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RESUMO

A prevalência  do  sobrepeso  e  da  obesidade  está  aumentando  rapidamente  no  mundo  e  está 
presente em indivíduos de todas as faixas etárias, incluindo em crianças, e seus efeitos deletérios tendem 
a se prolongar até a vida adulta. Um dos modelos experimentais utilizados para se estudar os efeitos da 
obesidade é a dieta da cafeteria, com alimentos ricos em calorias. O acúmulo de gordura corporal tem 
sido implicado  em distúrbios  da função reprodutiva  feminina.  Resultados  prévios  evidenciaram uma 
instalação da puberdade precoce, alterações no ciclo reprodutivo e nas concentrações plasmáticas dos 
hormônios  envolvidos  no controle  da  reprodução e,  em conseqüência,  redução na ovulação  e  ciclos 
anovulatórios em mulheres e ratas que apresentam sobrepeso ou são obesas. A Angiotensina II (Ang II) 
tem sido relacionada com alterações patológicas associadas à obesidade e está envolvida no controle da 
reprodução feminina. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi investigar uma possível participação da 
Ang II, através da administração intraperitoneal (ip) diária a partir do desmame do antagonista losartan 
do receptor AT1 de Ang II sobre parâmetros reprodutivos, incluindo a instalação da puberdade, o ciclo 
estral, o comportamento sexual, a ovulação e o perfil dos esteróides gonadais, do hormônio luteinizante 
(LH) e da prolactina ao longo da tarde do proestro em ratas submetidas à ingestão da dieta da cafeteria a 
partir do desmame. Para avaliar os efeitos da dieta da cafeteria sobre o metabolismo, realizamos a medida 
do peso das gorduras retroperitoneal e perigonadal, das concentrações de triglicerídeos e colesteróis total, 
HDL (lipoproteína de alta densidade) e LDL (lipoproteína de baixa densidade) e realizamos um teste 
intravenoso (iv) de tolerância à glicose (ivGTT). O presente estudo confirmou dados obtidos em outros 
protocolos experimentais sobre a antecipação na data da instalação da puberdade e a redução na ovulação 
de fêmeas  obesas,  provavelmente  induzida  pela  ausência  dos  picos  de progesterona  e  do LH. Essas 
fêmeas apresentaram aumento de gorduras corporais, resistência à insulina, elevadas concentrações de 
triglicerídeos  e  LDL e  redução  no  HDL.  A  administração  crônica  de  losartan  evitou  a  redução  na 
ovulação verificada nas fêmeas do grupo cafeteria, assim como dos picos de LH e de progesterona na 
tarde do proestro. O losartan parece evitar parcialmente a instalação da puberdade precoce e prolonga 
ainda mais a fase de diestro 2 do ciclo estral induzidas pela dieta da cafeteria. O comportamento sexual 
das ratas não foi alterado pelo antagonista do receptor AT1  de Ang II. Esses resultados sugerem que a 
associação da administração precoce do antagonista losartan de Ang II em ratas submetidas à dieta da 
cafeteria  a  partir  do  desmame,  previne  a  obesidade,  da  resistência  à  insulina  e  do  aumento  de 
triglicerídeos  e  colesterol  LDL. O bloqueio dos  receptores  de Ang II  ainda parece contribuir  para a 
antecipação da puberdade e do prolongamento do ciclo estral observado nas fêmeas submetidas à dieta da 
cafeteria e contribui para inibir os efeitos da dieta sobre o pico pré-ovulatório de LH e de progesterona.



ABSTRACT

The prevalence  of  overweight  and  obesity  is  increasing  rapidly  in  the  world  and encompasses 
individuals of all ages, including children, and its deleterious effects tend to extend to adulthood. One of 
the experimental models used to study the obesity effects is the cafeteria diet offered to rodents with the 
objective to develop obesity by the intake of foods rich in calories. Studies have shown that the intake of 
hypercaloric  diets  like cafeteria  diet  induces body fat  storage,  insulin resistance and improvement  of 
triglycerides  and  cholesterol  levels.  Fat  pad  storage  has  been  implicated  in  female  reproductive 
disfunctions. Previous results evidenced a precocious onset of puberty, alterations in reproductive cycle 
and in plasma levels  of hormones  involved in  the control  of reproduction as well  as a reduction on 
ovulation and anovulatory cycles in obese or overweight women and female rats. The Angiotensin II 
(Ang  II)  has  been  related  to  deleterious  alterations  associated  with  obesity  and  studies  shown  an 
involvement of Ang II in the control of female reproduction. In this manner, the objective of this work 
was to investigate a possible participation of Ang II, through the diary intraperitoneal (ip) administration 
from weaning of the AT1 receptor antagonist losartan, on the effect of the intake of cafeteria diet offered 
in early life on reproductive parameters, including the onset of puberty, estrous cycle, sexual behavior, 
ovulation rates and the profile of the gonadal steroids, luteinizing hormone (LH) and prolactin through 
the proestrous afternoon in female rats. To verify the effects of the cafeteria diet on the metabolism, we 
measure the retroperitoneal and perigonadal fat pad weights, the triglycerides and total cholesterol, HDL 
(high density lipoprotein) and LDL (ligh density lipoprotein) and we realized an intravenous (iv) glucose 
tolerance test (ivGTT). The present study confirmed data obtained in other experimental protocols on the 
earlier  onset of puberty and a reduction of ovulation rates in female rats  submitted to cafeteria  diet, 
probably due to the absence of the preovulatory surge on proestrous afternoon of progesterone and of LH 
observed in this  group. These females  presented higher fat  pads weights,  insulin  resistance,  elevated 
levels  of  triglycerides and  LDL  and  reduced  levels  of  HDL.  Losartan  administration  avoided  the 
reduction in ovulation  verified in females  of cafeteria  group, as well  as the LH surge on proestrous 
afternoon.  Losartan  seems  to  prevent  partially  the  precocious  onset  of  puberty  and  promotes  and 
additional increase in the phase 2 of diestrous induced by cafeteria diet. Sexual behavior of female rats 
was not altered by the antagonist of AT1 receptor of Ang II. These results suggest that the association of 
precocious administration of antagonist losartan of Ang II in female rats submitted to cafeteria diet since 
weaning,  inhibits  the occurrence of fat  pad storage,  of insulin  resistance and of the improvement  of 
triglycerides and cholesterol LDL levels. The Ang II seems to contribute to the earlier onset of puberty 
and to the prolongation of the estrous cycle of female submitted to cafeteria diet and the administration of 
losartan revert the inhibitory  effects of the cafeteria diet on preovulatory LH and progesterone surges 
and, in consequence, the ovulation rates of these female rats is reestablished.



APRESENTAÇÃO

Esta tese foi estruturada em 2 experimentos. No experimento 1 avaliamos o efeito da dieta da 

cafeteria,  introduzida  a  partir  do  desmame,  sobre  o  ciclo  reprodutivo  de  ratas.  No  experimento  2 

avaliamos o efeito da associação da administração de losartan com a dieta da cafeteria introduzidos a 

partir do desmame sobre parâmetros reprodutivos em ratas. Em ambos os experimentos, pretendíamos 

avaliar  o  efeito  do  inicio  a  partir  do  desmame  e  com duração  prolongada  até  a  vida  adulta  destas 

intervenções (dieta da cafeteria isolada e dieta da cafeteria associada à administração de losartan).

Nesse trabalho, a dieta da cafeteria foi utilizada para induzir um aumento do conteúdo de gordura 

corporal e alterações metabólicas,  normalmente associadas a esse aumento.  Assim, para avaliarmos o 

impacto da dieta da cafeteria, medimos o peso corporal, o acúmulo de gordura corporal, as variações nas 

concentrações de glicose e insulina em resposta à administração de glicose, o perfil de ingestão alimentar 

e os níveis de colesteróis e triglicerídeos das ratas.

Os  parâmetros  reprodutivos  analisados  foram  a  instalação  da  puberdade,  o  ciclo  estral,  o 

comportamento sexual na noite do proestro, a ovulação na manhã do estro e o perfil  dos hormônios 

estradiol,  progesterona,  LH  e  prolactina  na  tarde  do  proestro.  As  mesmas  metodologias  foram 

empregadas para o estudo destes parâmetros nos dois experimentos.
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1.1. A obesidade 

 

O sobrepeso e a obesidade representam importantes problemas de saúde pública e vêm assumindo 

características epidêmicas (Wei et al. 2004). A prevalência de obesidade aumentou em todo o mundo 

mais de 75% desde 1980 e em conseqüência, mais de 1,5 bilhões de pessoas no mundo apresentam 

sobrepeso ou são obesas (Deitel 2003; Ogden et al. 2007). A urbanização, as rápidas mudanças 

tecnológicas e a disponibilidade de alimentos palatáveis têm alterado o modo de vida das pessoas, 

promovendo uma excessiva ingestão calórica e uma redução da atividade física (Loos & Bouchard 2003). 

A obesidade aumenta o risco de desenvolvimento de muitas patologias, tais como alterações de 

pressão arterial e colesterol, asma, artrite e problemas cardiovasculares (Hill & Peters 1998; Gogia & 

Agarwal 2006; Lee et al. 2007), que diminuem a qualidade e a expectativa de vida (Hill & Peters 1998). 

A epidemia da obesidade, juntamente com o diabetes não-dependente de insulina ou tipo dois e a 

resistência à insulina, está associada à prevalência da síndrome metabólica (Zimmet et al. 2001; 

Olshansky et al. 2005). A hiperinsulinemia de jejum observada na resistência à insulina e no diabetes tipo 

dois em indivíduos obesos pode ocasionar um perfil lipídico desfavorável, como o aumento das 

concentrações séricas de triglicerídeos, do colesterol LDL e a diminuição do colesterol HDL (Wild et al. 

1992; Rajkhowa et al. 1997). Em roedores e humanos, a sobrecarga de lipídios pode destruir as células β-

pancreáticas (Lee et al. 2007), através do processo de lipoapoptose (Shimabukuro et al. 1998). 

A epidemia da obesidade não se restringe a um período específico da vida e inclui crianças e 

adolescentes (Ogden et al. 2002; Miller et al. 2004). Fatores de risco à doença coronária como 

dislipidemia, hipertensão e reduzida tolerância à glicose têm sido descritas em crianças obesas, com 

sintomas similares aos observados em indivíduos adultos (Dietz 1994). Adicionalmente aos efeitos 

deletérios da obesidade durante a infância, os reflexos desses efeitos na vida adulta têm sido verificados. 

De fato, a sobrenutrição precoce induz o desenvolvimento de patologias na idade adulta, incluindo a 
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resistência à insulina (Martins et al. 2008), doenças cardiovasculares e o diabetes tipo dois (Dietz 1994; 

Weiss et al. 2004; Barker 2007) e a obesidade e a síndrome metabólica promovem um aumento precoce 

da capacidade adipogênica e lipogênica dos adipócitos (Muhlhausler & Smith 2009). 

Durante a última década, tem se tornado evidente que os adipócitos são células endócrinas 

extremamente ativas que secretam importantes hormônios, citocinas, substâncias vasoativas e outros 

peptídeos. Os hormônios adipócitos-específicos são agora conhecidos como adipocinas e são ativamente 

envolvidos na regulação de diversas funções fisiológicas, como a homeostase energética, a sensibilidade 

à insulina, a inflamação, o apetite, a angiogênese e a pressão arterial. O acúmulo de tecido adiposo é uma 

condição para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e coexiste com a resistência à insulina 

(Nakamura et al. 1994; Grundy 1999). Por exemplo, o fator de necrose tumoral TNF-K, a resistina, 

adiponectina e a leptina são considerados fatores derivados do tecido adiposo relacionados à resistência à 

insulina em indivíduos obesos (Hotamisligil et al. 1993; Steppan et al. 2001; Ryo et al. 2004). 

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da obesidade vêm sendo estudados há muitos anos, 

para se tentar intervir a sua instalação. Muitas moléculas que estão envolvidas na modulação do apetite e 

regulação do peso corporal também são alvos de estudo como a colecistocinina, serotonina, bombesina, 

peptídeo de liberação da gastrina, glucagon (Azziz et al. 2004) e neurotensina (Williams et al. 1991), que 

são moléculas que estimulam a saciedade. Por outro lado, a galanina e a norepinefrina são estimuladores 

do apetite (Azziz et al. 2004). Entretanto, tais moléculas exercem pouca influência a longo prazo, assim, 

outras moléculas sinalizadoras estão envolvidas na homeostase energética, como a leptina e o 

neuropeptídeo Y (NPY). A leptina é uma proteína plasmática produto do gene Ob secretada pelos 

adipócitos, que de acordo com sua quantidade, informa proporcionalmente ao cérebro a quantidade de 

tecido adiposo, inibindo a ingestão alimentar e aumentando o gasto energético (Dawson et al. 1997) e o 

NPY é um potente estimulador do apetite e redutor do gasto energético, sintetizado em neurônios 

hipotalâmicos situados no núcleo arqueado (Kalra et al. 1998).  
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1.1.1. Modelos de obesidade – a dieta da cafeteria  

 

Ao longo do tempo, a obesidade vem sendo estudada, através de modelos experimentais animais, 

com a finalidade de esclarecer os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de patologias relacionadas 

à sua instalação. Entre eles incluem-se os provocados por lesões cerebrais, os de origem genética (Bray & 

York 1979), a lesão química de regiões hipotalâmicas induzidas por injeção de drogas (Suzuki et al. 

1990; Segal et al. 1991) e a obesidade induzida por dietas hipercalóricas ou hiperlipídicas (Sclafani & 

Springer 1976).  

As dietas ricas em calorias para indução da obesidade em modelos experimentais são utilizadas 

com o objetivo de se assemelhar à obesidade em humanos, comumente provocada por ingestão de 

alimentos ricos em calorias. A dieta da cafeteria é uma dieta de indução de obesidade e consiste de uma 

escolha de alimentos processados com uma elevada quantidade de gordura e/ou açúcares e sal, incluindo 

biscoitos, salgadinhos, chocolates, em adição à ração padrão para ratos (Prada et al. 2005). O termo dieta 

da cafeteria foi originalmente usado para designar a ingestão de uma variedade de itens característicos da 

alimentação ocidental (também conhecida como “Western diet”) ofertados a ratos para indução de 

obesidade (Sclafani & Springer 1976). Vários protocolos de oferta desta dieta são utilizados, incluindo 

trabalhos que iniciam a dieta 7 dias pós-parto (Dameto et al. 1994), aos 21 dias (a data de desmame em 

ratos) (Prats et al. 1989), ou em adultos jovens (Rothwell & Stock 1979). A duração da dieta e os itens 

ofertados também apresentam variações (Shafat et al. 2009). A dieta da cafeteria promove adaptações 

fisiológicas que resultam em redução na sensibilidade aos efeitos anoréxicos da leptina (Wei et al. 2004), 

hipertensão (Coatmellec-Taglioni et al. 2002), aumento da adiposidade e resistência à insulina em 

roedores (Llado et al. 1995; Prada et al. 2005). 
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1.2. Função reprodutiva de ratas 

  

A semelhança com o perfil hormonal da mulher tornam a rata um excelente modelo experimental 

para estudos de reprodução. Desta forma, grande parte do conhecimento que possuímos, até o presente 

momento, sobre o controle do ciclo ovariano de vários mamíferos, cuja ovulação é espontânea, é baseado 

em estudos sobre o ciclo estral das ratas (Smith et al. 1975). A função reprodutiva das ratas inicia-se com 

a instalação da puberdade, caracterizada pela ocorrência da abertura vaginal e usualmente acompanhada 

pela primeira ovulação (Terasawa & Fernandez 2001), sendo definida como o período transiente entre a 

infância e a idade adulta, em que as características sexuais secundárias aparecem, o crescimento corporal 

ocorre e as gônadas iniciam a produção de gametas maduros capazes de fertilização (Reiter et al. 1975). 

Posteriormente à instalação da puberdade, com início próximo dos 70 dias de vida, o ciclo reprodutivo da 

rata tem como marco principal a ovulação e a rata, assim como a mulher, apresenta ovulação cíclica 

espontânea independente de alterações sazonais ou de atividade sexual. Os processos de crescimento e 

maturação folicular, assim como o funcionamento do corpo lúteo, são coordenados diretamente pelas 

gonadotrofinas e modulados pela ação dos esteróides ovarianos (Smith et al. 1975). O ciclo de ratas 

compõe um meio natural para se estudar as variações nas concentrações plasmáticas dos esteróides 

ovarianos e hipofisários e suas ações fisiológicas sobre o epitélio vaginal, o comportamento sexual e a 

ovulação. 

 

 

1.2.1. A puberdade 

 

A puberdade é promovida por eventos que iniciam no sistema nervoso central e são independentes 

de influências gonadais (Terasawa & Fernandez 2001). Esses eventos são dependentes de um aumento na 

secreção da secreção do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Em primatas, os neurônios 
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GnRH estão sob inibição central tônica durante o período juvenil. Neurônios gabaérgicos parecem 

estabelecer impulsos inibitórios tônicos nos neurônios GnRH (Jarry et al. 1993), inibindo o processo 

puberal, evitando a secreção prematura de GnRH (Terasawa & Fernandez 2001). A ativação puberal do 

GnRH em fêmeas de mamíferos parece ser derivada de um aumento das influências excitatórias (Ojeda et 

al. 1980; Parent et al. 2003), provavelmente através da ativação da neurotransmissão glutamatérgica (van 

den Pol & Trombley 1993). Em ratas, a inibição central tônica parece não existir e a ativação puberal 

parece requerer a ativação coordenada direta de influências neuronais excitatórias como o 

estabelecimento de influências glutamatérgicas e de outros sistemas neuronais facilitatórios nesse período 

(Parent et al. 2003). 

 

 

1.2.2. O ciclo estral 

 

O ciclo das ratas conhecido como ciclo estral, é composto por quatro fases distintas com duração 

total aproximada de quatro dias (Santoro et al. 2004) (figura 2). O estro é o período no qual a fêmea 

apresenta desejo sexual, ou seja, ela está receptiva para o coito. Esta fase dura de 25 a 27 horas, e é 

durante este período, mais precisamente, durante a manhã do estro que ocorre a ovulação. Os períodos 

entre os estros são denominados de proestro, diestro 1 ou metaestro e diestro ou diestro 2. O proestro 

dura de 12 a 14 horas e precede o estro. Se não há fertilização, após o estro existe um período de 

recuperação denominado de diestro 1 cuja duração é de 6 a 8 horas, seguido pelo diestro 2 que dura de 55 

a 57 horas, onde se reinicia a secreção de hormônios ovarianos para o próximo ciclo (Smith et al. 1975). 

Cada uma das fases do ciclo estral é facilmente determinada pela análise do tipo de células que descama 

do epitélio vaginal (figura 1) tecido altamente responsivo ao estradiol e a progesterona. No proestro, 

observa-se um número abundante de células epiteliais nucleadas, resultado da estratificação e 

proliferação celular induzida pelos estrógenos. No estro, a elevação de estradiol se traduzem na 
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corneificação celular característica dessa fase. No diestro 1, persistem poucas células corneificadas e 

outras nucleadas, acompanhadas por um grande número de leucócitos. No diestro 2, o esfregaço vaginal 

apresenta apenas um infiltrado leucocitário, sem células epiteliais, conseqüência da ação da progesterona 

(Santoro et al. 2004). 

 

 

 
Figura 1. Fotomicrografia das fases do ciclo estral de ratas com ciclos regulares. Os esfregaços foram 
coletados entre 8:00 e 10:00 horas da manhã. A: Proestro; B: Estro; C: Diestro 1; D: Diestro 2. 

 

 

1.2.3. Desenvolvimento folicular e esteroidogênese 

 Uma característica comum entre o ciclo das diferentes espécies de mamíferos é o período de 

crescimento folicular nos ovários. Esse crescimento é de grande importância, pois sua conseqüência é um 

aumento na produção de estrógenos e, em menor escala, na de progesterona, os quais são responsáveis 

por desencadear o pico pré-ovulatório de gonadotrofinas que induz a ovulação. 

O processo de foliculogênese pode ser dividido em três etapas distintas, iniciando pelo 

desenvolvimento do folículo primordial em folículo primário e a transição deste, crescendo e formando o 

folículo secundário; em inicia a formação do antro e o desenvolvimento inicial do folículo pré-antral, e 

por fim, o seu desenvolvimento em folículo antral (SILVA et al., 2009).  
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A progressão do desenvolvimento do folículo para o estágio antral ou pré-ovulatório é caracterizado 

por uma contínua proliferação das células da granulosa e da teca, aumento da vasculatura, crescimento do 

oócito, desenvolvimento da cavidade antral(OKTEM & OKTAY, 2008). O folículo primordial, que consiste 

de uma pequena célula e uma lâmina de células da granulosa achatadas, cresce e diferencia-se em um 

folículo antral, o folículo pré-ovulatório, que se torna maduro e é liberado no processo de ovulação. Os 

folículos pré-ovulatórios contêm um oócito desenvolvido e várias camadas de células da granulosa, que 

são envolvidas pelas células da teca. A síntese de hormônios esteróides nos ovários ocorre 

predominantemente nas camadas de células da granulosa e da teca dos folículos.  

A porção interna da teca é altamente vascularizada e produz grande quantidade de progesterona e 

andrógenos, os quais atuam como precursores para a síntese de estrógenos nas células da granulosa. A 

androstenediona e a testosterona difundem-se para as células da granulosa, onde são convertidas, 

principalmente, a estradiol, pela ação da enzima aromatase (LUU-THE, 2001; MINDNICH et al., 2004).  

Este estradiol aumentado, por sua vez, induz a síntese de receptores para FSH nos folículos, 

promovendo a proliferação das células da granulosa, o que resulta em maior produção de aromatase e em 

consequência, maior produção de estrógenos. Assim, no decurso da fase folicular, vai se estabelecendo 

uma alça de retroalimentação positiva no próprio ovário, resultando em um aumento lento e gradual da 

secreção de estradiol até chegar na fase ovulatória, quando atinge suas concentrações máximas, enquanto 

as concentrações de progesterona e andrógenos permanecem reduzidas (Anselmo-franci & Szawka, 

2005). 

À medida que o folículo se aproxima do final da fase antral do desenvolvimento (folículo pré-

ovulatório), por ação do FSH e estrógenos, as células da granulosa passam a sintetizar receptores para 

LH. Como essas células apresentam baixa atividade da enzima C17,20-liase (que converte progestágenos 

a andrógenos), estas passam a produzir quantidades aumentadas de progesterona, além de manterem a 

conversão de andrógenos a estrógenos (Anselmo-franci & Szawka, 2005). 
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1.2.4. Perfil dos hormônios reprodutivos durante o ciclo estral 

 

As gonadotrofinas, LH (hormônio luteinizante) e FSH (hormônio folículo-estimulante), são 

glicoproteínas produzidas e secretadas pela adenohipófise, em um conjunto de células especializadas 

denominadas gonadotrofos, e que atuam na regulação da função ovariana (Clayton & Catt 1981). No 

ciclo estral, as concentrações de LH e FSH permanecem reduzidas durante quase todo o ciclo. A secreção 

de LH aumenta antes da ovulação, o que chamamos de “pico pré-ovulatório”. Assim, no início da tarde 

do proestro, ocorre um aumento nas concentrações de LH e FSH que culmina com um pico no fim da 

tarde do proestro, sendo o pico de LH responsável pela indução da ovulação algumas horas depois. As 

concentrações de LH e FSH retornam aos valores basais na metade da manhã do estro. Já as 

concentrações de estradiol são reduzidas entre o estro e a manhã do diestro 1 e começam a aumentar a 

partir da tarde do diestro 1, atingindo seus maiores valores perto do meio dia do proestro e retornando aos 

valores basais no início da madrugada do estro. A progesterona apresenta um pico de origem folicular na 

tarde do proestro quase que simultaneamente ao pico de LH e retorna a valores basais na manhã do estro. 

