-

ENIPDNC 'M""*lmﬁﬂwﬁ?,lﬂl}}gm“r&e
HEENROS

.'/

NIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

INFLUENCIA DO HORMONIO DO CRESCIMENTO NA PRESERVAGAO DA
RESERVA OVARIANA EM CAMUNDONGOS AMES DWARF E bGH

TATIANA DANDOLINI SACCON'; FABIANA MOREIRA?; LUIZ AUGUSTO
CRUZ?, RAFAEL GIANELLA MONDADORI#; CARLOS CASTILHO DE BARROS?;
AUGUSTO SCHNEIDER®

"Universidade Federal de Pelotas — tatisaccon@gmail.com
2Instituto Federal Catarinense, Campus Araquari — fabimorvet@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — augustocruz@gmail.com
4Universidade Federal de Pelotas — rgmondadori@gmail.com
5Universidade Federal de Pelotas — barrosccpel@gmail.com
¢Universidade Federal de Pelotas — augustoschneider@gmail.com

1. INTRODUCAO

Camundongos Ames Dwarf (df/df) carreiam uma mutagcdo no gene profeta
da pituitaria 1 (Prop-1) que impede o desenvolvimento da glandula pituitaria
anterior, resultando em deficiéncia na secregdo de GH (SORNSON et al., 1996).
Estes animais tem niveis circulantes muito baixos de fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) e vivem em torno de 30-50% mais do que
animais normais (AHMED; FARQUHARSON, 2010; ZHOU; YU; GE, 2015). Em
contrapartida, animais transgénicos que superexpressam GH (bGH), possuem
niveis plasmaticos elevados de GH, o que resulta no aumento de IGF-I no plasma
sanguineo, e vivem cerca de 50% menos que animais normais (BARTKE, 2003;
BARTKE et al., 1988).

Um declinio progressivo e esgotamento da reserva de foliculos ovarianos é
o principal determinante da idade ao inicio da menopausa (FORTUNE et al.,
2013). Além disso, concomitante com o numero reduzido de foliculos, a qualidade
dos odcitos restantes nas fémeas geralmente diminui com o avangar da idade
(RICHARDSON et al., 2014). Neste sentido, o eixo funcional GH/IGF-I é
importante para a normal fungdo do ovario (MAHRAN et al., 2015). O tempo de
vida reprodutiva dos camundongos df/df € prolongada, indicado pela presenga de
atividade ovariana em uma idade avangada, quando os camundongos normais ja
esgotaram as reservas ovarianas foliculares. Esta condigdo parece ocorrer devido
a reducgao da progresséao de foliculos do estagio primordial para o estagio primario
em camundongos df/df (SCHNEIDER et al.,, 2014). Ja camundongos bGH tem
puberdade adiantada e a taxa de ovulagdo aumentada (NAAR et al., 1991), porém
nao ha evidéncias sobre a redugéo de sua vida reprodutiva .

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o numero de foliculos
primordiais, primarios, secundarios e terciarios em ovarios de animais df/df, com
deficiéncia no GH enddgeno, com e sem tratamento de GH exdégeno e animais
bGH, que superexpressam o GH enddgeno.

2. METODOLOGIA

Os camundongos, todas fémeas, foram divididos em seis grupos, Ames
Dwarf sem tratamento de GH (df/df salina, n=6), Ames Dwarf com tratamento de
GH (df/df GH, n=6), camundongos normais sem tratamento de GH (N salina, n=6)
e normais com tratamento de GH (N GH, n=6), todos com idade entre 16 e 18
meses. Os outros dois grupos foram divididos em transgénicos que
superexpressam GH (bGH, n=6) e normais (N, n=6), com idade entre 10 e 12
meses. Os grupos df/df GH e N GH foram submetidos a um tratamento com GH
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suino por inje¢ao via subcutanea (0,4 ug/g de peso corporal por dia), dado 2
vezes ao dia, comecgando na idade de 14 meses, durante 6 semanas. Os animais
foram eutanasiados, e o par de ovarios foi coletado, e colocado em formol
tamponado 10%, e logo apos esse processo foram incluidos em parafina. Para
avaliacdo, os ovarios foram histologicamente processados, cortados
sequencialmente e corados com hematoxilina-eosina. Utilizando microscépio
optico, os foliculos ovarianos foram classificados, mensurados e quantificados a
cada 6 cortes. Foi classificado como foliculo primordial aquele que o odcito é
rodeado por uma camada de células da granulosa achatadas.

O foliculo em transicao foi classificado como aquele que continha ao menos
uma célula da granulosa cuboide. O foliculo primario foi classificado como aquele
que contem um odcito rodeado por uma unica camada de células da granulosa
cuboides. Um foliculo foi determinado como sendo um foliculo secundario quando
rodeado por mais do que uma camada de células da granulosa cuboides, sem
antro visivel, e um foliculo foi determinado como sendo um de foliculos terciario
se um espaco antral estiver claramente definido e preenchido por liquido folicular
e uma camada de células da granulosa em torno do odcito (LI et al., 2015).

