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1. INTRODUCAO

Os camundongos Ames Dwarf (df/df) possuem deficiéncia na secrecdo de
hormbénio do crescimento (GH) e por isso tem niveis circulantes de fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) e insulina muito baixos, vivendo em
torno de 30-50% mais do que camundongos normais (AHMED; FARQUHARSON,
2010). Camundongos df/df carreiam uma mutacdo no gene Prop-1 (profeta do Pitl)
que impede o desenvolvimento da glandula pituitaria anterior (SORNSON et al.,
1996), resultando em deficiéncia na secrecdo de GH (SORNSON et al., 1996).

O envelhecimento ovariano é um processo fisiologico com consumo folicular
relacionado a reducdo na producdo de horménios esteroides, esse processo tem
origem ainda na vida intrauterina, e entdo a partir da menarca até o inicio da
transicdo menopausal ocorre todos os meses (BADALOTTI et al., 2013). Além disso,
concomitante com o numero reduzido de foliculos, a qualidade dos ovécitos
restantes nas fémeas geralmente diminui com o avancar da idade, levando as taxas
extremamente pobres de sucesso de tentativas de fertilidade natural e assistida
(NAVOT et al., 1991).

Acredita-se que o eixo GH/IGF-1 funcional é importante para a eficiéncia
maxima reprodutiva (CHANDRASHEKAR; ZACZEK; BARTKE, 2004). Foi
demonstrado que o receptor para 0 hormonio do crescimento (GHR) tem direta
relacdo na regulacdo do crescimento e desenvolvimento folicular, além de ter
importancia no crescimento tecidual de uma forma geral (AHMED; FARQUHARSON,
2010). A analise de cortes histolégicos de ovarios nos camundongos normais e com
delecdo do receptor do GH (GHRKO) de mesma idade mostraram que o
camundongo GHRKO apresentava uma reserva maior de foliculos (SLOT et al.,
2006). Nesse sentido estudos mostraram que os camundongos GHRKO apresentam
uma menor resposta a superovulagdo, mesmo conseguindo ovular normalmente,
indicando um numero menor de foliculos aptos ao recrutamento (BACHELOT et al.,
2002).

Diante do que foi apresentado, este estudo tem como objetivo analisar a
guantidade de foliculos nos estagios primordial, primario, secundario e total de
foliculos e o didmetro destes foliculos, bem como seus o00citos e nucleos em
camundongos df/df, que ndo possuem secrecdo de GH e comprovar que estes
podem ser um bom modelo de estudo para comprovar a relagdo entre o estado
metabdlico, o envelhecimento e a fertilidade.
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2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado utilizando 8 camundongos fémeas com 12 meses de
idade, 4 camundongos normais e 4 camundongos df/df, os animais foram fornecidos
pela University of Central Florida (EUA) e durante o experimento foram mantidos em
estantes ventiladas, sob temperatura (22+2°C) e umidade (40—60%) controladas.
Estes animais passaram pelo processo de eutanasia, e o par de ovarios foi coletado,
e colocado em formol tamponado 10%, e logo apos esse processo foram incluidos
em parafina. Para avaliagdo, os ovarios foram histologicamente processados,
cortados sequencialmente e corados com hematoxilina-eosina. Utilizando
microscopio Optico, com objetivas de 10x e 40x, os foliculos ovarianos foram
classificados, mensurados e quantificados a cada 6 cortes. Todas as analises
estatisticas foram realizadas pelo teste de t com o software GraphPad Prism 5 (La
Jolla, CA, USA), assumindo-se um nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado um maior niumero de foliculos primordiais nos camundongos
df/df comparado aos normais (Tabela 1). Este dado nos revela que os foliculos ndo
estdo evoluindo do estagio primordial para o primario, possivelmente devido ao
reduzido nivel sérico de IGF-I e insulina, indicando que estes camundongos podem
ser um bom modelo de estudo para entender a relacéo entre o estado metabdlico, o
envelhecimento ovariano e a preservacdo da fertilidade. O numero de foliculos
secundarios e terciarios nao foi diferente (P>0,05) entre camundongos Ames Dwarf
e normais. O numero total de foliculos tendeu (P=0,07) a ser maior em
camundongos Ames Dwarf do que Normais.

Tabela 1. Numero de foliculos e didametro do nucleo, oécito e foliculo em
ovarios de camundongos Ames Dwarf e normais. Pelotas, RS, 2015.