Além disso, um segundo pico, de origem luteal, inicia ao meio dia do diestro 1, mantendo-se na 

madrugada do diestro 2 e reduzindo aos valores basais no início da manhã do diestro 2. Por fim, a 

prolactina também apresenta um pico pré-ovulatório, na tarde do proestro, juntamente com o pico de 

gonadotrofinas (Butcher et al. 1974; Smith et al. 1975; Gomes et al. 1999) (figura 2). 
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Figura 2 – Concentrações plasmáticas (média ± E.P.M.) de progesterona, prolactina, estradiol, hormônio 
luteinizante e hormônio folículo-estimulante obtidas em intervalo de 2 horas nas quatro fases do ciclo 
estral de ratas. O traço mais largo no eixo horizontal representa o período escuro do ciclo diário claro-
escuro (Adaptado de Smith et al. 1975). 
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1.2.5. Comportamento sexual da rata – o reflexo de lordose 
 

 

Durante o ciclo estral normal da rata, as alterações hormonais induzem o aparecimento de uma 

série de comportamentos que indicam a receptividade da fêmea, os quais incluem investigação dos 

genitais do macho, pequenas corridas e saltos, vocalizações e contatos físicos efêmeros, além da 

expressão do comportamento de lordose (Ellingsen & Agmo 2004).  

O reflexo de lordose é uma postura estereotipada adotada pela fêmea receptiva em resposta à 

estimulação tátil do macho através do seu comportamento de monta (Truitt et al. 2003). A lordose é a 

característica mais proeminente da receptividade sexual da fêmea, e portanto, é um importante parâmetro 

para avaliação dessa receptividade. Este comportamento auxilia a intromissão peniana e resulta da 

ativação de um circuito neural dependente da regulação pelos esteróides gonadais (Flanagan-Cato et al. 

2001; Sepilian & Nagamani 2005). Dessa forma, a retirada dos ovários abole o comportamento sexual, 

sendo a sua reinstalação possível apenas após a reposição com estradiol e progesterona. Apesar da ação 

do estradiol sobre o núcleo ventromedial do hipotálamo ser crucial para a promoção deste 

comportamento (Mathews & Edwards 1977; Pleim et al. 1989), o tratamento isolado com estradiol induz 

somente alguns aspectos do comportamento sexual, como a lordose, enquanto o tratamento com estradiol 

seguido de progesterona induz o conjunto de comportamentos proprioceptivos na sua totalidade (Auger 

2001; Sepilian & Nagamani 2005). 

Além dos esteróides gonadais, a prolactina também exerce influência sobre o comportamento 

sexual (Smith et al. 1975). Evidências sugerem que o bloqueio do pico pré-ovulatório de prolactina na 

tarde do proestro dimimui a receptividade sexual, apontando uma função estimulatória importante para a 

indução da receptividade normal em ratas ciclando (Witcher & Freeman 1985). 
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1.2.6. A ovulação 

 

O ciclo reprodutivo da rata tem como marco principal o processo da ovulação. A ovulação, que é 

o ápice do processo de maturação folicular, depende fundamentalmente do pico pré-ovulatório de LH 

(Smith et al. 1975; Levine 1997).  

Em mulheres, não é necessária alteração de GnRH para que o ciclo progrida em seus vários 

estágios, incluindo o pico pré-ovulatório de LH. Em ratas, no entanto, a importância do GnRH para a 

geração deste pico pré-ovulatório e, portanto, para a ovulação bem reconhecida (Freeman 1994; 

Hotchkiss J; Knobil 1994).  

Este pico é regulado em ratas pelos esteróides ovarianos por meio de dois mecanismos de efeitos 

opostos: o de retroalimentação positiva (estimulatória) e o de retroalimentação negativa (inibitória). 

Durante toda a fase lútea e na maior parte da fase folicular, concentrações reduzidas ou moderadas de 

estrógenos são capazes de inibir a síntese e a liberação de GnRH e de gonadotrofinas por meio do 

clássico mecanismo de retroalimentação negativa, reduzindo a freqüência e a amplitude dos pulsos de 

GnRH. Essa inibição pode ser realizada diretamente sobre os neurônios GnRH, indiretamente via 

neurotransmissores inibitórios ou modificando a interação desses neurônios com as células gliais. O 

estradiol ainda induz a síntese de receptores para progesterona nesses neurônios (Smith et al. 1975; 

Hotchkiss J; Knobil 1994; Levine 1997; Herbison 1998). Na fase folicular, as concentrações de 

estrógenos aumentam gradualmente e estimulam, na hipófise, a proliferação de gonadotrofos, a síntese de 

receptores para o GnRH e para os próprios estrógenos e a síntese, não a liberação, de LH, o que causa um 

aumento no seu conteúdo hipofisário. Nesse período, o estrógeno aumenta a síntese de GnRH, sendo 

máxima na manhã no proestro, quando há aumento de estrógenos. Esse aumento na síntese de GnRH não 

é acompanhado por um aumento da sua liberação, pois os estrógenos estimulam ao mesmo tempo 

interneurônios inibitórios dos neurônios GnRH, o que causa um aumento no seu estoque hipotalâmico. 

Na fase ovulatória, o folículo dominante passa a secretar progesterona, além da grande quantidade de 
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estrógenos. Nesse período, considerado como “período crítico”, ocorre um aumento adicional de síntese 

de GnRH e a sua liberação, o mesmo ocorrendo na adeno-hipófise com as gonadotrofinas. Dessa forma, 

com o aumento de progesterona, após a pré-exposição a elevadas concentrações de estradiol, o pico pré-

ovulatório de GnRH e de gonadotrofinas é deflagrado (Freeman 1994; Hotchkiss J; Knobil 1994; Levine 

1997; Herbison 1998; Micevych et al. 2003). Ratas com ciclo estral regular apresentam, geralmente, uma 

ovulação na manhã do estro, com um número de oócitos entre 10 e 14 a cada ciclo (Gomes et al. 

1999)(figura 3). 

 

 

Figura 3. Fotomicrografia do oviduto direito de rata com ciclo estral regular na manhã do estro. O ovário 
foi retirado, colocado entre duas lâminas de vidro e analisado ao microscópio óptico. As setas indicam a 
localização dos oócitos. 
 

 

1.3. Obesidade e reprodução feminina 

Observações clínicas têm sugerido há muito tempo que existe uma forte relação entre a 

adiposidade e a fertilidade feminina. Um estudo (Mitchell & Rogers 1953) demonstrou que 43% das 

mulheres afetadas por desordens menstruais, infertilidade e abortos apresentavam sobrepeso ou eram 

obesas. Estudos posteriores em ratas (Kennedy & Mitra 1963) e em mulheres (Frisch & McArthur 1974) 
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demonstraram que uma quantidade mínima de gordura corporal era necessária para o início e manutenção 

dos ciclos ovulatórios (Frisch 1987). Na realidade, parece haver uma quantidade crítica de tecido adiposo 

para o início e a manutenção da atividade do sistema reprodutivo feminino. Por um lado, meninas 

excessivamente magras comumente demonstram atrasos na menarca e amenorréia (Wilkerson 1984; 

Golden & Shenker 1994). No outro extremo, o excesso de gordura tem sido associado com a redução da 

fertilidade. A obesidade afeta a função reprodutiva precocemente na vida, tanto antes quanto durante o 

desenvolvimento puberal. A infertilidade está fortemente associada ao excesso de gordura corporal 

precoce (Lake et al. 1997) e a obesidade antecipa a data da instalação da puberdade em ratas (Frisch et 

al. 1975) e em meninas (Ibanez et al. 1998; Farooqi et al. 2001). 

O excesso de gordural corporal aumenta a disfunção ovulatória, a resistência à insulina e a 

hiperandrogenia em mulheres que apresentam ovário policístico (Rittmaster et al. 1993). Mulheres com a 

síndrome do ovário policístico e com elevado índice de gordura corporal apresentam aumento na 

freqüência de pulsos de LH, mas com amplitude reduzida (Taylor et al. 1997; Jain et al. 2007). 

Associações independentes do ovário policístico, no entanto, têm sido demonstradas em mulheres entre a 

obesidade e menstruações irregulares associadas a ciclos anormais e longos e anovulação (Mitchell & 

Rogers 1953; Hartz et al. 1979; Friedman & Kim 1985; Norman & Clark 1998; Bolumar et al. 2000; 

Santoro et al. 2004; Jain et al. 2007). A obesidade também promove redução no número de gravidez 

(Fedorcsak et al. 2001; Lintsen et al. 2005) e afeta o endométrio, a implantação e o desenvolvimento 

fetal (Loveland et al. 2001; Kaaks et al. 2002; Hall & Neubert 2005), aumentando desta forma, o risco de 

abortos (Bohrer & Kemmann 1987; Kiddy et al. 1992; Pettigrew & Hamilton-Fairley 1997), 

independente da síndrome do ovário policístico (Shimabukuro et al. 1998). Mulheres com sobrepeso ou 

obesas apresentam uma menor chance de sucesso durante tratamentos de infertilidade (Carrell et al. 

2001; Koloszar et al. 2002) e o acréscimo do número de mulheres obesas está associado ao aumento de 

requerimentos de tratamento para infertilidade (Rich-Edwards et al. 2002), e de hospitalizações durante a 
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gestação (Fridstrom et al. 1999; Michlin et al. 2000), promovendo aumento no custo ao sistema de saúde 

(Galtier-Dereure et al. 2000). 

A fertilidade envolve complexos fatores e mecanismos de origem ovariana e extra-ovariana e a 

obesidade deve interferir com muitas funções neuroendócrinas e ovarianas, reduzindo tanto a ovulação 

quanto a fertilidade. O aumento de peso e gordura corporais está associado com várias anormalidades no 

balanço dos esteróides sexuais. Tais alterações envolvem andrógenos e estrógenos e sua proteína 

carreadora, a globulina de ligação aos esteróides sexuais (SHBG). O tecido adiposo é um sítio de ativa 

produção de andrógenos (Pasquali et al. 2006) e é um local de ativa conversão de andrógenos a 

estrógenos e de interconversão de estrógenos a andrógenos, que são intensamente dependentes e 

diretamente proporcionais à quantidade de gordura corporal (Longcope et al. 1969). Além disso, 

mulheres obesas possuem menores concentrações de SHBG em comparação a mulheres não-obesas 

(Pasquali et al. 1993), o que parece promover hiperandrogenismo e aumento de estrógenos livres aos 

tecidos-alvo (Kirschner et al. 1982; von Schoultz & Carlstrom 1989). 

Adicionalmente, dados epidemiológicos evidenciaram reduzidas concentrações de metabólitos de 

progesterona, bem como pulsos de LH de menor amplitude e redução nas concentrações plasmáticas de 

progesterona na fase lútea em mulheres obesas ou com sobrepeso sem ovário policístico (Sherman & 

Korenman 1974; Grenman et al. 1986). Exames histológicos em camundongos fêmeas obesas revelaram 

ainda uma redução no desenvolvimento folicular dos ovários, mas com função lútea normal e uma 

supressão de 50% da expressão do cDNA hipotalâmico de GnRH (Tortoriello et al. 2004). 

 

1.4. Angiotensina II (Ang II) 

Os componentes primários do sistema renina-angiotensina (SRA) são a renina, a enzima que 

cataliza a conversão proteolítica do angiotensinogênio para a angiotensina I; o angiotesinogênio, o maior 

substrato para renina e o precursor da Ang II; a enzima conversora de angiotensina; a dipeptidil 
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carboxipeptidase que converte a Ang I para o octapeptídeo Ang II e os receptores de Ang II responsáveis 

pela iniciação dos efeitos celulares da Ang II (Fitzsimons 1980; Wang et al. 2001). 

A Ang II é o peptídeo mais estudado como efetor final no SRA endócrino, parácrino e autócrino 

(Re 1989; Baker et al. 1992; Hollenberg 1992). A Ang II circulante é conhecida por seus efeitos na 

regulação do balanço de fluidos e eletrólitos (McKinley et al. 1996) e na homeostase cardiovascular 

(Saavedra 1992), sendo assim um dos reguladores mais importantes da pressão arterial (Beevers et al. 

2001). 

Vários estudos têm demonstrado que existem pelo menos dois subtipos de receptores de Ang II 

(Chiu et al. 1989; Whitebread et al. 1989). Baseado nas suas propriedades farmacológicas e bioquímicas, 

esses dois subtipos são designados como tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2) (Timmermans et al. 1993; Johren et 

al. 1997). Os receptores AT1 são seletivamente bloqueados por bifenilimidazoles como o losartan (Dup 

753), enquanto os receptores AT2 são bloqueados pelas tetrahidroimidazopiridinas como o PD123177 e 

PD 123319 (Bumpus et al. 1991). As funções centrais mais conhecidas da Ang II, como a regulação da 

pressão, homeostase e liberação de hormônios da hipófise são mediadas pelos receptores do tipo AT1 de 

Ang II (SAAVEDRA, 1992). 

 

 

1.5. Sistema renina-angiotensina (SRA) e obesidade 

A obesidade está relacionada à hipertrofia do tecido adiposo, que é um órgão endócrino ativo e 

secreta diversos hormônios, incluindo a Ang II. A Angiotensina II tem sido amplamente investigada em 

indivíduos com alterações patológicas associadas com a obesidade. O angiotensinogênio circulante, a 

renina e a atividade da enzima conversora de angiotensina são aumentados em indivíduos obesos (Licata 

et al. 1994; Umemura et al. 1997; Goodfriend et al. 1999; Engeli et al. 2005) e o tecido adiposo de 

roedores e humanos contém todos os componentes do SRA (Engeli et al. 1999; Engeli et al. 2000), 

incluindo angiotensinogênio (Cassis et al. 1998) e a enzima conversora de Ang II (Shenoy & Cassis 
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1997). Receptores do tipo AT1 e AT2 (Jones et al. 1997) são o tipo prevalente em adipócitos de ratos e 

camundongos, respectivamente, enquanto os adipócitos humanos parecem apresentar exclusivamente os 

receptores do tipo AT1 (Giacchetti et al. 2002). 

Evidências demonstram que a alteração na produção dos componentes do SRA pelos adipócitos 

pode contribuir para o desenvolvimento de obesidade (Engeli et al. 2003; Goossens et al. 2003) e 

desordens relacionadas à obesidade, incluindo hipertensão e aterosclerose (Carlson et al. 2000; Mundy et 

al. 2007), e resistência à insulina (Goossens et al. 2003; Saiki et al. 2009). 

A Ang II induz hiperglicemia (Mihessen-Neto et al. 1996), pelo aumento da gliconeogênese, 

mediada pelo receptor AT1 (Machado et al. 1998). Recentemente, foi identificado um sistema renina-

angiotensina nas ilhotas pancreáticas e a administração exógena de Ang II inibiu a secreção de insulina 

induzida por glicose através de receptores tipo AT1 localizados nas células β-pancreáticas e a inibição da 

atividade do receptor AT1 endógeno nessas células através da injeção do antagonista losartan reduz a 

secreção de insulina induzida por glicose (Lau et al. 2004), podendo prevenir o desenvolvimento do 

diabetes tipo 2 em homens com hipertensão arterial e problemas cardíacos (Yusuf et al. 2000; Lithell et 

al. 2003; Julius et al. 2004) ou reduzir a hiperglicemia e a intolerância à glicose, através de uma aumento 

na sensibilidade à insulina (Yusuf et al. 2000; Dahlof et al. 2002). Ratos angiotensinogênio-deficientes 

expostos à ingestão regular de ração ou de dieta rica em gordura, exibem massa de tecido adiposo 

reduzida e seus adipócitos são menores e possuem menor conteúdo de triglicerídeos e atividade da 

sintase de ácidos graxos quando comparados com controles (Massiera et al. 2001). A administração de 

losartan reduz o peso do tecido adiposo e o tamanho dos adipócitos em camundongos diabéticos 

(Tomono et al. 2008) e a deficiência genética do receptor AT1 de angiotensina promove atenuação de 

ganho de peso corporal e adiposidade (Kouyama et al. 2005). Além disso, inibidores da enzima de 

conversão de angiotensina aumentam a sensibilidade à insulina, evidenciando uma interação entre a 

insulina e a angiotensina II na regulação do metabolismo do tecido adiposo (Zorad et al. 1995). 



 18

A Ang II apresenta um papel na diferenciação dos acipócitos em humanos, reduzindo a 

porcentagem de adipócitos sensíveis à insulina. Por causa deste fenômeno, tem sido proposto que a 

capacidade de estocagem de lipídios no tecido adiposo fica reduzida e os triglicerídeos serão então 

acumulados em outros órgãos como o fígado e músculo esquelético, assim contribuindo para aumentar a 

resistência à insulina. A Ang II e/ou seus metabólitos no tecido adiposo ainda estimulam a secreção e a 

liberação de substâncias com ações parácrinas e autócrinas, incluindo a leptina (Zhang et al. 1994; Cassis 

et al. 2004). 

Adicionalmente, um trabalho prévio demonstrou que a Ang II central (Porter et al. 2003) induz 

redução de peso corporal e da ingestão alimentar em ratos. No entanto, os efeitos da Ang II periférica 

sobre o peso corporal ainda são controversos. A injeção periférica de Ang II em ratos jovens (3 semanas) 

não apresenta efeito (Porter & Potratz 2004), enquanto que em ratos adultos, a administração de doses 

reduzidas (175 ng.kg-1. min-1) não altera o peso e de doses mais elevadas (200, 350 e 500 ng.kg-1.min-

1) de Ang II induzem uma redução do peso corporal (Cassis et al. 1998). Na realidade, a Angiotensina II 

não é um peptídeo que é tipicamente associado com a regulação da ingestão alimentar e gasto energético 

no dia-a-dia (Azziz et al. 2004), entretanto, existem condições anormais onde o SRA é ativado, como em 

alterações cardíacas (Pedersen et al. 1986) e obesidade (Rincon-Choles et al. 2002) 

 

 

1.6. Angiotensina II e reprodução em fêmeas 

Tem sido demonstrado que a Ang II também apresenta papel regulatório sobre as funções do eixo 

hipotálamo-hipófise-gônadas. De fato, em ratas, a administração intracerebroventricular de Ang II afeta a 

secreção do LH, e seu efeito é dependente dos esteróides ovarianos, estrógenos e progesterona. Em ratas 

ovariectomizadas, a Ang II inibe a secreção pulsátil de LH, enquanto que em animais ovariectomizados 

tratados com estrógeno e progesterona, a Ang II estimula a secreção de LH (Steele et al. 1985). Estes 

efeitos são abolidos pela pré-administração de saralasin, um antagonista que bloqueia os receptores AT1 e 
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AT2 de Ang II (Steele et al. 1983). O estímulo da secreção de LH pela Ang II é realizado através de 

ações cerebrais (Steele et al. 1981), na área pré-óptica do Hipotálamo (Steele 1987) e mediado pela 

secreção de GnRH da eminência mediana (Steele et al. 1992). 

Em várias espécies, tem sido demonstrado que o ovário contêm todos os componentes do SRA 

(Husain et al. 1987; Daud et al. 1988). A estimulação máxima do sistema renina-angiotensina ovariano 

nos folículos é alcançado no período pré-ovulatório. Há um aumento intrafolicular da atividade da renina, 

o que desencadeia o aumento nas concentrações de Ang II nos folículos pré-ovulatórios de mulheres com 

ciclos normais, em resposta ao aumento de LH (Lightman et al. 1987). A Ang II induzida pelo LH 

apresenta um importante papel na ovulação e na maturação de oócitos (Yoshimura et al. 1992; Bellver et 

al. 2003) e parece regular a ovulação através do estimulo da síntese de prostaglandinas (Peterson et al. 

1993; Yoshimura et al. 1993). As prostaglandinas, juntamente com os leucotrienos, a bradicinina e a 

histamina, induzem o processo de ruptura da parede do folículo e a extrusão do oócito maduro na 

ovulação (Espey 1992). 

Estudos prévios demonstraram um aumento do conteúdo e Ang II hipotalâmico na tarde do 

proestro que promove a liberação de GnRH (Phillips et al. 1996), que por sua vez estimula o 

comportamento de lordose em ratas (Rajendren & Moss 1993; Wu et al. 2006). A amígdala medial, 

estrutura envolvida na execução do comportamento sexual (Coolen et al. 1996), expressa ambos os tipos 

de receptores de Ang II, AT1 e AT2 (Tsutsumi & Saavedra 1991; von Bohlen und Halbach & Albrecht 

1998; Breigeiron et al. 2002). 

Os efeitos da Ang II sobre o comportamento sexual são ainda controversos. Em condições 

fisiológicas, o bloqueio de ambos os subtipos de receptores de Ang II não altera o comportamento sexual 

de ratas (Cecconello et al.). Por outro lado, homens (Ferrario & Levy 2002) e ratos (Chan et al. 1999) 

hipertensos e diabéticos (Nomura et al. 2007) apresentam aumento na função sexual induzido pela 

administração do antagonista losartan de Ang II. Estudos revelaram ainda que em mulheres após a 

menopausa, a administração de Versatan, um bloqueador do receptor AT1 de Ang II, aumentou a libido 
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(Fogari et al. 2004), sugerindo um papel na função sexual da Ang II e do receptor AT1 sob condições 

patofisiológicas. Em contraste, o olmesartan, outro bloqueador do receptor AT1, falhou em afetar o 

comportamento sexual em camundongos controle não diabéticos (Nomura et al. 2007). 

Em ratos, a Ang II inibe o comportamento sexual quando injetada no sistema ventricular (Clark 

1989; Keaton & Clark 1998) ou diretamente na Amígdala medial, e o bloqueio dos receptores AT1 e AT2 

neste núcleo previne este efeito (Breigeiron et al. 2002). Em ratas, o bloqueio dos receptores AT1 e AT2 

de Ang II na amígdala medial previne os efeitos inibitórios do estresse sobre o comportamento sexual 

(Cecconello et al.), no entanto, a administração periférica de losartan e PD12319 não altera o quociente 

de lordose de ratas em resposta aos efeitos do estresse (Donadio et al. 2007).  
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2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo Geral 

 

- Avaliar a participação da Angiotensina II sobre os efeitos da dieta da cafeteria na função 

reprodutiva em ratas.  

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 - Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores AT1 sobre os seguintes parâmetros em ratas 

submetidas à ingestão da dieta da cafeteria: 

 a relação entre o peso corporal e os pesos das gorduras perigonadal e retroperitoneal; 

as concentrações plasmáticas de glicose e insulina em resposta à administração de glicose; 

as concentrações plasmáticas de triglicerídeos e colesterol; 

a instalação da puberdade; 

o número de oócitos liberados na manhã da fase estro do ciclo estral; 

o perfil das concentrações plasmáticas dos hormônios LH, estradiol, progesterona e 

prolactina na tarde do proestro; 

o comportamento sexual.  
 