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o Graphpad Prism 5
(Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA). O teste de Two-Way ANOVA foi
realizado para estimar a diferenga entre os grupos df/df (genaétipo, tratamento com
GH e interacao gendtipo*tratamento). O teste de t foi realizado para estimar a
diferenga entre os grupos bGH e N.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Numero de foliculos primordiais, em transicao, primarios, secundarios,
terciarios e totais de camundongos normais e Ames Dwarf com e sem tratamento
de GH exdgeno.

Normal Ames dwarf P value
Salina(+SEM) GH (+SEM) Salina (+tSEM) GH (+SEM)
Foliculo Gendtipo Tratamento Genot*Trat
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Primordial 988 (+66) 728 (£28) 2162(x250) 1554(+148) <0.0001* 0.009* 0.26
Transicéo 560 (x67) 454 (£25) 758 (+49) 698 (x+47)  0.0002* 0.10 0.64
Primario 1242 (£77) 1172 (£96) 1092 (£110)  1132(x106) 0.34 0.88 0.58
Secundario 244 (+40) 146 (£26) 122 (x23) 228 (+47) 0.58 0.91 0.009*
Terciario 56 (+4) 42 (+8) 32 (£10) 22 (£7) 0.008* 0.12 0.79
Total 3090 (£147) 2542 (+122) 4166 (x179) 3634(x327) <0.0001* 0.01* 0.97

**valor p significativo

Tabela 2. Numero de foliculos primordiais, em transicao, primarios, secundarios,
terciarios e totais de camundongos trangénicos que superexpressa GH (bGH).

Foliculo Normal (:SEM) (n=6) bGH (xSEM) (n=6) P value
Primordial 898 (+43) 540 (+40) 0.0001*
Transicao 540 (+40) 344 (£33) 0.0037*
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Primario 1200 (+44) 918 (£36) 0.0006*
Secundario 226 (£31) 496 (+56) 0.0017*
Terciario 38 (£7) 126 (x11) <0.0001*
Total 2902 (+102) 2306 (£77) 0.0009*

*valor p significativo

Nenhum registro de quantificacéo folicular ovariana de camundongos df/df e
bGH foi encontrado na literatura, nos mostrando que este dado € inédito. Os
resultados deste estudo indicam que o eixo GH/IGF-| e suas vias de sinalizacao
tem um papel importante na vida reprodutiva feminina. Os animais df/df
apresentaram uma quantidade de foliculos primordiais maior do que animais
normais, mostrando que esses foliculos estdo retidos nessa fase e que a
auséncia de GH esta envolvida nesta ativagéo, ja que o tratamento com GH
exdgeno por seis semanas reverteu este processo. Em contrapartida observamos
que animais bGH possuem uma quantidade de foliculos primordiais menor que os
normais, mostrando que o aumento de GH leva a uma maior ativagdo da reserva
ovariana, afirmando o papel deste hormdnio na vida reprodutiva (Tabelas 1 e 2).

Em estudo com camundongos com delegdo (Knockout) para o receptor de
GH (GHRKO), Slot et al. (2006) verificaram que o 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 redugéo significativa do numero 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 duragcdo da reserva ovariana. Estes resultados sao
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 restricdo caldrica (RC) na preservagao
ovariana, observaram que camundongos submetidos a RC apresentaram
aumento de 47% no numero de foliculos primordiais em relagdo a camundongos
submetidos a uma dieta controle, mostrando mais uma vez que redugdes do
alteragcdes GH/IGF-1 ocasionadas pela RC também podem prolongar a atividade
ovariana (XIANG et al., 2012). Ao contrario dos animais df/df, os camundongos
bGH apresentam uma ativagdo da reserva ovariana muito mais intensa, provado
pela quantidade de foliculos primordiais menor que seus controles e pela maior
quantidade de foliculos secundarios e terciarios. Estes dados indicam que mesmo
variagao transientes no nivel de GH para mais ou para menos sdo capazes de
afetar a taxa de envelhecimento ovariano.

4. CONCLUSOES

Com os resultados apresentados podemos afirmar que o eixo GH/IGF-1
influencia na ativacdo dos foliculos primordiais, e assim influenciando na
preservacao da reserva ovariana. Mais estudos sao necessarios para entender os
mecanismos envolvidos na maior preservacdo da reserva ovariana nos
camundongos com deficiéncia no eixo GH/IGF-1. Entender estes mecanismos
pode mostrar um caminho para desenvolver farmacos que mimetizem os efeitos
benéficos desses animais modelos de envelhecimento, além do aumento do
tempo de vida reprodutiva em mulheres.
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