Ames Dwarf (EP?) Normais (EP%) P

Foliculo

Total 2.673 (£209) 1.668 (+445) 0,074
Primordial 1.548 (+139) 378 (x125) 0,001
Priméario 840 (£104) 916 (£302) 0,797
Secundario 156 (£19) 330 (£96) 0,090
Terciario 129 (x47) 44 (£24) 0,209
Diametro do nucleo (um)

Primordial 2,3 (x0,16) 2,6 (£0,3) 0,458
Primario 2,9 (x0,2) 3,4 (x0,4) 0,306
Secundario 5,8 (x0,5) 6,1 (+0,7) 0,700
Terciario 25,6(+1,8) 19,6 (£2,6) 0,075
Diametro do odcito (um)

Primordial 5,4 (£0,3) 6,7 (x0,4) 0.023
Primario 7,5 (x0,5) 9,2 (x1,2) 0,213
Secundario 21,7 (£1,2) 19,0 (x1,4) 0,178
Terciario 102,6 (£8,3) 107,4 (x20) 0,822
Diametro do foliculo (um)

Primordial 7,9 (£0,5) 8,8 (x0,6) 0,294
Primario 11,3 (+0,6) 13,9 (£1,4) 0,118
Secundario 41,9 (15,3) 43,9 (£2,5) 0,742
Terciario 147,3 (£6,6) 165,7 (£16,4) 0,292

EP: erro padréo



A ativacdo da via do fator de transcricdo ForkheadBox O3a (FOXO3a) é
essencial para a iniciagdo do crescimento da reserva ovariana de foliculo primordial
(BROWN et al., 2010). Hiperfosforilacdo de FOXO3a resulta na sua exportacao
nuclear, culminando com a ativacdo global de foliculos primordiais e faléncia
ovariana prematura (KALICH-PHILOSOPH et al., 2013). A ativagédo da via FOXO3a
€ promovida pela insulina e IGF-I, e a reducéo da sinalizacdo desta via parece estar
envolvido na longevidade ovariana prolongada observada em animais GHRKO
(BARTKE, 2008). Schneider et al. (2014) observaram em estudo com animais df/df
uma menor expressdo de FOXO3a nos ovarios de camundongos mais velhos de
ambos os genotipos (normal e df/df) e isso estad associado a uma atividade ovariana
reduzida. Mostraram também que as fémeas df/df tém um nivel mais baixo de
FOXO3 fosforilada em odcitos de foliculos primordiais/primario, que é um ativador
importante do crescimento folicular (SCHNEIDER et al., 2014) e pode ser a causa da
maior preservacao da reserva ovariana observada no presente estudo.

Em estudo com animais GHRKO, Slot et al. (2006) verificaram que 0 numero
de foliculos primordiais foi maior em animais GHRKO que em animais normais de
mesma idade. Verificaram também que o tratamento desses animais GHRKO com
IGF-I durante 14 dias resultou numa reducao significativa do nimero de foliculos
primordiais por ovario para niveis semelhantes aos observados em normais (SLOT
et al., 2006). Isso mostra que baixos niveis de IGF-1 acarretam no acumulo de
foliculos primordiais, prolongando a duragéo da reserva ovariana. Estes resultados
sdo semelhantes ao de nosso estudo e indicam que assim como a deficiéncia do
GHR a deficiéncia de GH também causa atrasos no envelhecimento ovariano.

Xiang et al. (2012), relacionou os efeitos da RC na preservagdo ovariana,
observaram que camundongos submetidos a RC apresentaram 47% mais foliculos
primordiais que camundongos submetidos a uma dieta controle, mostrando mais
uma vez que reducbes do eixo GH / IGF-1 ocasionadas pela RC também podem
prolongar a atividade ovariana (XIANG et al., 2012).

Em relacdo ao diametro do foliculo, oécito e nudcleo, foi encontrada diferenca
apenas no diametro de odcitos inclusos em foliculos primordiais, sendo maior em
camundongos normais do que em df/df. Nao foi possivel encontrar outros artigos
discutindo esta relacdo de maneira especifica, mas sabemos que o crescimento do
oocito esta diretamente ligado e coordena o crescimento e ativacdo do foliculo.
Portanto, € interessante melhor explorar esta relacdo e entender se o 06cito € menor
porque o foliculo € menos desenvolvido ou se 0 menor tamanho do odcito esta
freando o desenvolvimento folicular.

4. CONCLUSOES

Em concluséo, observou-se que os camundongos Ames Dwarf apresentam um
maior nimero de foliculos primordiais em comparacdo a camundongos normais. Isto
indica que a deficiéncia de GH, IGF-I e insulina acarreta no acumulo de foliculos
primordiais e no o aumento da longevidade ovariana, podendo ser um importante
fator regulador do envelhecimento ovariano em varias espécies mamiferas.
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