 

 

 

 

 



 23

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Animais 

Ratas Wistar prenhas (peso corporal entre 180-350 g) provenientes do biotério central do Centro 

de Ciências Biológicas e da Saúde (CCBS) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná (UNIOESTE) 

foram mantidas em biotério setorial do laboratório de Fisiologia e Biofísica do CCBS em caixas 

individuais em ambiente com ciclo claro-escuro (luzes acesas as 07:00 horas e apagadas às 19:00 horas) e 

temperatura controlados, com livre acesso à água e alimento. O dia do parto foi considerado como dia 0 e, 

aos 21 dias após o parto, foi realizado o desmame da ninhada e foram separadas apenas as fêmeas em 

caixas individuais em grupos de 3-5 por caixa (41 cm de comprimento X 34 cm de largura X 17 cm 

altura). O peso corporal (em dias alternados) e a ingestão alimentar (todos os dias) foram monitorados 

durante o período experimental. Para a pesagem do alimento, o restante do alimento (sobra do dia 

anterior) era retirado, pesado e era ofertado o alimento do dia (volume já previamente calculado). O 

alimento ingerido era calculado subtraindo-se o peso do alimento (dia anterior) do peso do alimento do 

dia e dividia-se pelo número de animais na caixa. 

O projeto foi aprovado pelo comitê de ética em experimentação animal da Unioeste (em anexo) e 

todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com as normas do NIH (National 

Institute of Health).  

 

 

3.2. Dietas  

A partir dos 21 dias até a data da morte, foram ofertadas aos animais submetidos à dieta da 

cafeteria, adaptada de trabalho prévio (Prada et al. 2005), ração modificada, e alimentos adicionais. A 

ração modificada consistiu de pellet contendo 37,5% ração padrão, 25% amendoim torrado, 25% 

chocolate em barra e 12.5% bolacha de maisena e possuia 49% carboidratos, 22% proteína e 24% de 

gordura (mais detalhes na tabela 1). Para o preparo da ração, os ingredientes foram triturados e foi 

acrescentada água para fazer os pellets, que após, foram secados na estufa. Os alimentos adicionais 
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consistiram em salgadinhos, biscoitos e bolo pronto. A dieta da cafeteria possuia no total 5,42 Kcal/g, 

enquanto que a ração padrão que foi ofertada aos animais que foram utilizados como controles da dieta 

da cafeteria possuía 2.95 kcal/g (60% carboidratos, 22% proteína e 10% gordura – mais detalhes na 

tabela 1). Para os animais tratados com a dieta da cafeteria foram ofertados refrigerante sem gás e água. 

Aos animais que serviram como controles da dieta foram ofertados ração (NutrilabTM, Colombo, Brazil) e 

água. As dietas foram oferecidas diariamente no mesmo horário e os ratos tinham livre acesso a todos os 

componentes das dietas.  

 

 

Tabela 1. Conteúdo nutricional da ração padrão para ratos e dos componentes da dieta da cafeteria. 

Alimentos 
 

Qtd 
(g) 

 

Kcal 
 
 

Carboidrato 
(g) 

 

Proteína 
(g) 

 

Lipídeo  
(g) 

 

Na 
(mg) 

 
Ração padrão (Nutrilab, Colombo, 
Brazil) 

 
1 

 
2,95 

 
0,55 

 
0,22 

 
0,04 

  

wafer com chocolate (Lacta) 
 

1 
 

5,10 
 

0,67 
 

0,07 
 

0,27 
 

0,00 

bolacha maisena (Bauducco) 
 

1 
 

3,80 
 

0,63 
 

0,05 
 

0,08 1,86 

amendoim  
 

1 3,31 0,22 0,24 0,50 0,00 

chocolate em barra (Nestlé) 
 

1 5,48 0,64 0,00 0,32 0,00 

wafer com chocolate (Nestlé) 
 

1 5,23 0,57 0,06 0,31 1,27 

Biscoito wafer (Itamaraty) 
 

1 5,13 0,7 0,05 0,24 1,53 

Salgadinhos queijo (Elma chips) 
 

1 
 

4.8 
 

0,68 
 

0,06 
 

0,21 
 

6,87 

Salgadinhos bacon (Elma chips) 
 

1 
 

5,04 
 

0,52 
 

0,05 
 

0,29 
 

18,24 

Refrigerante guaraná (Antarctica) 
 

1 
 

0,40 
 

0,10 
 

0,00 
 

0,00 
 

0,06 

Refrigerante cola (Pepsi)  
 

1 
 

0,47 
 

0,12 
 

0,00 
 

0,00 0,00 

bolo pronto (Renata) 
 

1 
 

4,00 
 

0,53 
 

0,05 
 

0,19 
 

1,97 

bolo pronto (Bauducco) 
 

1 
 

4,42 
 

0,55 
 

0,06 
 

0,22 
 

2,30 

bolo pronto (Visconti) 
 

1 
 

4,38 
 

0,52 
0,08 

 
0,22 

 
3,00 
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3.3. Administração de losartan 

A partir dos 21 dias, fémeas foram submetidas à injeção intraperitoneal (ip) do antagonista 

Losartan de Ang II (10 mg/kg) diariamente e no mesmo horário, conforme utilizado em experimentos 

anteriores por nosso grupo de pesquisa (Donadio et al. 2007) para estudo de parâmetros reprodutivos em 

ratas. O grupo controle da injeção de losartan consistiu de injeção ip diária de solução salina (0,9%).  

 

 

3.4. Grupos experimentais:  

3.4.1. Experimento 1: Efeito da dieta da cafeteria, introduzida a partir do desmame, sobre processos 

reprodutivos em ratas 

a) grupo controle (CTL): ratas submetidas à dieta de ração e água do desmame até a idade adulta; 

b) grupo cafeteria (CAF): ratas submetidas à dieta da cafeteria do desmame até a idade adulta; 

 

3.4.2. Experimento 2: Efeito da associação da administração de losartan com a dieta da cafeteria, 

introduzidos a partir do desmame, sobre processos reprodutivos em ratas 

a) grupo controle + salina (CTL + SAL): ratas submetidas à dieta de ração padrão e água e injeção 

ip de solução salina do desmame até a idade adulta; 

b) grupo controle + losartan (CTL + LOS): ratas submetidas à dieta de ração e água e à injeção ip 

de losartan do desmame até a idade adulta; 

c) grupo cafeteria + salina (CAF + SAL): ratas submetidas à dieta da cafeteria e à injeção ip de 

solução salina do desmame até a idade adulta; 

d) grupo cafeteria + losartan (CAF + LOS): ratas submetidas à dieta da cafeteria e à injeção ip de 

losartan do desmame até a idade adulta. 
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3.5. Análises da instalação da puberdade e do ciclo estral 

A partir dos 21 dias após o nascimento, a ocorrência ou não da abertura vaginal das fêmeas foi 

verificada diariamente para verificação da data da instalação da puberdade. A partir do 70º dia de vida 

das fêmeas, o esfregaço vaginal foi coletado diariamente a partir das 09:00 horas, e com auxílio de um 

conta-gotas contendo soro fisiológico, o epitélio vaginal da fêmea era “lavado” e o material coletado era 

analisado a fresco ao microscópio óptico determinando em que fase do ciclo a rata se encontrava. 

 

 

3.6. Canulação da veia jugular 

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (Aldrich; 1 ml de 2,5% solução/ 100 g de peso 

corporal i.p.) (Poletini et al. 2003) e um cânula de silastic era inserida através da veia jugular direita, de 

acordo com a técnica de (Harms & Ojeda 1974), para realização das coletas de sangue. 

 

 

3.7. Comportamento sexual 

Seleção de machos sexualmente ativos: ratos machos adultos foram colocados em caixas de 

ambientação com fêmeas e foram mantidos durante quinze dias a fim de adquirirem experiência sexual. 

Após este período, os ratos permaneciam sozinhos por mais sete dias (período de abstinência sexual). Os 

animais foram então testados em seu desempenho sexual, que consistia em avaliar durante 10 minutos o 

comportamento do macho perante uma fêmea. As fêmeas eram submetidas à retirada dos ovários e a 

injeções intramusculares de benzoato de estradiol (2µg/rata), 48 horas antes do teste e progesterona (500 

µg/rata), 6 horas antes do teste, para indução da receptividade sexual. Os machos que ao serem colocados 

com as fêmeas, apresentassem mais de 6 intromissões penianas no período de dez minutos eram 

considerados como sexualmente ativos e separados para serem submetidos ao experimento para 

verificação do comportamento sexual das fêmeas. 
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Fêmeas virgens (não submetidas a procedimentos anteriores) dos grupos analisados com idade 

aproximada de 90 dias e que estavam na fase do proestro eram colocadas em uma caixa de observação 

(70 X 70 X 35 cm) por 10 minutos para ambientação. O macho era colocado com a fêmea iniciando-se a 

sessão de registro durante o período escuro do ciclo (entre as 20:00 e 21:00 hs), por 15 minutos. O 

registro consistia na filmagem dos animais com uma filmadora e os parâmetros comportamentais 

analisados eram a freqüência de lordose, que consiste no número de vezes que a fêmea eleva a parte 

traseira do dorso, expondo a genitália para o macho montar e a freqüência de montas, que é o número de 

vezes que o macho usa as patas dianteiras para segurar a fêmea pelos flancos (figura 5). O quociente de 

lordose da receptividade sexual da fêmea foi calculado pela divisão do número de lordoses pelo número 

de montas (Sodersten & Hansen 1977).  

 

 

Figura 4 – Descrição visual dos comportamentos de lordose pela fêmea (A) e monta pelo macho (B) 
durante filmagem de comportamento sexual. 
 

 

3.8. Coleta de sangue e dosagem dos hormônios reprodutivos 

Na tarde do dia anterior ao proestro, as fêmeas (não submetidas a procedimentos anteriores) 

foram submetidas à canulação da veia jugular direita (figura 5). No momento do experimento, um tubo 

de polietileno (PE 50) era conectado ao cateter inserido na jugular, preenchido com salina heparinizada 

(200 I.U. heparina/ml) e as ratas permaneciam em caixas individuais em ambiente silencioso por 30 

Lordose Monta

A B
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minutos até o início das coletas de sangue. Amostras de sangue (1 colheita a cada hora 0,6 ml) foram 

colhidas a cada hora (13:00 – 18:00 hs) na tarde do proestro em seringas descartáveis heparinizadas. 

Após cada retirada, 0,6 ml de 0,9% NaCl era injetado para repor o volume retirado. As amostras de 

sangue foram centrifugadas a 3000 rpm. O plasma era separado e estocado a -20°C para dosagem das 

concentrações de LH, estradiol, progesterona e prolactina.  

As dosagens hormonais foram realizadas por radioimunoensaio. As concentrações de estradiol e 

progesterona foram determinadas utilizando-se kits específicos (Estradiol DSL – 4400 e Progesterona 

DSL – 3400, Diagnostics Systems Laboratories, Texas, USA). O limite mínimo para detecção foi 7.5 

pg/ml, para o estradiol e 0.34 ng/ml para a progesterona. Os radioimunoensaios para LH e prolactina 

foram realizados usando kits específicos fornecidos pelo National Hormone and Peptide Program 

(Harbor-UCLA Medical Center, USA). Os anticorpos utilizados foram o anti-rato LH-S10 e prolactina-

S9; os padrões foram LH-RP3 e PRL-RP3. O limite mínimo para a detecção foi 0.04 ng/ml para o LH e 

0.19 ng/ml para a prolactina.  

 

 

3.9. Contagem do número de oócitos 

Na manhã do estro (09:00h), os ovários das fêmeas (não submetidas a procedimentos anteriores) 

foram removidos e os ovidutos foram dissecados e colocados entre 2 lâminas para observação em 

microscópio. O número de oócitos de ambos os ovidutos foram contados através de um microscópio 

óptico com uma lente de aumento de 2,5. 

 

 

3.10. Teste intravenoso de tolerância à glicose (ivGTT)  

Na tarde do dia anterior ao experimento, os animais (não submetidos a procedimentos anteriores) 

foram submetidos à canulação da veia jugular direita (figura 4) e, doze horas antes do experimento, o 
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alimento era retirado para que os animais permanecessem em jejum. No dia do experimento, as ratas 

permaneciam em caixas individuais em ambiente silencioso por 30 minutos até o início das coletas de 

sangue. As ratas permaneciam em caixas individuais para aclimatação e em ambiente silencioso por 30 

minutos até o início das coletas de sangue.  

Solução de glicose a 50% era administrada em um volume correspondente a 1 g/kg de peso 

corporal, intravenosamente, através do cateter da jugular e amostras de sangue foram coletadas em 

seringas heparinizadas imediatamente antes (jejum) e 15’ e 30’ e 60 minutos após a injeção de glicose. O 

sangue era imediatamente centrifugado (3000 rpm por 15 minutos) após a coleta a 4°C, para obtenção do 

plasma, que era separado e congelado. As amostras de sangue para dosagem da glicemia foram coletadas 

em uma fita e dosadas com o auxílio de um glicosímetro (AccuChek Advantage, Roche Diagnostic, 

Suíça). A dosagem de insulina foi realizada através de radioimunoensaio.  

Para análise da resistência à insulina, foi utilizado o HOMA (Modelo de Acesso Homeostático – 

Resistência à Insulina), através do cálculo: 

 

HOMA-IR= glicemia de jejum (mM) x Insulinemia de jejum (μU/mL) (Santoro et al. 2004) 
22,5 

 

 

3.11. Dosagem de triglicerídeos, colesterol total, HDL e LDL. 

Doze horas antes do experimento, o alimento era retirado para que os animais (não submetidos a 

procedimentos anteriores) permanecessem em jejum. No dia do experimento, tubos de ensaio eram 

lavados com solução salina e conduzidos à estufa (37°/38°C) por 01 hora. Os animais eram pesados e 

decapitados e o sangue coletado do tronco cerebral em ambiente silencioso, em tubos e funis previamente 

heparinizados. As amostras de sangue eram centrifugadas a 3000 rpm, o plasma coletado e estocado a -

20°C. As concentrações de colesterol total, HDL, LDL e de triglicerídeos foram dosadas por método 

espectofotométrico. 
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3.12. Análises estatísticas  

Todos os valores apresentados foram expressos como média ± E.P.M. A significância das 

diferenças entre 2 grupos (controle e cafeteria) foi determinada utilizando-se o teste t de Student para 

amostras não-pareadas. A significância das diferenças de mais de 2 grupos e entre as amostras de sangue 

coletadas foram determinadas pelo teste de variância ANOVA de 2 vias, seguida pelo teste de Newman-

Keuls para múltiplas comparações. Em todos os casos, o nível de significância considerado foi P<0,05. 
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4. RESULTADOS 
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4.1. Experimento 1: Efeito da dieta da cafeteria, introduzida a partir do desmame, sobre processos 

reprodutivos em ratas 

A figura 5 representa os pesos das gorduras perigonadal (figura 5A, P < 0.0001) e retroperitoneal 

(figura 5B, P = 0.0004) aos 30 dias de vida no grupo tratado com a dieta da cafeteria, valores em média 

significativamente maiores que os valores obtidos no grupo tratado com ração padrão a partir do 

desmame. Este efeito de maior acúmulo de gordura do grupo CAF em relação ao grupo CTL se 

prolongou até a vida adulta (aproximadamente 100 dias de idade), quando as fêmeas do grupo CAF 

apresentaram maiores pesos das gorduras perigonadal (figura 6A, P < 0.0001) e retroperitoneal (figura 

6B, P < 0.0001), valores em média maiores do que os valores obtidos nos pesos desses parâmetros nos 

respectivos controles. 
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Figura 5. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre o peso das gorduras 
perigonadal (A) e retroperitoneal (B) (g / 100 g de peso corporal) de ratas Wistar aos 30 dias de vida. 
Resultados expressos como média ± E.P.M. * diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 
controle (CTL) e cafeteria (CAF). 
 

0

1

2

3

4

5

6

7
*(A)

go
rd

ur
a 

pe
rig

on
ad

al
 (

g/
10

0g
 P

C
)

 
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
CTL
CAF

*

(B)

go
rd

ur
a 

re
tr

op
er

ito
ne

al
 (

g/
10

0g
 P

C
)

 
Figura 6. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre o peso das gorduras 
perigonadal (A) e retroperitoneal (B) (g / 100 g de peso corporal) de ratas Wistar adultas. Resultados 
expressos como média ± E.P.M. *diferenças estatisticamente significativas entre os grupos controle 
(CTL) e cafeteria (CAF). 
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O gráfico 7 mostra as ingestões de alimentos e de calorias de fêmeas submetidas à dieta da 

cafeteria e de ração padrão a partir do desmame. Nos dois primeiros dias os animais do grupo CAF 

ingeriram maiores quantidades de alimentos em gramas do que os animais do grupo CTL, que se igualou 

à desses animais até 11º dia. Do 12º ao 45º dias, os animais do grupo CTL ingeriram mais alimento em 

gramas do que as fêmeas do grupo CAF. A partir do 52º dia até o final do experimento, o volume 

ingerido pelo grupo CAF se sobrepôs ao do grupo CTL. Apesar de, na maior parte do experimento, o 

controle da ingestão alimentar em peso ter revelado ser maior no grupo CTL, na análise da quantidade de 

energia ingerida durante o experimento, verificamos maior ingestão de energia pelo grupo cafeteria desde 

nos 3 primeiros dias do controle e após, do 8º até o 57º dias.  
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Figura 7. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre a ingestão alimentar (g) e sobre 
a ingestão de energia (Kcal) a cada dia de ratas Wistar. Resultados expressos como média ± E.P.M. dos 
grupos controle (CTL) e cafeteria (CAF). *P < 0.05 para ingestão alimentar CAF versus CTL; **P < 0.05 
para ingestão de energia CAF versus CTL. 

 
 

Na análise da evolução do peso corporal (figura 8), verificamos que as fêmeas do grupo CAF 

mantiveram menores pesos do que as do grupo CTL até próximo da metade do período avaliado, e, após, 

houve um aumento significativo da média do peso corporal das fêmeas do grupo CAF em relação ao 

grupo CTL. 
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No teste intravenoso de tolerância à glicose (ivGTT - figura 9), no dois grupos avaliados, a 

glicose aumentou significativamente aos 15 minutos em relação à glicose basal e aos 30 e 60 minutos, 

quando as suas concentrações sanguíneas foram reduzindo-se em ambos os grupos, alcançando valores 

basais nesses tempos no grupo CTL. No grupo CAF, por outro lado, após o aumento aos 15 minutos, as 

concentrações de glicose não retornaram aos valores semelhantes aos basais, sendo estatisticamente mais 

elevadas aos 30 minutos do que aos 60 minutos.  
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Figura 8. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre a evolução do peso corporal 
(g) a cada dois dias de ratas Wistar. Resultados expressos como média ± E.P.M. dos grupos controle 
(CTL) e cafeteria (CAF). * P < 0.05 CAF versus CTL. 

 

 

A glicose de jejum do grupo CAF não diferiu da glicose de jejum do grupo CTL (figura 9A, P = 

0.489). No entanto, as concentrações sanguíneas de glicose do grupo CAF estavam mais elevadas aos 15, 

30 e 60 minutos em relação às respectivas concentrações do grupo CTL. A área sobre a curva da glicose 

(AUC) foi maior no grupo CAF quando comparada ao grupo CTL (figura 9B, P < 0.0001). Foi 

observado um efeito significativo para grupo (F = 60.79, P < 0.0001) e para hora do dia (F = 321.5, P < 

0.0001), no entanto, nenhum efeito significativo para a interação entre grupo e hora do dia (F = 19.48, P 

< 0.0001) foi detectado. 
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Tanto as concentrações basais de insulina do grupo CAF (figura 9C) quanto as concentrações de 

insulina aos 15, 30 e 60 minutos após a injeção de glicose, apresentavam-se elevadas em relação às 

respectivas concentrações do grupo CTL. Similarmente às concentrações de glicose, a insulina 

plasmática também apresentou uma elevação aos 15 minutos em relação à insulina basal e aos 30 e 60 

minutos e posteriormente, uma redução tempo-dependente foi observada nas concentrações de glicose 

em ambos os grupos. 

0 10 20 30 40 50 60
50

100

150

200

250

300

350 CTL
CAF

*

*

*

(A)

Tempo (minutos)

g
lic

o
se

 (
m

g
/d

L
)

CTL CAF
0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

(n=8)

(n=8)
*(B)

A
U

C
 (

m
g

/d
L

.m
in

-1
)

0 10 20 30 40 50 60
0

2

4

6

8

10

12 CTL
CAF*

* **

(C)

Tempo (minutos)

In
su

lin
a

 (
n

g
/m

L
)

CTL CAF
0

50

100

150

200

250

300

350

400

(n=8)

(n=8)*
(D)

A
U

C
 (

ng
/m

L.
m

in
-1

)

 

0

2

4

6

8

10
 CTL
 CAF

*

(E)

H
O

M
A

 -
 IR

 
Figura 9. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre as concentrações sanguíneas 
(A) e AUC (B) de glicose (mg/dL) e concentrações plasmáticas (C) e AUC (D) de insulina (ng/mL) de 
ratas Wistar adultas 1 minutos antes e 15 minutos, 30 minutos e 60 minutos após a administração iv de 
glicose (1,5 g / kg peso corporal). HOMA-IR representado na figura 9E. Resultados expressos como 
média ± EPM. *diferenças estatisticamente significativas entre os grupos controle (CTL) e cafeteria 
(CAF).  
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As concentrações de insulina foram reduzindo-se até valores semelhantes aos basais tanto aos 30 

quanto aos 60 minutos, não diferindo também entre si nesses dois tempos. Foi observado um efeito 

significativo para grupo (F = 82.13, P < 0.001) e hora do dia (F = 39.94, P < 0.001). Nenhuma interação 

entre grupo e hora do dia (F = 1.78, P = 0.16) foi detectada. O AUC da insulina (figura 9D) foi maior no 

grupo CAF do que no grupo CTL (P < 0.0001); a análise do HOMA (Homeostasis Method Assesment - 

figura 9E) evidenciou uma diferença significativa entre os dois grupos (P < 0.0001), revelando uma 

resistência à insulina nos animais do grupo CAF em relação aos animais do grupo CTL.   

As concentrações de triglicerídeos (A), colesterol total (B), HDL (C) e LDL (C) dos grupos CTL 

e CAF estão representadas na figura 10. O grupo CAF apresentou elevações nas concentrações de 

triglicerídeos (P = 0.005) e de colesterol LDL (P < 0.0001) e redução de HDL (P = 0.013) em relação ao 

grupo CTL, mas não diferiu significativamente nas concentrações de colesterol total (P = 0.209).  
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Figura 10. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre as concentrações 
plasmáticas de triglicerídeos (A), colesterol total (B), lipoproteína de alta densidade (HDL - (C)) e 
lipoproteína de baixa densidade (LDL – (D)) (média ± erro padrão da média - mg/dL) de ratas Wistar 
adultas. *diferenças estatisticamente significativas entre os grupos controle (CTL) e cafeteria (CAF). 
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A dieta da cafeteria promoveu uma antecipação da abertura vaginal das ratas (figura 11, P = 

0.005); o grupo CAF apresentou uma instalação da puberdade precoce quando comparada às fêmeas do 

grupo CTL. Além disso, a freqüência média de ocorrência da fase de diestro foi significativamente maior 

nas fêmeas do grupo CAF (15.33 ± 0.41, P < 0.05) do que das fêmeas do grupo CTL (10.80 ± 0.42). 

