPx e niveis
aumentados de malondialdeido (MDA), associados a baixa atividade de CAT
uterino e ovariano (Sadowska et al., 2019). Pacientes com SOP apresentaram
associacdo entre estresse oxidativo, dislipidemia e inflamacdo, que foi
aumentada pela obesidade (Blagojevi¢ et al., 2018). Nossos resultados sé&o
consistentes com esses dados, jaA que demonstram aumento do estresse
oxidativo por aumento dos niveis de TBARS ovariano e dos niveis de anion de

superoéxido uterino em ratas HCD.

Também observamos forte correlacdo (Tabela 3) positiva entre TSI e estresse
oxidativo do trato reprodutivo. Esses dados sugerem que a exposi¢cdo ao HCD é
capaz de levar a anormalidades do trato reprodutivo, pelo menos em parte, pelo
desequilibrio redox. Além disso, foi observada fibrose ovariana e uterina no trato
reprodutivo do grupo HCD. A presenca de apoptose, inflamagédo estresse
oxidativo e outras consequéncias anormais observadas em obesas, SOP (Sena
et al.,2017; Yao et al., 2019; Sadowska et al., 2019) e nosso modelo podem ser
responsaveis por danos celulares que podem ser substituidos por tecido fibroso.
Observou-se uma forte correlagéo (Tabela 3) positiva entre adiposidade, TSI e

fibrose do trato reprodutivo.
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Fig.12: Esquema da agdo da dieta HCD sobre o trato reprodutivo e tecido adiposo.
Modificado de Nifio et al., 2020.

CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo demonstra que a exposicdo subaguda a dieta
HCD resulta em anormalidades metabdlicas e reprodutivas em ratas,
semelhantes as observadas nos modelos de SOP, mostrando a importancia do
equilibrio de macronutrientes dietéticos e do estado nutricional no
desenvolvimento dessas anormalidades. Portanto, este estudo aumenta a
compreensao da importancia do equilibrio de macronutrientes dietéticos, estado
nutricional e toxicologia e efeitos da dieta HCD sobre funcéo reprodutiva em ratas

adultas.
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