Entretanto, a freqüência das fases de metaestro (5.00 ± 0.34, P = 0.880), proestro (4.50 ± 0.27, P = 

0.091) e estro (6.78 ± 0.39, P = 0.056) das fêmeas do grupo CAF não difeririam da freqüência de 

metaestro (5.07 ± 0.25), proestro (5.20 ± 0.29) e estro (7.80 ± 0.31) das fêmeas do grupo CTL. Os pesos 

do útero (P = 0.122) e dos ovários (P = 0.143) não foram afetados pela dieta da cafeteria (CTL versus 

CAF).  
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Figura 11. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre a data da abertura vaginal 
(média ± erro padrão da média) de ratas Wistar, *diferenças estatisticamente significativas; teste T de 
Student (t = 3.171, P = 0.048). 
 

 

A figura 12 mostra o efeito da dieta da cafeteria sobre o comportamento sexual das fêmeas. A 

relação número de lordoses / número de montas não foi significativamente diferente entre as fêmeas do 

grupo CTL (0.93 ± 0.02) quando comparada ao grupo CAF (0.90 ± 0.03, P = 0.186).  
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Figura 12. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre a receptividade sexual 
(número de lordoses / número de montas - média ± E.P.M.) de ratas Wistar adultas dos grupos controle 
(CTL) e cafeteria (CAF). 

 
 

Quando comparamos o número de óvulos liberados pelas fêmeas (figura 13), observamos uma 

redução na média do número de óvulos (3.0 ± 1.32) liberados pelas fêmeas do grupo CAF quando 

comparados à média do número de óvulos liberados pelas fêmeas do grupo CTL (10.17 ± 0.78, p < 

0.0001). 
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Figura 13. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre o número de oócitos de 
ratas Wistar adultas. Média ± E.P.M. *diferenças estatisticamente significativas entre os grupos controle 
(CTL) e cafeteria (CAF). 
 

 

A figura 14 mostra as concentrações plasmáticas de estradiol (A), progesterona (B), LH (C) e 

prolactina a cada hora, das 13 às 18 horas do dia na fase do proestro. Elevações significativas nas 

concentrações de estradiol às 1500 h dos grupos CTL + SAL e CTL + LOS foram observadas, quando 
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comparadas com as outras horas avaliadas em ambos os grupos, que não diferiram entre si em outros 

horários avaliados. Além desta elevação às 1400 h, no grupo CAF, às 1600h e 1800 h também foram 

observados aumentos significativos quando comparados com as concentrações das 1300, 1500 e 1700h, 

originando um padrão de aumento e redução na secreção de estradiol. A análise da AUC (figura 15B, P = 

0.921) não evidenciou diferença estatisticamente significativa entre os grupos. Nenhum efeito 

significativo para grupo (F = 0.05, P = 0.83) e para hora do dia (F= 1.28, P = 0.28) ou para interação 

entre grupo e hora do dia (F = 0.56, P = 0.72) foi detectado.  

As concentrações plasmáticas de progesterona do grupo CTL alcançaram os valores mais 

elevados às 1500 h comparados com os outros horários avaliados, e a todos os horários avaliados do 

grupo CAF. Após o pico às 1500 h, as fêmeas do grupo CTL apresentaram reduções gradativas e 

estatisticamente significativas das concentrações de progesterona às 1600, 1700 e 1800 h. Nenhuma 

elevação nas concentrações de progesterona foi observada no grupo CAF, permanecendo similares em 

todos os horários analisados. A análise da AUC (figura 16B, P < 0.0001) evidenciou uma redução 

estatisticamente significativa no grupo CAF comparada com o grupo CTL. Efeitos significativos para 

grupo (F = 10.35, P = 0,002) e hora do dia (F = 2.87, P = 0,019), bem como significativa interação entre 

grupo e hora do dia (F = 2.50, P = 0,037) foram detectados.  

As concentrações plasmáticas de LH do grupo CTL alcançaram os valores mais elevados às 1700 

h comparadas às outras horas avaliadas e ao LH plasmático às 1700 h e dos demais horários avaliados do 

grupo CAF. Não foi verificado pico de LH do grupo CAF na tarde do proestro, no entanto, as suas 

concentrações foram significativamente maiores as 1700 e 1800 h comparadas às 1300, 1400 e 1600 h, 

mas não diferiram das suas concentrações às 1500 h e entre si. A análise da AUC (figura 17B, P < 

0.0001) evidenciou uma redução no grupo CAF comparada com o grupo CTL. Efeitos significativos para 

grupo (F = 5.33, P = 0.038) e hora do dia (F = 29.44, P < 0.0001) e significativa interação entre grupo e 

hora do dia (F = 17.40, P < 0.0001) foram detectados.  
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Figura 14. Efeito da dieta da cafeteria a partir do desmame sobre as concentrações plasmáticas de 
estradiol ((A) pg/mL), e AUC de estradiol (B), de progesterona ((C) ng/mL) e AUC de progesterona (D), 
de LH ((E) ng/mL) e AUC de LH (F) e de prolactina ((G) ng/mL) e AUC de prolactina (H) na tarde do 
proestro de ratas Wistar adultas. As amostras de sangue foram colhidas às 13, 14, 15, 16, 17 e 18 horas. 
Média ± E.P.M. dos grupos controle (CTL) e cafeteria (CAF). *diferenças estatisticamente significativas 
entre os grupos controle (CTL) e cafeteria (CAF). 
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As concentrações de prolactina permaneceram semelhantes entre os grupos e entre os horários até 

as 1500 h. Posteriormente elevações gradativas e estatisticamente significativas foram observadas a partir 

das 1600 h até as 1700 h no grupo controle e que, no grupo CAF, continuaram a elevar-se até as 1800 h, 

originando as diferenças significativas observadas nas concentrações de prolactina nesse horário entre os 

grupos. Efeitos significativos para grupo (F = 5.86, P = 0.018) e hora do dia (F = 4.06, P = 0.003) foram 

detectados. Nenhuma interação entre grupo e hora do dia foi detectada (F = 1.39, P = 0.239). A análise 

da AUC (P = 0.209) não evidenciou diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 
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4.2. Experimento 2: Efeito da associação da administração de losartan com a dieta da cafeteria, 

introduzidos a partir do desmame, sobre processos reprodutivos em ratas 

 

Os pesos das gorduras perigonadal (A) e retroperitoneal (B) de fêmeas são mostrados nas figuras 

15 (30 dias de idade) e 16 (idade adulta). Aumentos nos pesos de ambas as gorduras foram constatados 

no grupo CAF + SAL comparados aos seus respectivos pesos no grupo CTL + SAL em fêmeas aos 30 

dias de idade e adultas. A injeção do antagonista losartan a partir do desmame não alterou os pesos das 

gorduras analisadas no grupo CTL em nenhuma das idades (CTL + SAL versus CTL + LOS), no entanto, 

promoveu redução no peso das gorduras no grupo CAF + LOS em relação ao grupo CAF + SAL da 

gordura perigonadal e da gordura retroperitoneal nas fêmeas aos 30 dias de idade, e das gorduras 

perigonadal e retroperitoneal nas fêmeas adultas. Apesar dos pesos das duas gorduras analisadas no 

grupo CAF + LOS serem menores quando comparados ao grupo CAF + SAL, aos 30 dias de idade, ainda 

se mantiveram maiores do que os pesos das gorduras nos grupos CTL + SAL e CTL + LOS. Nas fêmeas 

adultas, os pesos das gorduras perigonadal e retroperitoneal do grupo CAF + LOS foram reduzidos até se 

tornarem iguais aos seus pesos nos grupos CTL + SAL e CTL + LOS. 
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Figura 15. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre o 
peso das gorduras perigonadal (A) e retroperitoneal (B) (g / 100 g de peso corporal) de ratas Wistar aos 
30 dias de idade. Resultados expressos como média ± E.P.M. As letras sobre as colunas representam 
diferenças estatísticas, resultando nos seguintes grupos: (a) controle + salina (CTL + SAL), (b) controle + 
losartan (CTL + LOS), (c) cafeteria + salina (CAF + SAL) e (d) cafeteria + losartan (CAF + LOS). 
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Figura 16. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre o 
peso das gorduras perigonadal (A) e retroperitoneal (B) (g / 100 g de peso corporal) de ratas Wistar 
adultas. Resultados expressos como média ± E.P.M. As letras sobre as colunas representam diferenças 
estatísticas, resultando nos seguintes grupos: (a) controle + salina (CTL + SAL), (b) controle + losartan 
(CTL + LOS), (c) cafeteria + salina (CAF + SAL) e (d) cafeteria + losartan (CAF + LOS).   

 

A figura 17 mostra as ingestões de alimentos e de energia de fêmeas submetidas às dietas de 

cafeteria e de ração, e à injeção de salina ou de losartan. O grupo CAF + SAL apresentou maior ingestão 

nos dois primeiros dias de dieta e menores ingestões de alimento em gramas na maior parte do 

experimento (até os 55º dia) do que o grupo CTL + SAL, aumentando a ingestão alimentar se comparada 

a esse grupo nos dias 56 e 57. A quantidade de energia ingerida calculada foi maior no grupo CAF + 

SAL quando comparada ao grupo CTL + SAL durante todo o período avaliado. O losartan, por sua vez, 

não alterou nem a ingestão alimentar em gramas e nem a quantidade de energia ingerida entre os grupos 

CTL (CTL + SAL versus CTL + LOS). Nas fêmeas do grupo CAF (CAF + LOS versus CAF + SAL), até 

o 26º dia não promoveu diferença entre os grupos, no entanto, do 31º dia até o final do controle de 

ingestão alimentar, induziu aumento significativo na quantidade de alimento ingerido pelo grupo CAF + 

LOS, o que originou uma maior quantidade de energia ingerida por esse grupo, quando comparado com o 

grupo CAF + SAL. 
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Figura 17. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre a 
ingestão alimentar (g) e sobre a ingestão de energia (Kcal) a cada dia de ratas Wistar. Resultados expressos 
como média ± E.P.M. dos grupos controle + salina (CTL + SAL), controle + losartan (CTL + LOS), 
cafeteria + salina (CAF + SAL) e cafeteria + losartan (CAF + LOS). *P < 0.05 para ingestão alimentar de 
CAF + SAL versus CTL + SAL; **, P < 0.05 para ingestão alimentar de CAF + LOS versus CAF + SAL. 
#P < 0.05 para ingestão de calorias de CAF + SAL versus CTL + SAL; ##, P < 0.05 para ingestão de 
calorias de CAF + LOS versus CAF + SAL. 
 

 

A evolução do peso corporal (representado na figura 18) foi menor na maior parte dos dias de 

controle no grupo CAF + SAL comparado ao grupo CTL + SAL, e nos últimos 5 dias, um aumento foi 

verificado no grupo CAF + SAL em relação ao grupo CTL + SAL. As fêmeas do grupo CAF + LOS 

apresentaram médias de peso corporal semelhantes aos dos grupos controle e apresentram peso corporal 

maior na primeira metade do experimento e menor na segunda metade do controle do que o grupo CAF + 

SAL, assim como verificado para os grupos controle, evidenciando um efeito de redução de evolução de 

peso corporal induzido pelo losartan. 
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Figura 18. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre a 
evolução do peso corporal (g) a cada dois dias de ratas Wistar. Resultados expressos como média ± E.P.M. 
dos grupos controle + salina (CTL + SAL), controle + losartan (CTL + LOS), cafeteria + salina (CAF + 
SAL) e cafeteria + losartan (CAF + LOS). *P < 0.05 para CAF + SAL versus CTL + SAL; **, P < 0.05 
para CAF + LOS versus CAF + SAL.  
 

 

A figura 19 mostra as concentrações de glicose (A e B) e insulina (C e D) de jejum e 15, 30 e 60 

minutos após a administração intravenosa de glicose 50%, bem como o HOMA-IR (E e F) de fêmeas 

submetidas à dieta da cafeteria e à injeção de losartan. O bloqueio dos receptores AT1 de Angiotensina II 

não alterou as concentrações de glicose de jejum, que não diferiram entre todos os grupos avaliados. As 

concentrações de glicose do grupo CTL + SAL não diferiram do grupo CTL + LOS nos tempos 

analisados. Aos 15 minutos após a injeção iv de glicose, as concentrações de glicose no grupo CAF + 

LOS comparado com o grupo CAF + SAL reduziram, alcançando valores similares aos do grupo CTL + 

LOS, porém ambos diferindo do grupo CTL + SAL. Esta diferença foi abolida aos 30 minutos, onde 

verificamos que em todos os grupos, as concentrações de glicose foram reduzindo, alcançando valores 

iguais aos dos grupos CTL + SAL no grupo CAF + LOS e permanecendo significativamente diferentes 

dos outros grupos no grupo CAF + SAL, até os 60 minutos após a injeção de glicose. Foi observado um 
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efeito significativo para grupo (F = 6.35, P < 0.0001), hora do dia (F = 811.4, P < 0.0001) e para a 

interação entre grupo e hora do dia (F = 16.98, P < 0.0001) foram detectados.  
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Figura 19. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre as 
concentrações sanguíneas de glicose (média ± erro padrão da média - mg/dL) e sobre as concentrações 
plasmáticas de insulina (média ± erro padrão da média - ng/ml) de ratas Wistar adultas 1 minutos antes 
(A – tempo 0), 15 minutos (B – tempo 15), 30 minutos (C – tempo 30) e 60 minutos (D – tempo 60) após 
a administração iv de glicose (1,5 g / kg peso corporal). HOMA – IR representado nas figuras 23E.e 23F. 
Resultados expressos como média ± EPM. * Representam diferenças estatísticas entre os grupos. 
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As concentrações de jejum de insulina, que estavam elevadas pelo efeito da ingestão da dieta da 

cafeteria (CAF + SAL versus CTL + SAL), se tornaram similares às concentrações do grupo CTL + 

LOS, mas diferindo do grupo CTL + SAL. O bloqueio dos receptores AT1 normalizou as concentrações 

de jejum de insulina no grupo cafeteria (CAF + LOS versus CAF + SAL). No tempo 15, as 

concentrações de insulina se tornaram elevadas em todos os grupos, porém sendo significativamente 

maiores no grupo CAF + SAL e iguais nos grupos CAF + LOS, CTL + SAL e CTL + LOS, 

demonstrando efeito de redução do losartan sobre as concentrações de insulina no grupo CAF e de 

ausência de efeito no grupo CTL. Os mesmos efeitos foram observados nos tempos 30 e 60, quando as 

concentrações de insulina continuaram a reduzir em todos os grupos; no entanto, no tempo 30 a insulina 

do grupo CAF + LOS além de ser similar aos grupos CTL + SAL e CTL + LOS, também foi igual ao 

grupo CAF + SAL. Efeitos significativos para grupo (F = 17.55, P < 0.0001) e hora do dia (F = 9.56, P < 

0.0001) foram detectados. Nenhuma interação entre grupo e hora do dia foi detectada (F = 0.37, P = 

0.94). A análise do HOMA evidenciou ausência de efeito do bloqueio dos receptores AT1 sobre a 

insulina no grupo CTL, no entanto, promoveu redução no grupo CAF (P < 0.001 - CAF + LOS versus 

CAF + SAL), e se igualou ao HOMA dos grupos CTL + LOS e CTL + SAL. 

Assim como nos grupo CAF em relação ao grupo CTL (figura 10), na figura 20, podemos 

verificar uma elevação nas concentrações de triglicerídeos (A) e de colesterol LDL (D), bem como 

redução nas concentrações de colesterol HDL (C) e ausência de diferenças no colesterol total (B) no 

grupo CAF + SAL quando comparadas ao grupo CTL + SAL. A injeção de losartan promoveu redução 

nas concentrações de triglicerídeos e LDL do grupo CAF, que se tornaram iguais às do grupo CTL + 

SAL e CTL + LOS. As concentrações de HDL do grupo CAF + LOS foram similares às dos grupos 

controles e significativamente maiores que às do grupo CAF + SAL. O losartan não alterou as 

concentrações totais de colesterol no grupo CAF e de nenhum dos fatores avaliados no grupo CTL. 

O efeito de antecipação da abertura vaginal das ratas da dieta da cafeteria isolada (figura 21) 

também foi verificado no grupo CAF + SAL quando comparada ao grupo CTL + SAL (P = 0.007), assim 
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como mostrado na figura 11 na comparação da data da instalação da puberdade entre os grupos CTL e 

CAF. Não houve diferença significativa entre a data da abertura vaginal do grupo CAF + LOS e do grupo 

CAF + SAL (P = 0.005). No entanto, o grupo CAF + LOS apresentou igualdade estatística (P = 0.379) 

com o grupo CTL + SAL, que não diferiu do grupo CTL + LOS (P = 0.099). Da mesma forma, os pesos 

do útero nos grupos controles (CTL + SAL versus CTL + LOS; P = 0.597) e cafeteria (CAF + SAL 

versus CAF + LOS; P = 0.176), assim como dos ovários nos grupos controles (CTL + SAL versus CTL + 

LOS; P = 0.384) e cafeteria (CAF + SAL versus CAF + LOS; P = 0.218) não foram alterados pela 

administração de losartan.  
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Figura 20. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre as 
concentrações plasmáticas de triglicerídeos (A), colesterol total (B), lipoproteína de alta densidade (HDL 
- (C)) e lipoproteína de baixa densidade (LDL – (D)) (média ± erro padrão da média - mg/dL) de ratas 
Wistar adultas. As letras sobre as colunas representam diferenças estatísticas, resultando nos seguintes 
grupos: (a) controle + salina (CTL + SAL), (b) controle + losartan (CTL + LOS), (c) cafeteria + salina 
(CAF + SAL) e (d) cafeteria + losartan (CAF + LOS). 
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O bloqueio dos receptores de Angiotensina II não alterou a frequência média das fases de estro 

(6,43 ±0,92), proestro (4,4 ± 0,70) e metaestro (4,00 ± 0,53) do grupo CAF+LOS em relação à frequência 

de estro (6,83 ±1,05), proestro (5,00 ± 0,26) e metaestro (4,67 ± 0,56) do grupo CAF+SAL; do estro (9,4 

± 0,51), proestro (4,4 ±0,25) e metaestro (6,2 ±0,74) do grupo CTL + SAL, e do estro (7,29 ±1,7), 

proestro (5,29 ±0,61) e metaestro (5,86 ± 0,26) do grupo CTL + LOS. A dieta da cafeteria aumentou a 

freqüência do diestro no grupo cafeteria (CAF+SAL versus CTL + SAL e CTL + LOS). A injeção de 

losartan no grupo CAF prolongou ainda mais a fase de diestro (19,14 ±0,94), diferindo do diestro do 

grupo CAF + SAL (15,50 ± 0,85, P < 0,05), CTL + SAL (10 ± 0,55, P < 0.001) e CTL + LOS (11,43 ± 

0,78, P < 0.001). Os grupos controle não diferiram entre si em todas as fases analisadas. 
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Figura 21. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre a 
abertura vaginal (média ± E.P.M.) de ratas Wistar. As letras sobre as colunas representam diferenças 
estatísticas, resultando nos seguintes grupos: (a) controle + salina (CTL + SAL), (b) controle + losartan 
(CTL + LOS), (c) cafeteria + salina (CAF + SAL) e (d) cafeteria + losartan (CAF + LOS). 
 

 

 

A ausência de efeito da dieta da cafeteria sobre o comportamento sexual das fêmeas, como 

verificado anteriormente (CAF versus CTL - figura 12), também foi constatada entre os grupos CAF + 

SAL e CTL + SAL (figura 22, P = 0.693). Adicionalmente, a relação número de lordoses / número de 
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montas não foi alterada pela injeção do antagonista losartan de Angiotensina II nos grupos CTL (P = 

0.899) e CAF (P = 0.678). 

Interessantemente, a redução da ovulação induzida pela dieta da cafeteira (CTL versus CAF – 

figura 23) também verificada entre os grupos CTL + SAL versus CAF + SAL (figura X – P < 0.0001) foi 

revertida pela administração de losartan (CAF + SAL versus CAF + LOS – P < 0.0001). As fêmeas do 

grupo CAF + LOS apresentaram valores médios de ovulação semelhantes aos dos grupos CTL + SAL (P 

= 0.059) e CTL + LOS (P = 0.174). O bloqueio dos receptores de Angiotensina II não alterou o número 

de óvulos liberados pelos animais do grupo CTL (CTL + SAL versus CTL + LOS, P = 0.539).  
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Figura 22. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre a 
receptividade sexual (número de lordoses / número de montas - média ± E.P.M.) de ratas Wistar adultas 
dos grupos controle + salina (CTL + SAL), controle + losartan (CTL = LOS), cafeteria + salina (CAF + 
SAL) e cafeteria + losartan (CAF + LOS).  
 

 

A figura 24 mostra as concentrações plasmáticas a cada hora, das 13 às 18 horas do dia na fase do 

proestro e a figura 25 as AUCs das concentrações de estradiol (A e B), progesterona (C e D), LH (E e F) 

e prolactina (G e H). Elevação nas concentrações de estradiol às 1500 h nos grupos CTL + SAL e CTL + 

LOS, as 1400 e 1700 h no grupo CAF + SAL e às 1600 h no grupo CAF + LOS, que não diferiram aos 

outros horários avaliados no mesmo grupo ou entre grupos.  
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Figura 23. Efeito da ingestão da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre o 
número de oócitos de ratas Wistar adultas. Média ± E.P.M. As letras sobre as colunas representam 
diferenças estatísticas, resultando nos seguintes grupos: (a) controle + salina (CTL + SAL), (b) controle + 
losartan (CTL + LOS), (c) cafeteria + salina (CAF + SAL) e (d) cafeteria + losartan (CAF + LOS). 

 

 

A análise da AUC das concentrações de estradiol não evidenciou diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos. Nenhum efeito significativo para grupo (F = 0.713, P = 0.545) e para 

interação entre grupo e hora do dia (F= 1.115, P = 0.344) foram detectados. No entanto, efeito 

significativo para tempo (F = 2.868, P = 0.016) foi detectado.  

As concentrações plasmáticas de progesterona do grupo CTL + SAL alcançaram os valores mais 

significativamente elevados às 1500 h comparados com as concentrações às 1300, 1700 e 1800 h, não 

diferindo das 1400 e 1600 h. O grupo CTL + SAL apresentou também uma elevação às 1500 h, porém 

não diferente dos demais horários. A comparação entre todos os horários avaliados no grupo CAF + SAL 

não evidenciou diferença significativa e, no grupo CAF + LOS, um aumento nas concentrações de 

progesterona foi verificado às 1700 h, que diferiu de todos os outros horários nesse grupo.  

A análise da AUC das concentrações de progesterona (P < 0.0001) evidenciou ausência de 

diferença significativa entre os grupos. Efeito significativo para grupo (F = 8.903, P < 0.0001) foi 

detectado. Nenhum efeito significativo para hora do dia (F = 1.987, P = 0,081) e para interação entre 

grupo e hora do dia (F = 1.615, P = 0,071) foram detectados.  
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Figura 24. Efeito da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame sobre as 
concentrações plasmáticas de estradiol ((A e B) pg/mL), de progesterona ((C e D) ng/mL), de LH ((E e 
F) ng/mL) e de prolactina ((G e H) ng/mL) na tarde do proestro de ratas Wistar adultas. Média ± E.P.M. 
dos grupos controle + salina (CTL + SAL), controle + losartan (CTL + LOS), cafeteria + salina (CAF + 
SAL) e cafeteria + losartan (CAF + LOS). 
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Figura 25. Efeito da dieta da cafeteria e da injeção de losartan a partir do desmame os AUCs de das 
concentrações plasmáticas de estradiol ((A e B) pg/mL), de progesterona ((C e D) ng/mL), de LH ((E e 
F) ng/mL) e de prolactina ((G e H) ng/mL) na tarde do proestro de ratas Wistar adultas. Média ± E.P.M. 
dos grupos controle + salina (CTL + SAL), controle + losartan (CTL + LOS), cafeteria + salina (CAF + 
SAL) e cafeteria + losartan (CAF + LOS). 
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Tanto o grupo CTL + SAL quanto o grupo CTL + LOS não diferiram entre si em todos os horários 

e apresentaram picos de LH às 1700 h, que foram significativamente diferentes dos demais horários 

avaliados dentro destes grupos e das concentrações de LH nos demais horários nos grupos CAF + SAL e 

CAF + LOS. O grupo CAF + SAL não apresentou elevações nas concentrações de LH em nenhum dos 

horários na tarde do proestro, que permaneceram iguais em todos os tempos.  

Um aumento nas concentrações de LH foi verificado às 1800 h no grupo CAF + LOS, diferindo 

dos outros horários nesse grupo e das concentrações de LH às 1800 h nos grupos CTL + SAL, CTL + 

LOS e CAF + SAL, demonstrando que a administração do antagonista de Angiotensina II reverteu o 

bloqueio do pico pré-ovulatório de LH induzido pela ingestão da dieta da cafeteria. 

A análise da AUC das concentrações de LH evidenciou uma redução no grupo CAF + SAL 

comparada com o grupo CTL + SAL e ausência de diferença entre os grupos CTL + SAL, CTL + LOS e 

CAF + LOS. Efeitos significativos para grupo (F = 3.856 P = 0.010), hora do dia (F = 9.880, P < 0.0001) 

e interação entre grupo e hora do dia (F = 5.073, P < 0.0001) foram detectados.  

As concentrações de prolactina não diferiram entre os respectivos horários entre os grupos 

avaliados. A partir das 1600 h, em todos os grupos, as concentrações de prolactina começaram a se 

elevar, alcançando valores significativamente elevados as 1700 e 1800 h no grupo CAF + LOS em 

relação às 1300 e 1400 h e às 1700 h no grupo CTL + SAL em relação aos demais horários. Nos grupos 

CTL + LOS e CAF + SAL não foi evidenciada diferença significativa entre os horários. Nenhum efeito 

significativo para grupo (F = 1.505, P = 0.2140) e interação entre grupo e hora do dia (F = 0.493, P = 

0.943) foi detectado. Um efeito significativo para hora do dia foi detectado (F = 6.988, P < 0.0001).  

A análise da AUC das concentrações de prolactina não evidenciou diferença estatisticamente 

significativa entre todos os grupos estudados. 
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5. DISCUSSÕES 
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5.1. Experimento 1: Efeito da dieta da cafeteria, introduzida a partir do desmame, sobre processos 

reprodutivos em ratas 

 

A literatura tem evidenciado há muitos anos a forte relação existente entre a obesidade e desordens 

reprodutivas femininas. Em mulheres obesas, entre as alterações constatadas, incluem-se a antecipação da 

instalação da puberdade, o prolongamento do ciclo reprodutivo, ciclos anovulatórios e redução nas taxas 

de gravidez. Sobre o comportamento sexual, o efeito da obesidade ainda é controverso, com alguns 

estudos demonstrando redução e outros nenhuma alteração no comportamento sexual de mulheres obesas, 

comparadas com mulheres não-obesas. Adicionalmente, foram relatados hiperandrogenismo, redução nas 

concentrações de globulinas ligadoras de esteróides sexuais, redução de metabólitos de estrógenos e 

progesterona e reduzidas concentrações de LH em mulheres que apresentam obesidade. 

Os modelos experimentais animais representam uma ferramenta importante na busca pela 

compreensão dos efeitos da obesidade sobre o eixo hipotálamo-hipófise em gônadas em fêmeas. Em 

fêmeas obesas de roedores foram descritos a abertura vaginal antecipada, o prolongamento do ciclo estral, 

a redução no desenvolvimento folicular nos ovários, bem como a redução na expresão de GnRH em 

neurônios hipotalâmicos em relação aos respectivos parâmetros em animais de grupos controles. 

Até o momento, não existiam dados disponíveis sobre a receptividade sexual e nem relatos sobre o 

perfil das concentrações plasmáticas dos principais hormônios envolvidos no controle da função 

reprodutiva em fêmeas de modelos experimentais animais de obesidade, que são essenciais para a 

compreensão dos mecanismos envolvidos nos efeitos do excesso de gordura corporal sobre a efetividade 

funcional da reprodução. 

Em mulheres obesas, esses parâmetros ou semelhantes já foram verificados, no entanto, 

entendemos a necessidade de se avaliar e tentar compreender todos esses mecanismos também nos 

modelos experimentais animais, para após, se tentar correlacionar e estender os conhecimentos adicionais 
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(que até então só são realizados em animais em condições experimentais, como a expressão de proteínas 

em estruturas no sistema nervoso central), em todo seu contexto, para a fisiologia humana. 

Neste sentido, no presente trabalho, avaliamos a receptividade sexual, a ovulação na manhã da 

fase estro do ciclo estral e o perfil de LH, estradiol, progesterona e prolactina na fase de proestro (fase que 

precede o estro) e nos horários (tarde do proestro) em que esses hormônios apresentam um pico no 

sentido de se induzir a ovulação na manhã do estro e a receptividade sexual na noite do proestro, período 

em que a fertilização é mais provável.  

Nessa tese, a dieta conhecida como cafeteria foi utilizada para a indução da obesidade. Como a 

obesidade humana, as dietas de indução de obesidade são condições poligênicas que refletem a interação 

da predisposição genética com o ambiente externo e a interpretação das causas ou possíveis tratamentos 

para os efeitos da obesidade não são complicados por anormalidades fisiológicas induzidas por lesões 

eletrolíticas, por injeções de drogas em núcleos centrais ou alterações genéticas.  

A oferta da dieta da cafeteria foi inciada logo após o desmame e por tempo prolongado (até a 

idade adulta), tendo em vista o dramático aumento da incidência da obesidade em crianças e o fato de 

que um as alterações nas funções reprodutivas são diretamente proporcionais à duração da dieta. 

Com o objetivo de correlacionar algumas alterações metabólicas características e associadas à 

obesidade, nós realizamos um teste intravenoso de tolerância à glicose e dosamos as concentrações de 

triglicerídeos e colesteróis nas fêmeas avaliadas. Verificamos que a dieta da cafeteria induziu o 

desenvolvimento de obesidade e da resistência a insulina. Além disso, o aumento de gordura corporal e 

as alterações associadas promoveram redução na capacidade reprodutiva das fêmeas avaliadas.  

A dieta da cafeteria, como esperado, aumentou o peso dos coxins adiposos aos 30 dias de idade, 

perdurando até a idade adulta das ratas, semelhante aos ratos que ingerem a dieta da cafeteria introduzida 

na vida adulta (Prada et al. 2005; Shafat et al. 2009). Ao avaliarmos a ingestão alimentar das fêmeas do 

grupo cafeteria verificamos ainda que nos dois primeiros dias de oferta da dieta, uma maior ingestão 

alimentar em gramas pelo grupo cafeteria comparado com o grupo controle. Estudos demonstram que a 
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dieta da cafeteria induz um rápido aumento na ingestão nos primeiros dias de oferta (Llado et al. 1995), 

devido à maior palatabilidade dessa dieta comparada com a ração para ratos (Sclafani & Springer 1976). 

Posteriormente, apesar do fato de, na maior parte do experimento, a ingestão alimentar no grupo controle 

foi maior em gramas do que no grupo cafeteria, na análise da quantidade de energia ingerida ao longo do 

experimento, verificamos uma maior ingestão de energia pelo grupo cafeteria desde o 8º dia até o final do 

experimento, devido à maior densidade energética dos alimentos na dieta da cafeteria, o que pode ter 

induzido um acúmulo de gordura maior nestas fêmeas e maior aumento gradativo de peso corporal, 

chegando a atingir valores de peso corporal maiores que nas fêmeas do grupo controle a partir da metade 

do período de análise.  

Além disso, a dieta da cafeteria promoveu redução na tolerância à glicose, possivelmente por 

alterar a secreção de insulina induzida por glicose, como demonstrado pela análise do HOMA. A 

normoglicemia de jejum deve ser resultante da hiperinsulinemia de jejum observada nesses animais. De 

fato, ratos (Pi-Sunyer 2002; Prada et al. 2005) e camundongos (Martins et al. 2008) obesos não 

apresentam aumento nas concentrações de glicose de jejum, por aumento compensatório nas 

concentrações de insulina.  

Nossos resultados estão de acordo com estudos que demonstram que a obesidade promove a 

resistência à insulina em modelos experimentais animais (Llado et al. 1995; Prada et al. 2005) e em 

humanos (Jahns et al. 2001; Chopra et al. 2002). Elevadas concentrações de triglicerídeos e colesterol 

LDL, bem como reduzidas concentrações de colesterol HDL foram detectadas nas fêmeas do grupo 

cafeteria em nosso estudo, confirmando estudos anteriores em animais obesos (Friedman & Kim 1985; 

Kretschmer et al. 2005). 

Além dos efeitos metabólicos esperados, a dieta da cafeteria induziu no ciclo estral e na 

capacidade reprodutiva das fêmeas. Foi verificada uma antecipação da instalação da puberdade nas 

fêmeas do grupo cafeteria, semelhante à observada por (Kennedy & Mitra 1963). A obesidade antecipa a 

data da instalação da puberdade em ratas (Kennedy & Mitra 1963) e em meninas (Frisch & McArthur 
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1974). O maior fator para a maturação precoce em meninas parece estar associado ao aumento do índice 

de massa corporal (IMC). Vários fatores predispõem aos aumentos do IMC, incluindo aumento no 

consumo de alimentos ricos em calorias (Jahns et al. 2001).  

No presente trabalho, verificamos que a dieta da cafeteria aumentou significativamente a 

quantidade das gorduras avaliadas aos 30 dias, idade próxima à instalação da puberdade em ratas. 

Possivelmente, algum fator derivado e/ou associado ao tecido adiposo deve estar contribuindo para essa 

antecipação. Alguns estudos (Helmreich & Cameron 1992; Cameron 1996) sugerem que existe um 

mecanismo dinâmico sensível à disponibilidade de energia para o controle da função reprodutiva e da 

puberdade. Várias evidências têm indicado a leptina, um peptídeo sintetizado no tecido adiposo como 

sendo este fator, considerando que suas concentrações aumentam com a instalação da puberdade (Garcia-

Mayor et al. 1997; Ahmed et al. 1999) e que a leptina induz uma precocidade na abertura vaginal em 

camundongos (Ahima et al. 1997; Chehab et al. 1997) e previne o atraso instalação da puberdade de ratos 

fêmeas em jejum (Cheung et al. 1997; Gruaz et al. 1998). Por outro lado, alguns trabalhos indicam que as 

concentrações de leptina não são alteradas na puberdade em macacos e humanos (Urbanski & Pau 1998) e 

que a instalação da puberdade não é alterada em mulheres com deficiência à leptina e que receberam 

leptina recombinante (Farooqi et al. 2001). Estes resultados mantêm a controvérsia na questão referente 

ao mecanismo através do qual o acúmulo de gordura induz a antecipação da instalação da puberdade. 

Em nosso estudo, um aumento no tempo da fase de diestro 2 foi observado nas fêmeas obesas, o 

que induziu um prolongamento do ciclo estral dessas ratas, confirmando dados obtidos em estudos 

anteriores em roedores submetidos a dietas hipercalóricas (Innami et al. 1973; Glick et al. 1990). 

Menstruações irregulares associadas a ciclos anormais e longos também têm sido verificadas em mulheres 

obesas em vários estudos (Mitchell & Rogers 1953; Hartz et al. 1979; Friedman & Kim 1985; Norman & 

Clark 1998; Bolumar et al. 2000; Wei et al. 2009). Considerando que a progesterona apresenta, além do 

pico derivado da fase folicular, um segundo pico, de origem luteal no diestro 1 (Butcher et al. 1974; 

Smith et al. 1975) e que a progesterona possui efeito indutor da fase de diestro 2, por promover a 
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diferenciação das células para leucócitos, que caracterizam essa fase (Santoro et al. 2004), poderíamos 

supor que o prolongamento do tempo de diestro 2 nas ratas submetidas à dieta da cafeteria poderia ter sido 

induzido por elevações mais duradouras de progesterona de origem luteal. No entanto, em mulheres 

obesas, redução de progesterona na fase lútea foram descritas (Sherman & Korenman 1974; Grenman et 

al. 1986), o que descartaria a hipótese proposta se esse mesmo padrão de redução da progesterona na fase 

lútea nas ratas obesas fosse confirmado. 

A receptividade sexual das ratas não foi alterada pela ingestão da dieta da cafeteria. As reduzidas 

concentrações de progesterona, juntamente com as elevação de estradiol, mesmo na ausência de seu 

respectivo pico pré-ovulatório e mesmo com o aumento significativo nas concentrações de prolactina, 

como verificado no final da fase do proestro mantiveram o comportamento sexual das ratas do grupo 

cafeteria semelhante ao do grupo controle. O efeito da obesidade sobre o comportamento sexual em 

fêmeas ainda se mostra controverso. Em mulheres, alguns estudos demonstram falta de desejo sexual e 

dificuldades na performance sexual entre mulheres obesas (Bajos et al.; Esposito et al. 2003; Kolotkin et 

al. 2006). Por outro lado, outro estudo demonstrou ausência de diferença no comportamento sexual, 

incluindo o desejo sexual de mulheres obesas quando comparadas com mulheres não-obesas (Bajos et 

al.).  

Adicionalmente, um estudo demonstrou que ratas com diabetes induzido pela administração de 

estreptoozotocina apresentam redução do comportamento sexual devido à hiperinsulinemia (Karkanias et 

al. 1997). Em nosso estudo, a dieta da cafeteria não alterou o comportamento sexual das fêmeas avaliadas, 

apesar de apresentarem hiperinsulinemia de jejum. A manutenção da receptividade sexual no presente 

experimento, mesmo com as alterações endócrinas, pode estar associada à manutenção da dieta 

hipercalórica. Quando são mantidos substratos energéticos disponíveis para oxidação na dieta, o 

comportamento sexual das fêmeas diabéticas é mantido (Karkanias et al. 1997). Por exemplo, em fêmeas 

diabéticas não tratadas, apesar de possuir grande quantidade de calorias na circulação, a glicose não está 



 62

disponível para oxidação. Se estas fêmeas são alimentadas com dietas ricas em ácidos graxos, uma fonte 

de energia oxidável para diabéticos, o comportamento sexual é reestabelecido (Levi & Weinberg 1949). 

Em nossos resultados, constatamos que as concentrações de estradiol das fêmeas do grupo 

cafeteria não diferiram das do grupo controle, diferindo dos dados que correlacionam significativamente 

a taxa de produção de estrógenos com a quantidade de gordura corporal (Kirschner et al. 1982). Fêmeas 

com fenótipo de obesidade abdominal possuem menores concentrações de SHBG em comparação a 

mulheres com obesidade periférica (Pasquali et al. 1993), o que pode promover hiperandrogenismo e 

aumento de estrógenos livres aos tecidos-alvo (Kirschner et al. 1982; von Schoultz & Carlstrom 1989). 

No entanto, a obesidade está associada com uma redução na formação de metabólitos inativos de 17β-

estradiol, que são virtualmente derivados da atividade estrogênica periférica e uma maior produção de 

éster sulfato, um importante reservatório de estrógenos ativos (von Schoultz & Carlstrom 1989). Essas 

alterações em conjunto resultam em um aumento da taxa de estrógenos inativos. Assim, as concentrações 

plasmáticas de estrógenos são usualmente normais em mulheres com diferentes fenótipos de obesidade, 

apesar da produção de estrógenos ser aumentada em mulheres obesas (Pasquali et al. 1993; De Pergola et 

al. 2006). 

Por outro lado, constatamos neste estudo, que as concentrações de estradiol das fêmeas do grupo 

cafeteria apresentaram um padrão de elevação e redução em suas concentrações na tarde do proestro e, 

apesar de não apresentarem diferenças nos maiores valores (às 16 e 18 horas) após o pico às 14 horas 

com os respectivos horários das fêmeas do grupo controle, quando comparadas às suas concentrações que 

nos horários que não apresentaram elevações (13, 15 e 17 horas), as fêmeas do grupo cafeteria 

apresentaram elevação significativa.  

Sobre as concentrações de progesterona na tarde do proestro, a dieta da cafeteria inibiu o pico pré-

ovulatório deste esteróide. A progesterona é secretada pelo folículo dominante, responsável pelo aumento 

nas concentrações plasmáticas de progesterona na tarde do proestro (Arai et al. 1998; Bao et al. 2000). As 

fêmeas do grupo cafeteria em nosso estudo não apresentaram diferença no peso em relação ao grupo 
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controle. Trabalhos recentes (Menezes, 2010) realizados por nosso grupo de pesquisa (não publicados) 

evidenciaram ausência de alteração no número de folículos antrais, primários e secundários, entretanto, 

uma redução no número de folículos pré-antrais e da espessura da camada da teca dos folículos antrais 

foram constatados em fêmeas do grupo cafeteria. A redução dos folículos pré-ovulatórios e a redução da 

espessura da camada das células da teca, neste estágio pode ter promovido a redução da capacidade 

esteroidogência pelo folículo pré-ovulatório.  

Conforme referimos anteriormente, à medida que o folículo se aproxima do final da fase antral do 

desenvolvimento, as células da granulosa, que apresentam baixa atividade da enzima C17,20-liase (que 

converte progestágenos a andrógenos), passam a produzir quantidades aumentadas de progesterona, além 

de manterem a conversão de andrógenos a estrógenos. Além disso, nesse período pré-ovulatório, 

contribui para o aumento da síntese de progestágenos o fato de a camada das células da granulosa, que era 

avascular, passar a ser invadida por vasos provenientes da teca (Anselmo-Franci & Szawka, 2005). Essa 

neovascularização da camada granulosa resulta em aumento do aporte do substrato (colesterol) para a 

síntese de esteróides, o que constitui um fator decisivo para o aumento agudo da secreção de 

progestágenos na fase pré-ovulatória. Nesse sentido, a redução da espessura da camada da teca dos 

folículos antrais, bem como a redução no desenvolvimento dos folículos pré-antrais, poderia estar 

promovendo a redução na secreção de progesterona, evidenciado pela ausência do pico deste esteróide na 

tarde do proestro nas fêmeas do grupo cafeteria.  

A dieta da cafeteria ainda promoveu uma redução significativa no número de oócitos liberados na 

manhã do estro. Estes resultados estão de acordo com trabalhos que demonstram ainda que ratas com 

obesidade induzida pela dieta da cafeteria apresentam redução no número de concepções (Shaw et al. 

1997). A redução na ovulação induzida pela ingestão da dieta da cafeteria é provavelmente derivada de 

alterações nos perfis de secreção dos hormônios envolvidos no controle da reprodução.  

Nos verificamos ausência do pico pré-ovulatório de LH nas fêmeas do grupo cafeteria comparadas 

com as suas concentrações do grupo controle. Similarmente, em mulheres obesas, são observadas 
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reduzidas concentrações de LH e FSH (Grenman et al. 1986; Santoro et al. 2004; Jain et al. 2007). Nessas 

mulheres, os pulsos de LH são normais, mas de menor amplitude, resultando na redução das 

concentrações plasmáticas de LH (Grenman et al. 1986; Jain et al. 2007). 

O efeito da obesidade sobre a secreção de LH também é observado em mulheres com a síndrome 

de ovários policísticos. Elevadas concentrações de LH são comumente observadas em mulheres que 

apresentam síndrome do ovário policístico e não são obesas (Gambineri et al. 2002). Por outro lado, as 

concentrações de LH são inversamente relacionadas à gordura corporal e a obesidade reduz a amplitude 

do pulso de LH e a resposta do LH ao GnRH em mulheres obesas que apresentam síndrome do ovário 

policístico (Gambineri et al. 2002). Isto implica que a obesidade atenua a responsividade da secreção 

alterada de LH, assim como observamos em nossos resultados nas fêmeas do grupo cafeteria. 

A ausência do aumento de progesterona provavelmente seja um dos responsáveis pela ausência do 

pico de LH obserado nas fêmeas que ingeriram a dieta da cafeteria. Se considerarmos o fato de que em 

ratas, o aumento de progesgerona produzida pelo folículo dominante induz, após a pré-exposição a 

elevadas concentrações de estradiol, a ocorrência do pico pré-ovulatório de GnRH (Smith et al. 1975; 

Freeman 1994; Hotchkiss J; Knobil 1994; Levine 1997; Herbison 1998; Micevych et al. 2003), e que um 

estudo verificou uma supressão de 50% na expressão de GnRH nos camundongos fêmeas obesas DBA/2J 

(Tortoriello et al. 2004), poderíamos inferir que a ausência do aumento de progesterona na tarde do 

proestro estaria contribuindo para a ausência do pico de LH nas fêmeas do grupo cafeteria.  

Entretanto, estudos em macacas (Wildt et al. 1981) e em ovelhas (Kaynard et al. 1988; Moenter et 

al. 1990) demonstraram que o pico de gonadotrofinas pode ser induzido apenas pelo estradiol, sem a 

necessidade do aumento posterior de progesterona. Assim, alternativamente, poderíamos supor que, 

apesar de não apresentar diferença entre o perfil de elevação e redução das concentrações plasmáticas do 

estradiol nas fêmeas do grupo cafeteria verificado em nosso trabalho, apesar de não diferir do grupo 

controle, poderia estar promovendo um mecanismo de retroalimentação negativo ao invés do mecanismo 

de retroalimentação positivo sobre a síntese de GnRH no hipotálamo e contribuindo para a inibição do 
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pico de LH. Suportando essa suposição, um estudo verificou que para que os efeitos estimulatórios dos 

estrógenos sobre a síntese de GnRH no proestro ocorram, é necessário que suas concentrações sejam 

cronicamente elevadas por, pelo menos, um período de 15 horas, em ratas (Herbison 1998). 

Verificamos também um efeito da dieta da cafeteria sobre a secreção pré-ovulatória de prolactina. 

O último horário avaliado, as concentrações de prolactina, que estavam elevando-se em ambos os grupos, 

permaneceu elevado no grupo cafeteria em relação ao grupo controle, que apresentou redução. Os 

esteróides ovarianos poderiam estar contribuindo para este perfil. O tratamento com estrógeno estimula a 

secreção de prolactina (CALIGARIS et al., 1974), através da redução da resposta dos lactotrofos à 

dopamina (LIVINGSTONE et al., 1998). Além disso, estimula as células da hipófise a produzir 

(ARBOGAST & VOOGT, 1994) e a secretar PRL (HASHI et al., 1996) e promove um aumento na 

transcrição do gene da PRL (MAURER et al., 1990). Assim, considerando que nas fêmeas do grupo 

cafeteria, verificamos um padrão de elevações e reduções nas concentrações de estradiol, este perfil talvez 

possa ter estimulado um aumento mais prolongado da secreção de prolactina nessas fêmeas. 

Apesar da relação entre a obesidade e a reprodução feminina estar bem estabelecida, os 

mecanismos através dos quais a obesidade influencia a reprodução e os fatores mediadores desses efeitos 

são ainda pouco esclarecidos.  

Uma das alterações metabólicas mais evidentes e característica de ratas obesas é a resistência à 

insulina, verificada em nossos resultados nos animais do grupo cafeteria. Entendemos que o aparecimento 

de resistência à insulina não é uniforme em relação aos tecidos-alvo desse hormônio, nem em relação às 

vias intracelulares ativadas pela insulina. Desta forma, ao mesmo tempo em que a resistência à insulina 

pode afetar negativamente certas funções metabólicas desse hormônio, a hiperinsulinemia compensatória 

pode intensificar ou prejudicar outras. De fato, apesar da administração exógena de insulina apresentar 

efeito estimulatório sobre a secreção de LH em mulheres sadias (Moret et al. 2009), a hiperinsulinemia 

crônica parece induzir uma redução da amplitude do pulso de LH (Karkanias et al. 1997) e está 
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relacionada à produção de androgênios em excesso pelas células da teca nos ovários (Poretsky et al. 

1999).  

Elevações de insulina inibem a síntese de SHBG pelo fígado, contribuindo para a redução de suas 

concentrações e em consequência, para o aumento da taxa de andrógenos livres no plasma (Poretsky et al. 

1999; Gambineri et al. 2002). Estudos revelam que o ambiente com elevações plasmáticas de andrógenos 

promove atresia folicular em ratos (Hillier & Ross, 1979; Billig ET AL, 1993) e aumenta a apoptose das 

células da granulosa, além de inibir tanto o crescimento como o desenvolvimento folicular (FArookhi, 

1985), como resultado, há uma redução no desenvolvimento dos folículos ovarianos e a anovulação é 

favorecida (Willis et al. 1996; Poretsky et al. 1999; Bruning et al. 2000).  

Essa associação entre o hiperandrogenismo e a anovulação em mulheres em estágio reprodutivo na 

obesidade é suportada pela forte associação existente entre a obesidade e a síndrome do ovário policístico, 

a mais comum desordem hiperandrogênica (Yen, 1980; Franks, 1989). A obesidade aumenta a 

prevalência das taxas de síndrome do ovário policístico (Haslan & James, 2005) e amplifica esta 

desordem (Gambineri ET AL, 2002). Além de hiperandrogenismo, as mulheres obesas com ovário 

policístico apresentam resistência à insulina (Gambineri ET al, 2002), que deve contribuir para a alteração 

das ovulações espontânea e induzida observadas nessas mulheres (Gambineri ET AL, 2002). 

Por promover a lipogênese, a insulina ainda deve aumentar a produção de fatores derivados dos 

adipócitos, como a leptina (Maffei et al. 1995; Vicennati et al. 1998), cujas concentrações estão elevadas 

na obesidade (Maffei et al. 1995). Experimentos indicaram que a leptina antagoniza os efeitos 

estimulatórios do LH sobre as células ovarianas (Spicer & Francisco 1997; Agarwal et al. 1999). 

Elevações de leptina no ovário podem interferir no desenvolvimento dos folículos dominantes e 

maturação dos oócitos. A infusão exógena de leptina tem demonstrado reduzir significativamente a 

ovulação em ratas (Duggal et al. 2000). No entanto, se a leptina na circulação ou nos tecidos ovarianos 

exerce papel na determinação da anovulação em fêmeas obesas ainda é desconhecido. 
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Além disso, experimentos demonstram o hormônio liberador de corticotrofinas (CRH) tem sido 

relacionado com a redução na secreção de GnRH e LH (Meczekalski et al. 2000). Esta ação dos 

neurônios CRH em inibir o eixo gonadal se dá por inervação direta ou indireta, agindo diretamente nos 

neurônios GnRH inibindo-os, ou sobre neurônios proopiomelanocorticonérgicos (POMC) no núcleo 

arqueado promovendo sua liberação e consecutiva inibição dos neurônios GnRH; toda esta ação resulta 

em uma supressão da secreção de GnRH, e consequente inibição da onda pré-ovulatória de 

gonadotrofinas e da ovulação (Rivest & Rivier 1995; Chrousos et al. 1998). Considerando que as 

concentrações de cortisol correlacionam positivamente com a quantidade de tecido adiposo em mulheres 

(Grenman et al. 1986) e que modelos experimentais animais de obesidade apresentam elevadas 

concentrações de corticosteróides (Dolnikoff et al. 1988; Rhodes et al. 2002), se em nosso modelo de 

obesidade, um aumento na ativação do eixo hipotálamo-hipófse-adrenal estiver ocorrendo, pode estar 

contribuindo de forma importante para a redução na ovulação observada nas fêmeas do grupo cafeteria.  
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5.2. Experimento 2: Efeito da associação da administração de losartan com a dieta da cafeteria, 

introduzidos a partir do desmame, sobre processos reprodutivos em ratas 

 

 É bem estabelecido que a Ang II apresenta um papel chave e essencial na regulação de fluidos e 

eletrólitos. Em conseqüência, é um dos principais reguladores da pressão arterial. Desta forma, muitos 

inibidores da enzima de conversão de Ang II e bloqueadores do receptor AT1 são comumente utilizados 

como drogas antihipertensivas.  

 Evidências clínicas recentes têm revelado que esses agentes apresentam outros benefícios 

metabólicos como a redução da hipertrigliciridemia e o aumento na sensibilidade à insulina em 

indivíduos que apresentam resistência à insulina hipertensos ou não.  

 Um outro papel exercido pela Ang II é sobre a regulação da atividade do eixo hipotálamo-

hipófise-gônadas em fêmeas. Uma grande quantidade de estudos demonstra essa relação, incluindo 

aumento do conteúdo hipotalâmico pré-ovulatório de Ang II, o efeito estimulatório da Ang II sobre a 

secreção de LH na presença de esteróides gonadais e diretamente sobre a maturação dos oócitos e ruptura 

dos folículos maduros (Ang II ovariana) e seus efeitos diversos sobre o comportamento sexual. 

 Apesar de todas essas evidências, o significado fisiológico e se existe associação com suas ações 

sobre a pressão arterial e seus efeitos metabólicos ainda necessitam ser esclarecidos. 

Neste sentido, nesse estudo avaliamos uma possível participação do peptídeo Ang II na 

modulação das alterações reprodutivas apresentadas por fêmeas obesas. Para tanto, foi utilizada a injeção 

intraperitoneal do antagonista do receptor AT1 de Ang II durante todo o período de oferta da dieta da 

cafeteria. Verificamos que o tratamento crônico com losartan previne a instalação da obesidade, da 

resistência à insulina, evita a redução na ovulação, e a ausência dos picos pré-ovulatórios de LH e de 

progesterona induzidos pela ingestão da dieta da cafeteria.  

A administração do antagonista losartan de Ang II não alterou a ingestão alimentar em gramas e 

em energia entre os grupos controles. No entanto, nas fêmeas do grupo cafeteria, o losartan promoveu, a 
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partir do 31º dia até o final do experimento, um aumento na quantidade de alimento ingerido pelo grupo 

cafeteria + losartan, aumentando ainda mais o aporte de calorias neste grupo. Trabalhos prévios 

demonstraram que a Ang II central (Porter & Potratz 2004) reduz a ingestão alimentar em ratos. 

Considerando que o losartan e seu metabólito ativo EXP3174 (Hartz et al. 1979) atravessam a barreira 

hematoencefálica (Fregly & Rowland 1991; Song et al. 1991; Li et al. 1993; Zhuo et al. 1994; Polidori et 

al. 1996; Polidori et al. 1998; Culman et al. 1999; Wang et al. 2003), é provável que a administração ip 

do antagonista tenha bloqueado os efeitos inibitórios centrais da Ang II sobre a ingestão alimentar.  

Interessante, verificamos que o aumento no aporte de calorias não promoveu aumento de gordura 

corporal nos animais do grupo cafeteria + losartan, que apresentaram redução significativa dos pesos das 

gorduras em relação aos maiores conteúdos de gorduras corporais induzidos pela dieta, o que demonstra 

um efeito inibitório do losartan no acúmulo de gordura e peso corporal no grupo cafeteria. Confirmando 

essa redução de acúmulo de gordura induzido pela inibição dos efeitos da Ang II, estudos demonstram 

que a administração de losartan reduz o peso do tecido adiposo e o tamanho dos adipócitos em 

camundongos diabéticos (Tomono et al. 2008) e a deficiência genética de angiotensina promove 

atenuação de ganho de peso corporal e adiposidade (Kouyama et al. 2005). Ainda, camundongos 

angiotensinogênio-deficientes, expostos à ingestão regular de ração ou de dieta rica em gordura, exibem 

massa de tecido adiposo reduzida e seus adipócitos são menores que dos ratos do grupo controle 

(Massiera et al. 2001). 

Para complementar os efeitos do losartan sobre o acúmulo de gorduras, no presente estudo, o 

losartan induziu redução na resistência à insulina induzida pela dieta da cafeteria. De fato, a ativação do 

sistema renina-angiotensina está relacionada à redução da sinalização da insulina e resistência à insulina 

em tecidos como o músculo esquelético e o fígado (Fukuda et al. 2001; Kurtz & Pravenec 2004), bem 

como em outro tecidos alvo para ação da insulina, incluindo o cardíaco, o vascular e o renal (Lastra et al. 

2006). Ratos deficientes de angiotensinogênio apresentam redução da resistência à insulina induzidos por 

dieta (Kouyama et al. 2005). A Ang II reduz a fosforilação de tirosina estimulada por insulina (Velloso et 
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al. 1996), enquanto aumenta a fosforilação de serina no substrato do receptor de insulina (IRS-1) e da 

fosfatidilinositol-3-quinase, reduzindo a sinalização pelo receptor de insulina (Sykiotis & Papavassiliou 

2001). Tanto a redução da fosforilação em tirosina quanto o aumento da fosforilação em serina do 

receptor de insulina e do IRS-1, foram propostos como mecanismos moleculares de resistência à insulina 

(Tanti et al. 1994; Mothe & Van Obberghen 1996; Sykiotis & Papavassiliou 2001). A administração do 

antagonista losartan do receptor AT1 de Ang II aumenta a translocação do receptor GLUT-4 (Hoenack & 

Roesen 1996), além de evitar o acúmulo de lipídios em tecidos como o músculo esquelético, fígado e 

pâncreas (Janke et al. 2002), retardando ou evitando o início do diabetes, através da redução da 

intolerância à glicose (Sharma et al. 2002; Pfeffer et al. 2003; Julius et al. 2004; Shiuchi et al. 2004; 

Kjeldsen et al. 2006), semelhante aos nossos resultados.  

Um menor conteúdo de triglicerídeos e atividade da sintase de ácidos graxos em camundongos 

angiotensinogênio-deficientes, expostos à ingestão regular de ração ou de dieta rica em gordura 

(Massiera et al. 2001), o que poderia explicar, pelo menos parcialmente, em nossos resultados. A redução 

das concentrações de triglicerídeos nos animais do grupo cafeteria com administração de losartan em 

comparação aos animais do grupo cafeteria que receberam solução salina, apontando nesta direção. 

Adicionalmente, a redução nas concentrações de colesterol LDL e aumento nas concentrações de 

colesterol HDL nas fêmeas do grupo cafeteria com administração de losartan demonstrou os efeitos 

benéficos do bloqueio dos receptores AT1 sobre as alterações patológicas no metabolismo de lipídios na 

obesidade. 

A administração de losartan, além de inibir as alterações metabólicas deletérias promovidas pela 

ingestão da dieta da cafeteria, alterou/preveniu alguns efeitos da dieta sobre a capacidade reprodutora das 

fêmeas. Na análise da data da instalação da puberdade, verificamos que os grupos cafeteria + losartan e 

cafeteria + salina não diferiram significativamente na data da abertura vaginal. Como discutido 

anteriormente, o aumento de gordura corporal está relacionado a uma antecipação da instalação da 

puberdade em ratos (Kennedy & Mitra 1963). Em nossos resultados, verificamos que o losartan reduziu 
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significativamente o peso das gorduras do grupo cafeteria + losartan quando comparado com o grupo 

cafeteria + salina, aos 30 dias de idade, porém ainda se mantendo maiores do que os pesos das gorduras 

nos grupos controles. Assim sendo, poderíamos inferir que a redução da gordura induzida pelo bloqueio 

dos receptores de Ang II pode ter evitado parcialmente, a abertura vaginal precoce das fêmeas do grupo 

cafeteria. A Ang II poderia ainda estar agindo indiretamente através do estímulo de outro fator associado 

ao tecido adiposo, como a leptina. Tanto a Ang II sintetizada nos adipócitos, quanto a administração 

exógena de Ang II, estimula a secreção de leptina, produzida e secretada pelos adipócitos e que parece 

induzir a antecipação da instalação da puberdade (Zeinoaldini et al. 2006). A ausência de diferença 

verificada entre o peso das gorduras do grupo cafeteria + losartan e os grupos controles talvez possa 

sinalizar a necessidade de uma redução ainda maior do acúmulo de gordura nas fêmeas obesas induzido 

pelo bloqueio dos receptores de Ang II e do fator associado e/ou derivado. 

Nossos resultados mostraram que a dieta da cafeteria aumentou a freqüência do diestro 2 no grupo 

cafeteria quando comparado com o grupo controle e que houve um prolongamento ainda maior desta fase 

induzida pela injeção de losartan. Assim, a Ang II parece reduzir o aumento maior da fase de diestro 2, 

induzido pela dieta da cafeteria. Conforme discutido no experimento 1 e considerando que a diferenciação 

das células em leucócitos característica do diestro é induzida principalmente pela progesterona (Santoro et 

al. 2004), poderíamos supor que o losartan estaria induzindo um aumento ou prolongamento das 

elevações nas concentrações de progesterona de origem luteal (antes do diestro 2) nessas fêmeas. No 

entanto, novos estudos serão necessários para tentar esclarecer esse mecanismo. 

No presente trabalho, a relação número de lordoses / número de montas não foi alterada nem pela 

obesidade e nem pela injeção ip do antagonista losartan no grupo cafeteria. O efeito da Ang II sobre o 

comportamento sexual é ainda controverso. Em condições fisiológicas, o bloqueio de ambos os subtipos 

de receptores de Ang II na amígdala medial não altera o comportamento sexual de ratas (Cecconello et 

al.). Em camundongos machos, o olmesartan, um bloqueador do receptor AT1 de Ang II, ingerido na 

ração padrão, falhou em afetar o comportamento sexual (Nomura et al. 2007). A Ang II exerce efeitos 
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diversos, de acordo com a patofisiologia presente ou do sexo. Em situações de estresse agudo, os efeitos 

inibitórios do estresse sobre o comportamento sexual foram prevenidos pelo bloqueio dos receptores AT1 

e AT2 de Ang II na amígdala medial (Cecconello et al.), enquanto que as administrações periféricas de 

losartan e PD12319 não alteraram esses efeitos (Donadio et al. 2007). Na hipertensão, o losartan não 

altera a função sexual em ratos machos (Ferrario & Levy 2002) e melhora a função sexual em homens 

(Chan et al. 1999) e em camundongos machos com diabetes tipo dois, a injeção periférica de olmesartan 

aumenta o número de ações comportamentais sexuais e reduz a latência à primeira monta (Nomura et al. 

2007). Estudos em mulheres após a menopausa revelaram que a administração de Versatan, um 

bloqueador do receptor AT1, promoveu um aumento na libido dessas mulheres (Fogari et al. 2004). Estes 

resultados somados aos nossos demonstram que o efeito da Ang II sobre o comportamento sexual é 

influenciado pelo sexo, espécie, metodologia de estudo e condições fisiológicas. 

Sobre as concentrações de prolactina, verificamos o mesmo perfil de elevação prolongada nas 

fêmeas do grupo cafeteria + salina. Como sugerimos na discussão do experimento 1, este perfil pode estar 

sendo promovido pelo padrão de secreção (elevação/redução) alterado de estradiol. Adicionalmente, 

estudos demonstram que a progesterona, cujo pico pré-ovulatório foi reestabelecido nas fêmeas do grupo 

cafeteria em nosso estudo, também parece ter papel modulador na secreção de prolactina (JAHN, 1986). 

Quando administrada com estradogênio, a progesterona é capaz de potencializar a secreção de prolactina 

(CALIGARIS et al., 1974; POLETINI, 1998).  

Conforme verificamos no perfil de secreção de prolactina do grupo cafeteria + losartan em relação 

ao grupo cafeteria + salina, podemos constatar que o primeiro grupo parece apresentar um aumento (ou 

pico) apenas às 18 horas (ao invés de 17 horas como no grupo cafeteria + salina). Desta forma, se 

consideramos o fato de que o pico de progesterona nas fêmeas do grupo cafeteria + losartan ocorreu às 17 

horas (ao invés de 15 horas como nos grupos controles), poderíamos postular que o pico de progesterona 

nesse grupo (mais tarde) possa ter deslocado, da mesma forma, o pico de prolactina para a direita.  
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Como verificado nesse trabalho em fêmeas com obesidade induzida precocemente pela dieta da 

cafeteria, há uma redução significativa no número de óvulos liberados por essas fêmeas. No entanto, um 

aumento no número de óvulos liberados pelas fêmeas do grupo cafeteria + losartan foi constatado em 

comparação com as fêmeas do grupo cafeteria + salina. Desta forma, o bloqueio dos receptores AT1 de 

Ang II restaura a ovulação nas fêmeas obesas.  

A administração de losartan no grupo cafeteria promoveu o reestabelecimento do aumento de 

progesterona, o que provavelmente contribuiu para a ocorrência do pico pré-ovulatório de LH na tarde do 

proestro nas fêmeas obesas. Estudos verificaram que os folículos antral e pré-ovulatório e o número de 

filhotes na ninhada são reduzidos em ratos trangênicos (mRen-2) que superexpressão a renina e a 

angiotensina e que a infusão de Ang II em ratas está associada com uma redução nos folículos antral e 

pré-ovulatório (de Gooyer et al. 2004). Considerando o aumento da atividade do sistema renina-

angiotensina em indivíduos obesos (Licata et al. 1994; Umemura et al. 1997; Goodfriend et al. 1999), que 

um reduzido desenvolvimento folicular foi verificado em ovários de camundongos fêmeas com obesidade 

induzida por dieta (Tortoriello et al. 2004), poderíamos inferir que uma redução no desenvolvimento dos 

folículos ovarianos estaria sendo induzida por elevadas concentrações e/ou atividade da Ang II. 

Diferindo de nossos resultados, estudos têm demonstrado uma inibição da ovulação associada à 

administração de bloqueadores de Ang II, como em ratas tratadas com indutores de ovulação (Bellver et 

al. 2003) e em ovarios de coelhos fêmeas perfundidos in vitro (Yoshimura et al. 1992). Além disso, a 

administração de saralasin, um antagonista do receptor de Ang II e do enalapril, um inibidor da síntese de 

Ang II, administrado icv inibiu o pico pré-ovulatório de LH e ovulação em ratas quando administrado na 

manhã do proestro (Steele et al. 1983). No entanto, estes estudos foram realizados em fêmeas com 

concentrações fisiológicas de esteróides ovarianos e os efeitos da Ang II sobre a secreção de LH são 

dependentes da presença dos estrógenos e progesterona. Em ratas ovariectomizadas tratados com 

estrógeno e progesterona, a Ang II estimula a secreção de LH (Steele et al. 1985), o que explica o efeito 

inibitório da administração dos antagonistas de Ang II sobre o pico pré-ovulatório de LH e sobre a 
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ovulação nesses animais. Por outro lado, em ratas ovariectomizadas, a Ang II inibe a secreção pulsátil de 

LH. Desta forma, a ausência de pico de progesterona na tarde do proestro verificado nas fêmeas dos 

grupos cafeteria e cafeteria + salina no presente trabalho, apesar das concentrações de estradiol dessas 

fêmeas serem semelhantes às das fêmeas do grupos controle e controle + salina, pode estar exercendo 

efeitos semelhantes aos observados em ratas ovariectomizadas sem reposição de esteróides sexuais, 

inibindo o aumento nas concentrações de LH nas ratas obesas, considerando que o bloqueio dos 

receptores AT1 pela administração de losartan reestabeleceu o pico pré ovulatório de LH na tarde do 

proestro nessas f´êmeas. 

Adicionalmente, a ausência de receptores para Ang II na membrana dos folículos pré-ovulatórios 

que apresentam receptores para o LH foi demonstrada (Daud et al. 1988), descartando uma possível ação 

direta da Ang II plasmática nos ovários. Por outro lado, a presença de receptores de Ang II no interior das 

células ovarianas foi verificado, indicando que a Ang II produzida localmente deve influenciar a função 

ovulatória. Ainda, o pico pré-ovulatório de LH promove um aumento nas concentrações de Ang II nos 

folículos pré-ovulatórios (Lightman et al. 1987), e a Ang II induzida por LH estimula a síntese local de 

prostaglandinas (Peterson et al. 1993; Yoshimura et al. 1993), que juntamente com os leucotrienos, a 

bradicinina e a histamina, induzem o processo de ruptura da parede do folículo e a extrusão do oócito 

maduro na ovulação (Espey 1992). Esses dados em conjunto nos levam a hipotetizar que a ausência do 

pico de LH na tarde do proestro nas fêmeas do grupo cafeteria, poderia estar inibindo a síntese de Ang II 

nos ovários e em consequência, das prostaglandinas e da ovulação. O reestabelecimento do pico pré-

ovulatório de LH induzido pela administração ip de losartan nas fêmeas obesas em nosso estudo, poderia 

estar estimulando a produção de Ang II intrafolicular e o aumento das prostaglandinas e favorecendo a 

ovulação nas ratas submetidas à dieta da cafeteria.  

Outra possível mecanismo que poderia estar mediando o reestabelecimento da ovulação induzido 

pelo bloqueio dos receptores AT1 de Ang II seria um aumento da atividade da divisão simpática do 

sistema nervoso vegetativo, com aumento da liberação de catecolaminas, que foi observado em 
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camundongos com deficiência genética de Ang II (Kouyama et al. 2005). As catecolaminas apresentam 

efeito estimulatório sobre a atividade do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas em fêmeas (Anselmo-Franci 

et al. 1997). Além disso e conforme discutido no primeiro experimento, o hormônio liberador de 

corticotrofinas (CRH) reduz a secreção de GnRH e LH (Lanzone et al. 1995; Meczekalski et al. 2000) e a 

obesidade está relacionada à elevadas concentrações de corticosteróides (Boushaki et al. 1997). Tendo 

em vista que estudos demonstram que a Ang II apresenta efeito estimulatório sobre a secreção do 

hormônio liberador de corticotrofinas (Vale et al. 1983), promovendo um aumento na secreção do 

hormônio adrenocorticotrófico pela hipófise anterior, e em consequência de corticotrofinas (Spinedi & 

Negro-Vilar 1983), esse possível mecanismo poderia estar mediando o efeito positivo da administração 

de losartan nas fêmeas do grupo cafeteria. 

Mesmo considerando uma ação positiva do losartan diretamente no ovário e/ou na secreção dos 

hormônios relacionados à reprodução, como na ocorrência do pico pré-ovulatório de progesterona e LH 

nas fêmeas obesas do grupo cafeteria, não podemos descartar a possibilidade de que esses efeitos possam 

ser decorrentes de uma melhora na condição fisiológica geral promovida pelo bloqueio do receptor AT1, 

incluindo a ausência de acúmulo de gordura corporal, da resistência à insulina e do aumento nos níveis de 

colesteróis e triglicerídeos nessas fêmeas na idade adulta.  

Ainda, um aumento no gasto energético foi demonstrado em camundongos que apresentam 

deficiência genética de Ang II, com redução de peso corporal (Kouyama et al. 2005). A redução de peso 

corporal em mulheres tem sido recomendada para o reestabelecimento da função reprodutiva,  prejudicada 

pelo aumento de gordura corporal (Kiddy et al. 1992; Hoeger 2001; Norman et al. 2002). De fato, a 

redução de peso corporal e do IMC em mulheres obesas promove redução na glicemia, insulinemia, 

HOMA, triglicerídeos e ácidos graxos livres. Ainda aumenta o HDL e reduz marcadores inflamatórios - 

interleucinas 6 (IL-6) e 8 (IL-8) (Esposito et al. 2003; Moran et al. 2003). Como conseqüência, uma 

redução do hiperandrogenismo e aumento na função menstrual, na ovulação e na fertilidade (Kiddy et al. 

1992; Moran et al. 2003), bem como aumento nas concentrações de globulinas ligadoras de esteróides 
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(Guzick et al. 1994) são observados. Menos consistentemente documentadas são alterações nas 

concentrações plasmáticas do LH induzidas pela redução de gordura corporal, com estudos evidenciando 

reduções (Pasquali et al. 1989) ou nenhuma alteração (Kiddy et al. 1992; Guzick et al. 1994; Holte et al. 

1995).  

O uso terapêutico de agentes sensibilizadores à insulina como a metformina no tratamento de 

ovário policístico tem resultado em melhora na hiperinsulinemia e hiperandrogenismo (Nestler et al, 

1989; Velazquez et al, 1994; Dunaif et al, 1996; Nestler 1999; Pasquali 2000; Ibanez 2003) e estudos 

evidenciaram o reestabelecimento da ovulação em mulheres com ovário policístico que utilizaram a 

metformina (Ibanez et al. 2002; Costello & Eden 2003; Harborne et al. 2003; Lord et al. 2003). Por outro 

lado, um estudo recente demonstrou que a resistência à insulina não está envolvida na patogênese das 

alterações ovulatórias em mulheres com ovário policístico e verificou que a metformina não é efetiva para 

o tratamento de ov[ario policístico de mulheres com obesidade mórbida (Ehrmann et al, 1997). 

Interessante, apesar de não ser o objetivo de nosso estudo, constatamos em nossos resultados, 

excetuando-se os efeitos sobre a glicemia em resposta à administração de glicose, a ausência de efeito do 

bloqueio dos receptores AT1 de Ang II sobre o acúmulo de gordura, a ingestão alimentar, a evolução do 

peso corporal, a resposta da insulina à injeção de glicose, e sobre as concentrações de triglicerídeos e 

colesteróis em animais dos grupos controles. No entanto, o losartan foi efetivo em reverter os efeitos da 

dieta hipercalórica sobre estes parâmetros nos animais do grupo cafeteria, o que sugere uma relação entre 

o acúmulo de gordura corporal e os efeitos da Ang II sobre esses parâmetros. Nesse contexto, assim como 

estudado e sugerido em trabalhos anteriores, há pertinência no estudo dos efeitos da Ang II na obesidade. 

Além disso, se considerarmos o efeito positivo da administração de losartan na ovulação e sobre o pico 

pré-ovulatório de LH em fêmeas obesas, e, tendo em vista a ausência de efeitos do losartan sobre esses 

parâmetros nas fêmeas dos grupos controles, evidenciaremos com o presente trabalho, a importância na 

investigação da participação da Ang II nas alterações patológicas na reprodução induzidas pela obesidade 

em fêmeas. 
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6. CONCLUSÕES 
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Os resultados obtidos nos dois experimentos desta tese permitem concluir que: 

 

6.1. Experimento 1: Efeito da dieta da cafeteria, introduzida a partir do desmame, sobre processos 

reprodutivos em ratas 

 A dieta da cafeteria ingerida do desmame até a idade adulta, assim como descrito na literatura em 

humanos e animais promove acúmulo de gordura corporal, resistência à insulina e aumento nas 

concentrações de triglicerídeos e colesterol LDL e redução de colesterol HDL. Essas alterações 

promovidas pela dieta da cafeteria, juntamente com os prováveis fatores associados: 

 Antecipam a instalação da puberdade, conforme constatado por outros autores; 

 Não alteram o número de lordoses das fêmeas em relação ao número de montas dos machos; 

 Induzem a um aumento no tempo da fase de diestro, prolongando o ciclo reprodutivo das ratas, 

resultado verificado também em trabalhos prévios com mulheres obesas; 

 Prolonga o aumento de prolactina na tarde do proestro; 

 Inibem os picos pré-ovulatórios de LH e progesterona; 

 Reduzem o número de oócitos liberados na manhã do estro. 

 

6.2. Experimento 2: Efeito da associação da administração de losartan com a dieta da cafeteria, 

introduzidos a partir do desmame, sobre processos reprodutivos em ratas 

 A administração de losartan, associada à dieta da cafeteria a partir do desmame, evita a ocorrência de 

acúmulo de gordura corporal, da resistência à insulina e do aumento nas concentrações de triglicerídeos e 

colesterol LDL e da redução de colesterol HDL. Além desses efeitos, o antagonismo do receptor AT1 de 

Angiotensina II: 

 Não alteram o número de lordoses das fêmeas em relação ao número de montas dos machos; 

 Aumenta o tempo da fase de diestro, prolongando ainda mais o ciclo reprodutivo; 

 Reestabelece os picos pré-ovulatórios de LH e progesterona; 

 Restaura a ovulação nas fêmeas do grupo dieta da cafeteria na manhã do estro. 

 

Em conjunto, esses dados complementam e ampliam a literatura atual com resultados que demonstram 

que a dieta da cafeteria introduzida precocemente e ingerida por longo período, induz obesidade e 

alterações metabólicas, que apresentam efeitos deletérios sobre aspectos reprodutivos, excetuando-se o 

comportamento sexual das fêmeas. Ainda, avançando na investigação dos mecanismos envolvidos nestes 

efeitos, esses achados evidenciam que a Angiotensina II, através do seu receptor AT1 é um dos fatores 

mediadores das alterações reprodutivas associadas ao acúmulo de gordura corporal e às alterações 

metabólicas induzidos pela ingestão da dieta da cafeteria. 
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7. PERSPECTIVAS 
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 1. Verificar o perfil das concentrações plasmáticas de progesterona e estradiol nas fases de estro, 

diestro 1 e diestro 2 do ciclo estral e de androgênios na tarde do proestro das ratas dos grupos cafeteria e 

cafeteria + losartan; 

 

 2. Quantificar o DNA complementar por PCR em tempo real do GnRH hipotalâmico das fêmeas dos 

grupos cafeteria e cafeteria + losartan; 

 

 3. Analisar as concentrações plasmáticas de Ang II ao longo do ciclo estral e as suas concentrações 

ovarianas na tarde do proestro nas fêmeas do grupo cafeteria; 

 

 4. Avaliar o conteúdo de Ang II em regiões hipotalâmicas envolvidas no controle da ovulação das 

fêmeas do grupo cafeteria. 
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9.1. Certificado de aprovação do projeto "Obesidade e reprodução em fêmeas: modulação da 
Angiotensina II" pelo Comitê de ética na experimentação animal e aulas práticas - UNIOESTE 
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9.2. Artigo submetido à Journal of Endocrinology 
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Figure 1. Plasma Insulin ((A) ng/ml) and AUC of insulin (B)) and blood glucose ((C) mg/dl and AUC of 
glucose (D)) of adult cafeteria diet (CAF) and chow diet (CTL) fed females, determined by glucose 
tolerance test. Blood samples were collected at 0, 15, 30 and 60 min after glucose injection from a 
jugular catheter. Blood glucose and plasma insulin concentrations and each bar are represented by the 
means ± SEM. P < 0.05 was accepted as significant. The number of animals (n) is given in parentheses. 

 
Figure 2. Distribution of adult cafeteria diet (CAF) and chow diet (CTL) fed female rats according to 
number of oocytes on the day of estrus. P < 0.05 was significance accepted. 
 
Figure 3. Plasma estradiol levels ((A) pg/mL), AUC of estradiol (B) and plasma progesterone levels ((C) 
pg/mL) and AUC of progesterone (D) in the afternoon of proestrus in adult cafeteria diet (CAF) and 
chow diet (CTL) fed Wistar females. Blood samples were collected at 13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00 
and 18:00 h from a jugular catheter. Plasma hormone concentration and each bar are represented by the 
means ± SEM. P < 0.05 was significance accepted. The number of animals (n) is given in parentheses. 
 
Figure 4. Plasma LH levels ((A) pg/mL), AUC of LH (B) and plasma prolactin levels ((C) pg/mL) and 
AUC of prolactin (D) in the afternoon of proestrus in adult cafeteria diet (CAF) and chow diet (CTL) fed 
Wistar females. Blood samples were collected at 13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00 and 18:00 h from a 
jugular catheter. Plasma hormone concentration and each bar are represented by the means ± SEM. P < 
0.05 was significance accepted. The number of animals (n) is given in parentheses. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 120

Table 1. Nutrient content of standard laboratory chow (Rodent chow, Nutrilab, Colombo, Brazil) and 

cafeteria diet 

Table 2. Nasoanal length and body, retroperitoneal and perigonadal fat pads weight of CTL and CAF 

adult female rats. Content of fats was calculated as percentage of body weight 
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Figure 3 
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 Standard laboratory chow Cafeteria diet 

Protein 22% (22% of energy) 22 % (4% of energy) 

Fat 10% (14% of energy) 24% (27% of energy) 

Carbohydrate 60% (63% of energy) 49% (69% of energy) 

Energy density 12.39 kJ/g 22.76 kJ/g 

 

 

Table 2 

 CTL CAF 

Nasoanal length (cm) 20,15 ± 0,18 20.61 ± 0.27 

Body weight (g) 242.7 ± 3.79 263.69 ± 5.33* 

Perigonadal fat (g/100g of body weight) 2.20 ± 0.26 6.12 ± 0.28* 

Retroperitoneal fat (g/100g of body weight) 0.67 ± 0.04 2.11 ± 0.16* 

Serum TG (mg/dL) 69.50 ± 5.50 111.50 ± 7.21* 

Serum cholesterol (mg/dL) 69.75 ± 4.85 81.07 ± 3.16 

Serum HDL (mg/dL) 30.25 ± 0.49 25.66 ± 1.73 * 

Serum LDL (mg/dL) 41.05 ± 1.65 65.53 ± 2.43* 

Data are means ± SEM (n = 8). *P < 0,05 vs CTL. 
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Abstract 

The prevalence of overweight and obesity is increasing rapidly in the world and is present in 
individuals in all ages, including children, and its deleterious effects tend to extend to adulthood. Fat pad 
storage has been implicated on female reproductive disfunctions. The Angiotensin II (Ang II) has been 
related to the deleterious alterations associated with obesity and studies have shown an involvement of 
Ang II in the control of female reproduction. The aim of this work was to investigate the effect of the 
AT1 receptor antagonist losartan, on the onset of puberty, estrous cycle, sexual behavior, ovulation rates 
and the profile of the gonadal steroids, luteinizing hormone (LH) and prolactin through the proestrus 
afternoon in obese female rats. The present study confirmed data obtained in other studies of the 
antecipation of the onset of puberty and the reduction of ovulation rates in female rats submitted to 
cafeteria diet, probably due to the absence of the preovulatory surge on proestrous afternoon of 
progesterone and of LH observed in this group. These females presented higher fat pads, insulin 
resistance, higher levels of triglycerides and LDL and reduced levels of HDL compared to controls. 
Losartan administration prevented the reduction in ovulation observed in females of cafeteria group, as 
well as in the LH surge on proestrus afternoon. Losartan seems to avoid partially the precocious onset of 
puberty and promotes and adittional prolongation of the estrous cycle induced by cafeteria diet. Sexual 
behavior of female rats was not altered by the antagonist of AT1 receptor of Ang II. In summary, these 
results suggest that the association of antagonist losartan of Ang II early-offered cafeteria diet, prevents 
the occurrence of fat pad storage, of insulin resistance and of the improvement on triglycerides and 
cholesterol LDL levels induced by cafeteria diet intake. The Ang II seems to contribute to the 
antecipation of puberty and to the prolongation of the estrous cycle, and the administration of losartan 
prevents the deleterious effects of fat storage on preovulatory LH and progesterone surges and, in 
consequence, the normal ovulation in female rats submitted to cafeteria diet is reestablished. These 
results evidenced a participation of Ang II, through its AT1 receptor in the regulation of reproductive 
parameters in obese female rats. 
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Introduction 

Obesity increased more than 75% since 1980 and about 1,5 billion individuals are overweight of 

obese in the world (Ogden et al. 2007). The prevalence of obesity in children and adolescents is one of 

the most alarming problems today in the world (Miller et al. 2004), considering that the pathologies 

acquired in childhood tend to extend to adulthood (Weiss et al. 2004; Barker 2007).  

The LH surge in the proestrus afternoon is necessary for the occurrence of ovulation and depends 

on a pré-improvement of estradiol and progesterone plasma levels (Smith et al. 1975; Hotchkiss J; Knobil 

1994; Micevych et al. 2003). Studies have shown that obesity is associated with the impairment of the 

reproductive functions in females (Mitchell & Rogers 1953; Hartz et al. 1979; Friedman & Kim 1985; 

Norman & Clark 1998; Bolumar et al. 2000; Fedorcsak et al. 2001; Tortoriello et al. 2004; Lintsen et al. 

2005; Schroeder et al. 2009). Recently, we have demonstrated that cafeteria diet introduced in early in life 

induced obesity and inhibited the LH and progesterone surges in the proestrus afternoon, reducing 

ovulation in adulthood. 

The Ang II has been strongly investigated in obese individuals (Engeli et al. 2003; Goossens et al. 

2003) and with pathological alterations associated to obesity, including hypertension and atherosclerose 

(Giacchetti et al. 2002; Mundy et al. 2007), hyperinsulinemia and insulin resistance (DeFronzo & 

Ferrannini 1991; Brands & Hall 1992). Previous studies demonstrated that losartan, an Ang II AT1 

receptor blocker prevents the hypertrophy of adipose tissue (Zorad et al. 1995) and reduces the weight 

and size of adipose tissue in diabetic mice (Tomono et al. 2008) as well as the insulin resistance (Julius et 

al. 2004; Shiuchi et al. 2004; Kjeldsen et al. 2006). 

Ang II also is involved in the regulation of hypothalamus-pituitary axis (HPA). All renin-

angiotensin system componentes are presents in ovaries (Husain et al. 1987; Daud et al. 1988) and in 

female rats, an improvement of hypothalamic Ang II occurs in the proestrus afternoon, promoting the 

secretion of gonadotrophin releasing hormone (GnRH) (Phillips et al. 1993; Phillips et al. 1995), that 

stimulates sexual behavior in rats (Rajendren & Moss 1993; Wu et al. 2006). Moreover, 
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intracerebroventricular (icv) injection of Ang II stimulates LH secretion and this effect is dependent of 

the ovarian steroids estradiol and progesterone (Steele et al. 1985). The preovulatory surge of LH 

improves intrafolicular renin activity, increasing Ang II levels in preovulatory folicles (Lightman et al. 

1987). Ovulation and oocytes maturation seems to be stimulated by Ang II produced in ovaries (Pellicer 

et al. 1988; Yoshimura et al. 1992), throught the induction of prostaglandins synthesis (Peterson et al. 

1993; Yoshimura et al. 1993), that are involved in the rupture of follicles and oocyte extrusion (Espey 

1992). However, in spite of all the evidences associating Ang II with obesity disorders and with the 

control of reproduction in females, no study was realized with the objective to investigate an involvement 

of Ang II in reproductive disturbances induced by obesity in females. In this manner, the aim of this 

study was to evaluate the effect of early AT1 receptor blockade in obese females submitted to cafeteria 

diet intake since weaning on the onset of puberty, estrous cycle regularity, sexual behavior, ovulation 

rates in estrus morning and the profile of estradiol, progesterone, LH and prolactin in the proestrus 

afternoon. 
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Materials and Methods 

Pregnant Wistar rats were obtained from the colony of UNIOESTE and housed in the animal room in our 

laboratory. Approximately 7 days before delivery, the females were housed individually and the presence 

of pups was checked twice a day. On the day of birth (Day 0), the number of pups was culled to 8 per 

dam by randomly removing some of them with minimal contact with remaining pups and the dam. After 

weaning (postnatal day 21) the female pups were housed in same groups of 3-5 per cage (41 cm long X 

34 cm wide X 17 cm high). All rats were maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on from 0700 to 

1900 h) and the room temperature at 22 ± 1°C. Two dietary experimental groups were used: a) control 

group (CTL), that fed a standard rodent chow (12.39 kJ/g- NutrilabTM, Colombo, Brazil) and water; and 

b) cafeteria group (CAF), that fed cafeteria diet (22.76 kJ/g) adapted from a previous study (Prada et al. 

2005) and received a pellet made of 37.5 % standard rodent chow, 25 % peanuts, 25 % chocolate, and 

12.5 % cookies, offered together with palatable food items comprising wafer, snacks, cakes and biscuits, 

and water as well as soft drinks alternated daily (PepsiTM and Guaraná AntarcticaTM). The diets were 

offered daily at the same time (1230 to 1330 h) and the rats had access any time to all diet components in 

excess. Each day, leftovers were collected and replaced with new items. Body weight (alternate days) and 

food intake (daily) were monitored. Food intake were calculated as intake per day per rat, dividing the 

total intake by the number of the rats in the cage. After approximately 60 days of cafeteria feeding, the 

rats were killed and body weight, perigonadal and retroperitoneal fat pads weights were measured. 

Experiments were performed in accordance with the National Institutes of Health (NIH) guidelines and 

were approved by the University Research Committee.  

 

Losartan administration 

At weaning, intraperitoneal (ip) administration of Losartan (10 mg/kg) (Donadio et al. 2007) was 

realized daily at the same time of day. To control group of Losartan injection ip saline solution (0,9%) 

was daily administered at the same time of day.  
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Onset of puberty, estrous cycle and number of oocytes 

Since 22th day of age, vaginal opening was verified daily in all females of both groups to detect the onset 

of puberty. After 70th day of age, vaginal smears were taken daily at 0900 h and analyzed under the 

microscope and the mean frequency of diestrus, metestrus, proestrus and estrus was compared between 

the groups. On the estrus morning (0900 h), animals that had their blood collected for hormone assay on 

the previous day were decapitated, the ovaries were removed and the oviduct was dissected and squashed 

between 2 glass slides. The number of oocytes of both oviduct ampullae was counted under the 

microscope (Zeiss, Goettingen, Germany) with a 2.5 X lens. 

 

Female sexual behavior 

On the proestrus night, virgin female rats aged 85 days were tested with a proven breeder male (not 

subjected to cafeteria diet or stimulation) in the observation cage (70 X 70 X 35 cm). During the dark 

period of the cycle (from 2000 to 2100 h), the rats were videotaped for 15 min, and the total number of 

mounts and lordosis was recorded. The index of female sexual receptiveness was calculated by dividing 

the number of lordosis by the number of mounts (Sodersten & Hansen 1977). 

 

Intravenous glucose tolerance test (ivGTT) 

For intravenous glucose tolerance test, blood samples were collected through jugular cannula inserted one 

day before the experiment and glucose and insulin levels (time 0) were measured in overnight fasted rats. 

A glucose load of 1.5 g/kg body weight was injected (iv) and additional blood samples were collected at 

15, 30 and 60 min to measure blood glucose and plasma insulin. Blood glucose was measured using a 

glucose analyzer (AccuChek Advantage, Roche Diagnostic, Switzerland). To insulin assay, the blood 

samples were centrifuged at 3000 g for 15 min and plasma was separated and stored frozen at -20 °C for 

posterior measurement by RIA. The homeostatic model assessment (HOMA), an index of insulin 
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resistance, was calculated as (G0) X (I0)/22.5, where G0 is the fasting glucose level expressed as 

millimoles per liter, and I0 is the fasting insulin level expressed as picomoles per liter (Santoro et al. 

2004). 

 

Triglycerides (TG) and cholesterol test 

Food was withdrawn 12-14 h before the experiments and blood samples were taken for the determination 

of plasma concentration of total cholesterol, HDL, LDL and TG. Lipids were measured in a routine 

diagnostic analyzer (CHOD-PAP, cholesterol oxidase-peroxidase enzymatic colorimetric assay) and for 

TG (GPO-PAP, glycerol-3-phosphate oxidase enzymatic colorimetric assay). 

 

Jugular cannulation and blood sampling 

One day before the proestrus, between 1100 and 1200h, the animals groups (control and cafeteria) were 

submitted to jugular vein cannulation. The rats were anesthetized with tribromoethanol (Aldrich; 1 ml of 

a 2.5% solution/100 g body weight; i.p.) (Poletini et al. 2003), and a silastic cannula was inserted through 

the external jugular vein into the right atrium (Harms & Ojeda 1974). At time of experiment, a length of 

polyethylene tubing (PE-50) was connected to the jugular catheter, filled with heparinized saline (200 I.U. 

heparin/ml) and the rats allowed to remain undisturbed in their cages for additional 30 min until the 

beginning of the experiment. Blood samples (0.6 ml) were collected every hour (1300-1800 h) in the 

afternoon of proestrus in plastic heparinized syringes. After each blood sample was taken, 0.6 ml of 0.9% 

NaCl (saline) solution was injected to replace the volume removed. The blood samples were centrifuged 

at 3000 g for 15 min. Plasma was separated and stored frozen at -20 °C until assayed for estradiol, 

progesterone, LH, and prolactin by RIA.  

 

RIA 
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Plasma estradiol and progesterone concentrations were determined by double-antibody RIA using specific 

Estradiol DSL – 4400 and Progesterone DSL – 3400 kits, respectively (Diagnostics Systems 

Laboratories, Texas, USA). The lower limit for detection was 7.5 pg/ml for estradiol and 0.34 ng/ml for 

progesterone. RIAs for LH, and prolacitn were performed using specific kits provided by the National 

Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK; Baltimore, MD, USA). The antibodies 

used were anti-rat LH-S10 and PRL-S9; the standards were LH-RP3 and PRL-RP3. The lowest limit for 

detection was 0.04 ng/ml for LH and 0.19 ng/ml for PRL.  

 

Statistical analysis 

All values, excepting the number of oocytes were expressed as means ± S.E.M. The significance of 

differences between groups and among the blood samples collected through-out the day was determined 

by two-way ANOVA with repeated measures followed by the Newman-Keuls test for multiple 

comparisons. The number of oocytes was expressed as a median (with interquartile range) and compared 

between the two groups by the Man-Whitney´s U test. The level of significance was set as P<0.05. 
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Results 

Effects of losartan ip injection associated to cafeteria diet on food consumption, body weight evolution 

and retroperitoneal and perigonadal fat weights. The early-introduced cafeteria diet in adult female rats 

receiving saline was efficient to induce an improvement of the perigonadal (P < 0.001) and 

retroperitoneal (P < 0.001) fats weights in adulthood compared to chow fed diet rats. The analysis of 

body weight gain (figure 1) revealed that cafeteria diet fed rats receiving saline gained more body weight 

compared to those with standard laboratory chow receiving saline; this difference started to be evident 

after 27 days of cafeteria intake. Cafeteria fed females receiving losartan presented similar body weights 

evolution compared to that receiving saline. Food intake (figure 2) of cafeteria diet fed females was 

significantly lower in the large part of the control, and became higher than food intake of chow fed rats in 

the end of the experiment. However, in spite of the reduced food intake, the total energy intake per day 

was higher in cafeteria group and presented a further increase with the improvement in food intake in the 

end of the intake control compared to laboratory standard chow fed females. The AT1 receptor blockade 

did not alter the food and energy intake in chow fed diet groups. However, when compared to cafeteria 

receiving saline, the cafeteria treated with losartan presented an improvement in food and, in 

consequence, in energy intake. 

 

Effects of losartan ip injection associated to cafeteria diet on triglycerides and cholesterol levels and on 

glucose tolerance. Higher triglycerides and cholesterol LDL were presented by cafeteria diet fed females. 

(table 1).Total cholesterol was unchanged and cholesterol HDL was improved by cafeteria diet compared 

to chow fed rats. Indeed, cafeteria diet fed females manifested a diminished tolerance to a iv glucose 

challenge compared with their counterparts on the chow fed diet (figure 3). Although none of the rats was 

frankly diabetic, the cafeteria diet was associated with significantly higher fasting insulin levels. As 

indicated by the HOMA index of insulin sensitivity, the cafeteria diet fed females tended to be more 

insulin resistance than control females (P < 0.0001). Indeed, no differences in glucose tolerance and 
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HOMA index was evidenced in cafeteria group receiving losartan compared to cafeteria group receiving 

saline, showing that daily ip administration of losartan prevented the tendency to the insulin resistance 

development in cafeteria diet fed females in adulthood. 

  

Effects of losartan ip injection associated to cafeteria diet on reproductive parameters. 

 

Onset of puberty (figure 4). Cafeteria diet fed females receiving saline presented an anticipation of the 

vaginal opening compared to chow fed females receiving saline (P = 0.007). The AT1 antagonist on 

cafeteria group did not promote alteration on the onset of puberty when compared to cafeteria fed group 

receiving saline (P = 0.005). However, the vaginal opening of cafeteria that received losartan was similar 

to chow fed females that received saline (P = 0.379), showing that AT1 blockade avoid at least partially, 

the anticipation on the onset of puberty induced by cafeteria intake. No difference between vaginal 

opening of chow fed females were evidenced. 

 

Ovarian weights, estrous cycle regularity and sexual behavior. The permanence on diestrus phase was 

increased by cafeteria diet, and was more prolonged by losartan administration in this group. No effect of 

losartan on estrous cycle regularity was evidenced in chow fed females. The metestrus, proestrus and 

estrus phases was not altered by cafeteria diet of AT1 blockade. Additionally, losartan and cafeteria diet 

did not affect lordosis quotient and ovarian weights were reduced by cafeteria diet. Losartan associated 

with cafeteria diet prevented this reduction; whereas no difference was observed between chow fed rats 

and cafeteria fed ratas receiving losartan. 

 

Ovulation rates (figure5). The ovulation rate was reduced by cafeteria diet intake. The number of oocytes 

counted in cafeteria diet fed females receiving saline was significantly lower (P < 0.0001) compared to 

chow fed females receiving saline. Oocytes counted from animals receiving losartan administration 
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associated to cafeteria diet, however, was higher than those receiving saline associated to cafeteria diet (P 

< 0.0001) and was not different from those receiving saline associated to chow fed diet (P = 0.059), 

showing that AT1 blockade prevented the reduction in ovulation induced by the early intake of cafeteria 

diet. Similar ovulation rates were evidenced between chow fed animals receiving saline and losartan. 

 

Steroids (figure 6), LH and prolactin (figure 7) levels in proestrus afternoon. Steroid hormone analysis of 

female rats plasma collected through the proestrus afternoon revealed no difference in estradiol (6A) of 

cafeteria diet compared to chow diet fed females receiving saline, in all times evaluated. Similarly, when 

estradiol levels in cafeteria group receiving saline was compared to those receiving losartan, no 

difference was evidenced. An increasing in estradiol levels at 1500 h in chow fed groups and at 1700 h in 

cafeteria receiving saline group and at 1600 h in cafeteria group receiving losartan. AUC analysis of 

estradiol (6B) evidenced no significant difference between groups. No significant effect for group (F = 

0.713, P = 0.545) and for interaction among groups and time of day (F= 1.115, P = 0.344) were detected. 

A significant effect for time (F = 2.868, P = 0.016) were detected. Progesterone levels (6C) of chow fed 

rats receiving saline or losartan presented elevations at 1500 h compared to 1300, 1700 e 1800 h. No 

difference was evidenced in all times evaluated in cafeteria group receiving saline and in cafeteria fed 

females receiving losartan, higher concentrations were observed at 1700 h compared to the other times 

analysed. The AUC (C, P < 0.0001) analysis revealed no difference between the groups studied. 

Significant effects for group (F = 8.903, P < 0.0001) were detected. No significant effect for time of day 

(F = 1.987, P = 0,081) and for interaction between among groups and time of day (F = 1.615, P = 0,071) 

were detected.  

LH plasma concentrations (7A) during the afternoon of the proestrus analysis revealed that chow 

fed females receiving saline or losartan presented an improvement in plasma concentrations at 1700 h, 

differing from all the other times evaluated. No elevation in plasma LH levels of cafeteria diet fed 

females receiving saline was observed. In cafeteria diet associated to losartan group, an improvement was 
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evidenced at 1800 h, showing that the antagonist of Angiotensin II AT1 receptor reverted the inhibitory 

effect of cafeteria diet on LH surge in the proestrus afternoon. AUC (7B) analysis evidenced a reduction 

in LH levels of cafeteria diet fed females at 1700 h compared to chow diet fed rats. Significant effects for 

group (F = 3.856 P = 0.010), time of day (F = 9.88, P < 0.0001) and interaction among group and time of 

day (F = 5.073, P < 0.0001) were detected.  

Prolactin plasma concentrations (7C) presented no differences in the times evaluated between all 

groups studied. At 1600 h, in all groups, the prolactin levels presented an improvement, reaching values 

significantly elevated at 1700 and 1800 h in cafeteria group associated to losartan administration 

compared to 1300 and 1400 h, and at 1700 h in chow fed diet females receiving saline compared to the 

other times. No difference was evidenced on plasma levels of prolactin in chow fed females and cafeteria 

diet fed ratas between the times analysed. No significant effect for group (F = 1.505, P = 0.2140) and 

interaction among group and time of day (F = 0.493, P = 0.943) were detected. A significant effect for 

time of day was detected (F = 6.988, P < 0.0001). AUC (7D) did not evidence significant difference 

among groups. 
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Discussion 

In this study, we describe the onset of puberty as well as the profile of ovarian steroids, LH and 

prolactin levels in the proestrus afternoon, the number of oocytes in estrus morning and sexual behavior 

in cafeteria dietary-induced obesity female rats receiving losartan ip administration. Like in our results, 

the deleterious effects of obesity on female reproductive physiology has been studied for many years 

(Frisch & McArthur 1974; Schroeder et al. 2009). Corroborating with these data, we previously reported 

negative effects of cafeteria dietary-induced obesity in reproductive parameters of female rats. However, 

no data regarding Ang II as a potential factor involved in the reduction in reproductive parameters in 

obese females are available thus far. Some studies have shown that Ang II is involved in the regulation of 

hypothalamus-pituitary axis activity (Steele et al. 1981; Steele et al. 1982; Steele et al. 1983; 1985; 

Steele 1987; Steele et al. 1992) and evidences support a strong relationship between renin-angiotensin 

system and obesity (Rincon-Choles et al. 2002; Engeli et al. 2003; Goossens et al. 2003). Thus, in the 

present study, we hypothesized that Ang II, through its AT1 receptors, is one of the factors that 

contributes and/or mediates the reproductive alterations induced by obesity in female rats. 

Confirming data obtained in  previous studird (Sclafani & Springer 1976; Kretschmer et al. 2005), 

cafeteria diet-fed female rats receiving saline presented higher energy intake than chow-fed rats receiving 

saline in all the experimental control, although a reduced food intake was evidenced in cafeteria group in 

most part of the experimental protocol compared to chow-fed rats. In consequence of the intake of high 

calories by cafeteria diet-fed females, we observed improved fat pads weights in this group compared to 

chow-fed females. The administration of losartan associated to cafeteria diet promoted an increase in food 

and energy intake compared to cafeteria diet-fed females receiving saline. Considering that central Ang II 

improves food intake in rats (Porter et al. 2003) and that losartan and its active metabolite EXP3174 

(Wong et al. 1990) cross over the blood brain barrier (Fregly & Rowland 1991; Song et al. 1991; Li et al. 

1993; Zhuo et al. 1994; Polidori et al. 1996; Polidori et al. 1998; Culman et al. 1999; Wang et al. 2003), 

it is possible that ip losartan injection blocked the inhibitory effects of central Ang II on food intake. 



 137

Furthermore, no difference was evidenced between retroperitoneal and perigonadal weights of cafeteria 

diet-fed rats receiving losartan and chow-fed rats receiving saline. In fact, losartan treatment induces a 

reduction on adiposity in diabetic mice (Tomono et al. 2008). However, reduced fat storage in our results 

was accompanied by the improvement on food and energy intake in cafeteria diet-fed females receiving 

losartan, showing an inhibitory effect of losartan in fat storage, even when the intake of food rich in 

calories was increased. 

As expected, cafeteria diet promoted an insulin resistance in the female rats, as shown by HOMA 

analysis, and that association of losartan with cafeteria diet forewarned the insulin resistance occurrence. 

In this regard, it has been demonstrated that Ang Ii is related to a reduction on insulin signaling (Lastra et 

al. 2006), through the AT1  receptor (Machado et al. 1998; Lau et al. 2004) and that losartan 

administration reduces insulin resistance (Sharma et al. 2002; Pfeffer et al. 2003; Julius et al. 2004; 

Shiuchi et al. 2004; Kjeldsen et al. 2006) 

We confirmed previous reports of the acceleration of the onset of puberty in obese females 

(Kennedy & Mitra 1963) demonstrated that the anticipation in vaginal opening induced by cafeteria diet 

intake was not altered by losartan injection. However, the onset of puberty of cafeteria diet-fed rats 

receiving losartan was not significantly different of chow-fed rats receiving saline, showing a tendency of 

Ang II to prevent the earlier onset of puberty induced by cafeteria diet intake. Considering that an 

increase in fats weights is associated with an advancement of the onset of puberty (Frisch & Revelle 

1970; Frisch 1980), and that reduced fat pads weights presented by cafeteria-diet fed females at 30th days 

(date approximate to vaginal opening in rats) receiving losartan compared to cafeteria-diet fed females 

receiving saline, we could infer that the reduction of pads induced by losartan could be avoiding partially 

the anticipation of vaginal opening, and that Ang II through AT1 receptors contributes to the precocious 

onset of puberty evidenced in cafeteria-fed females. In addition, it should be noted that, although losartan 

reduce fats weights in cafeteria diet-fed females, no difference was observed between these females and 



 138

chow-fed females, suggesting that its effects on the vaginal opening is proportionally to its effects in 

reduction of fat deposition. 

A prolongation of diestrus phase was observed in cafeteria diet-fed females compared to chow-fed 

females, confirming prior studies (Innami et al. 1973; Glick et al. 1990). An additional increment in 

diestrus phase was promoted by losartan administration in cafeteria fed-females, showing that Ang II is 

contributing to avoid a higher improvement in diestrus phase induced by cafeteria diet intake.  

No alteration was evidenced on female sexual behavior in our study in cafeteria diet- fed females, 

corroborating with previous results of our laboratory. Similarly, no difference among cafeteria diet-fed 

female rats receiving losartan and cafeteria diet-fed female rats receiving saline was observed. In 

physiology standings the blockade of Ang II receptors do not alter sexual behavior in female rats 

(Cecconello et al. 2010) and in male mice (Nomura et al. 2007) and in hipertension, no alteration on 

sexual behavior was evidenced in men (Chan et al. 1999) and in male rats (Ferrario et al. 1998) treated 

with losartan. In contrast, in type II diabetes male mice, the blockade of AT1 receptors improves sexual 

behavior (Nomura et al. 2007) and reports revealed that in women after menopause a higher libido is 

induced by AT1 receptor blockade (Derosa et al. 2003).  

In the analysis of the number of oocytes counted in the ovaries, a reduced number of oocytes in 

cafeteria group receiving saline compared to chow-fed group receiving saline was evidenced. This finding 

is consistent with previous results obtained in our laboratory, and that corroborates with data in 

overweight and obese women (Mitchell & Rogers 1953; Hartz et al. 1979; Friedman & Kim 1985; 

Norman & Clark 1998; Bolumar et al. 2000). Surprisingly, losartan administration promoted an increase 

in the number of oocytes counted in cafeteria diet – fed females compared to cafeteria-fed females 

receiving saline and no significant difference was observed among cafeteria diet – fed females receiving 

saline and chow-fed females receiving saline or losartan. In this manner, the blockade of AT1 receptors 

normalized the ovulation rates and prevented the reduction in ovulation induced by cafeteria diet.  
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The normalization of the number of oocytes in estrus morning in cafeteria diet-fed females, 

probably is due to the reestablish of LH and progesterone surges on proestrus afternoon by losartan 

administration. Studies reported that antral and preovulatory follicles and the number of dams are reduced 

in trangenic rats (mRen-2) that overexpress renin and angiotensin and that the infusion of Ang II in rats is 

associated with the reduction in antral and preovulatory follicles (de Gooyer et al. 2004). Considering 

that, in obesity the activity of renin-angiotensin system is increased (Licata et al. 1994; Umemura et al. 

1997; Goodfriend et al. 1999), that a reduced follicle development is observed in obese female mices 

(Tortoriello et al. 2004), and that progesterone levels were not improved in the proestrus afternoon in 

cafeteria diet-fed females, we could infer that a reduction in ovarian follicles could be induced by higher 

levels of Ang II, that could be reducing the synthesis and secretion of follicle-derived progesterone and 

the LH surge and, in consequence, reducing the number of oocytes counted in these females. 

In contrast with the beneficial effects of losartan on ovulation in cafeteria diet-fed females 

revealed in our results, studies have shown an inhibition of ovulation associated to Ang II receptors 

blockers, like in immature female rats with induced ovulation (Pellicer et al. 1988) and in rabbits ovaries 

perfused in vitro (Yoshimura et al. 1992). Indeed, the icv administration of saralasin, an Ang II receptor 

antagonist and of enalapril, an inhibitor of Ang II synthesis, inhibit the LH surge and ovulation in female 

rats when administered in the morning of proestrus day (Steele et al. 1983). However, differing from our 

work, these studies were not realized and did not evaluate obese rats. However, differing from our study, 

these studies were not realized in obese females and the ovarian steroid levels of the females studied were 

not altered. Ang II effect on LH secretion is dependent of estradiol and progesterone. In ovariectomized 

rats treated with estradiol and progesterone, Ang II stimulates LH secretion (Steele et al. 1985), that could 

explain the inhibitory effect of Ang II antagonists on preovulatory LH surge in these females. On the 

other hand, in ovariectomized rats with no ovarian steroids replacement, Ang II inhibts the pulsatile 

secretion of LH. Thus, the absence of progesterone improvement in the proestrus afternoon in cafeteria 

diet – fed females in the present study, in spite of the similar estradiol levels observed in these females 
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compared to chow-fed females, could be inducing similar effects to that evidenced in females without 

estradiol and progesterone, inhibiting the increasing in LH levels in obese females, considering that the 

blockade of AT1 receptors by losartan restablished the preovulatory LH surge in these females. 

Additionally, a previous study revealed the absence of Ang II receptors in the preovulatory 

follicles membrane with LH receptors (Daud et al. 1988), discarding an direct action of plasma Ang II on 

ovaries. However, other study evidenced Ang II receptors inside the ovarian cells, indicating that Ang II 

produced locally could influence the ovulatory function. Indeed, the preovulatory LH surge promotes na 

increase in Ang II in preovulatory follicles (Lightman et al. 1987), and Ang II stimulates prostaglandines 

synthesis in ovary (Peterson et al. 1993; Yoshimura et al. 1993), that induces the rupture and oocyte 

extrusion by the ovaries (Espey 1992). Altogether, these data led us to infere that the absence of LH 

surge in the proestrus afternoon of cafeteria diet – fed females, could be inhibiting the ovarian production 

of Ang II and, in consequence, of prostaglandins and contribution to reduce ovulation rates in these 

females. The restablishment of preovulatory LH surge induce by ip injection of losartan, in this manner, 

could be stimulating the intrafolicular Ang II and thereafter, the prostaglandins synthesis, restablishing 

ovulation in cafeteria diet – induced obesity in female rats. 

We have to consider, naturally that the positive effects os losartan in the preovulatory LH and 

progesterone and in the ovulation rates in obese females could be indirectly due to the improvement in 

general physiologic state promoted by AT1 receptors blockade, including its prevention effects on body fat 

pad weights, on insulin resistance and on the increased triglycerides and LDL cholesterol. In fact, reports 

that demonstrated an reestablish of reproductive parameters impaired by the reduction in body fat (Kiddy 

et al. 1992; Hoeger 2001; Norman et al. 2002), through the increase in the endocrine and metabolic 

functions (Holte et al. 1995; Zamorano et al. 1997; Esposito et al. 2003). As a consequence, reduced 

hyperandrogenism and improved menstrual function, ovulation and fertility (Kiddy et al. 1992; Zamorano 

et al. 1997), as well as increased levels of steroid binding globulins (Guzick et al. 1994) are observed in 

women. 
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In summary, we have confirming previous reports of improved storage of fat, impaired glucose 

tolerance and higher triglycerides and LDL cholesterol in female rats induced by the early intake of 

cafeteria diet, and that these metabolic alterations promotes a delay in the onset of puberty, a 

prolongation of diestrus phase, as well as a reduction in the ovulation in estrus morning and in the 

preovulatory LH and progesterone surges in proestrus afternoon. In this study, we demonstrated that Ang 

II through its AT1 receptors seems to avoid an additional prolongation of diestrus phase and do not alter 

sexual behavior in obese female rats. We also demonstrated that the daily ip administration of losartan 

associated to cafeteria diet intake avoid the improvement in fat pads, in triglycerides and LDL cholesterol 

and in the insulin resistance development. In addition, losartan prevented the deleterious consequences of 

obesity on the reproductive parameters analyzed; in this manner, normal range of ovulation as well as LH 

and progesterone surges were evidenced in cafeteria diet-fed females receiving losartan. Thus, these data 

evidence the peptide Ang II as an important factor involved in the consequences of obesity on the 

reproductive function in female rats and raises a new factor as a target of study to better understand the 

complex mechanisms involved in endocrine and/or behavioral responses of females reproductive system 

in obesity. 
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Figure Legends 
 
 
Figure 1. Body weigh evolution of female rats of cafeteria diet and saline (CAF + SAL) or losartan 

(CAF+LOS) and chow diet and saline (CTL+SAL) or losartan (CTL+LOS) female rats. All values are 

expressed as the means ± SEM. *, P < 0.05 for CAF + SAL versus CTL + SAL; **, P ¸0.05 for CAF + 

LOS versus CAF + SAL. 

 

Figure 2. Food and energy intakes of cafeteria diet and saline (CAF + SAL) or losartan (CAF+LOS) and 

chow diet and saline (CTL+SAL) or losartan (CTL+LOS) female rats. All values are expressed as the 

means ± SEM. *P < 0.05 for food intake of CAF + SAL versus CTL + SAL; **P < 0.05 for food intake 

of CAF + LOS versus CAF + SAL;. #P < 0.05 for energy intake of CAF + SAL versus CTL + SAL; # #P 

< 0.05 for energy intake of CAF + LOS versus CAF + SAL. 

 
Figure 3. Blood glucose (A) and plasma insulin (B) of sixty minutes of glucose tolerance testing in 

cafeteria diet (solid lines) and saline (CAF + SAL) or losartan (CAF+LOS) and chow diet (doted lines) 

and saline (CTL+SAL) or losartan (CTL+LOS) female rats. All values are expressed as the means ± 

SEM. *, P < 0.05 for CAF + SAL versus CTL + SAL; **, P ¸0.05 for CAF + LOS versus CAF + SAL. 

 

Figure 4. Onse of puberty (days) of cafeteria diet fed and saline (CAF+SAL) or losartan (CAF+LOS) and 

chow diet fed and saline (CTL+SAL) or losartan (CTL+LOS) female rats. Each bar is represented by the 

means ± SEM. P < 0.05 was significance accepted. 

 

Figure 5. Number of oocytes (means ± SEM) of female rats on the day of estrus. Letters upon the bars 

represents no statistic difference between the following groups: cafeteria diet fed and saline (CAF+SAL - 

a) or losartan (CAF+LOS - b) female ratas, and chow diet fed and saline (CTL+SAL - c) or losartan 

(CTL+LOS - d) female rats. P < 0.05 was significance accepted. 
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Figure 6. Plasma estradiol levels ((A) pg/mL), AUC of estradiol (B) and plasma progesterone levels ((C) 

pg/mL) and AUC of progesterone (D) in the afternoon of proestrus in adult cafeteria (CAF) and saline 

(CAF+SAL, n = 12) or losartan (CAF+LOS, n = 08) and chow diet and saline (CTL+SAL, , n = 15) or 

losartan (CTL+LOS, n = 13) fed female rats. Blood samples were collected at 1300, 1400, 1500, 1600, 

1700 and 1800 h from a jugular catheter. Plasma hormone concentration and each bar are represented by 

the means ± SEM. P < 0.05 was significance accepted. 

 

Figure 7. Plasma LH levels ((A) pg/mL), AUC of LH (B), plasma prolactin levels ((C) pg/mL) and AUC 

of prolactin (D) in the afternoon of proestrus of adult cafeteria (CAF) and saline (CAF+SAL, n = 12) or 

losartan (CAF+LOS, n = 08) and chow diet and saline (CTL+SAL, , n = 15) or losartan (CTL+LOS, n = 

13) fed female rats. Blood samples were collected at 1300, 1400, 1500, 1600, 1700 and 1800 h from a 

jugular catheter. Plasma hormone concentration and each bar are represented by the means ± SEM. P < 

0.05 was significance accepted. 

 

Table 1. Nasoanal length and body, retroperitoneal and perigonadal fat pads weights and plasma TG, total 

cholesterol and HDL and LDL levels of the following groups: control + saline (CTL+SAL), cafeteria + 

saline (CAF+SAL), control + losartan (CTL+LOS) and cafeteria + losartan (CAF+LOS). P < 0.05 was 

significance accepted. The number of animals (n) is given in parentheses. 
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Figure 3 
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Figure 6 
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Table 1 
 CTL + SAL  CAF + SAL  CTL + LOS  CAF + LOS  

Body weight (g) 242.7 ± 3.79* 263.69 ± 5.33* 229.65 ± 2,88* 244.03 ± 2.24* 

Perigonadal fat  
(g/100g body weight) 

3.46 ± 0.17* 8.37 ± 0.12* 2.79 ± 0,23* 3.16 ± 0,19* 

Retroperitoneal fat  
(g/100g body weight) 

0.54 ± 0.03* 2.11 ± 0.16* 0.68 ± 0.02* 0.62 ± 0.04* 

TG (mg/dL) 81.00 ± 3.58* 107.00 ± 8.67 77.17 ± 5.61* 79.60 ± 7.03* 

Total cholesterol (mg/dL) 63.07 ± 6.72 73.84 ± 4.70 79.47 ±5 .36 62.48 ± 5.81 

HDL (mg/dL) 30.29 ± 0.89* 29.80 ± 3.02 32.43 ± 1.70* 31.67 ± 2.26* 

LDL (mg/dL) 38.73 ± 5.86* 60.04 ± 6.11 44.86 ± 3.37* 32.08 ± 4.15* 

Data are means ± SEM (n = 8). *P < 0,05 vs CAF + SAL. 

 

 

 

 

 
 
 


