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1. INTRODUCAO

Camundongos Ames Dwarf (df/df) fazem parte de uma linhagem que
carreiam uma mutacdo no gene Propl (profeta da pituitarial), que reduz a
secre¢cdo do hormdnio do crescimento (GH) e consequentemente 0s niveis
séricos do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1(IGF-1) ) (BARTKE,
2008; BARTKE et al., 2001; SORNSON et al., 1996). Além disso, camundongos
df/df possuem uma sobrevida de 35-75%, quando comparados aos camundongos
normais (BROWN-BORG et al., 1996).

Um declinio progressivo e 0 esgotamento da reserva ovariana € o principal
determinante do 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 avancar da idade (RICHARDSON
et al., 2014). Neste sentido, o eixo funcional GH/IGF-1 é importante para a hormal
funcdo do ovario (MAHRAN et al.,, 2015). O tempo de vida reprodutiva dos
camundongos df/df & prolongada, indicado pela presenca de atividade ovariana
em uma idade avancada, quando os camundongos normais ja esgotaram as
reservas ovarianas foliculares (SACCON et al.,, 2016). Esta condicdo parece
ocorrer devido a reducao da progressao de foliculos do estagio primordial para o
estagio primario em camundongos df/df (SCHNEIDER et al., 2014).

O processo de envelhecimento € responsavel pela reducdo da fertilidade,
dado o esgotamento das reservas ovarianas (TE VELDE et al., 1998). Bem como,
ao aumento do estres oxidativo e desencadeamento do processo inflamatério
(NELSON; TELFER; ANDERSON, 2013). Varios relatos apoiam a ideia de que
macréfagos agem diretamente nos foliculos saudaveis e atrésicos, bem como nos
corpos luteos, participando da apoptose e angiogénese (TURNER et al., 2011,
WU et al.,, 2004). No entanto, poucos estudos tém sugerido que uma maior
infiltracdo de macrofagos nos ovéarios pode estar envolvida na maturacdo de
foliculos em mamiferos (BARAVALLE et al., 2015; NTEEBA et al., 2013).

Portando, o objetivo deste estudo foi avaliar o tamanho da reserva ovariana
em camundongos df/df com 6 meses de idade, além de quantificar a infiltracéo de
macrofagos.

2. METODOLOGIA
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O estudo foi realizado utilizando 10 camundongos fémeas com 6 meses de
idade, 5 camundongos normais e 5 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 (MASTERNAK et al., 2004). Estes animais passaram pelo processo
de eutanasia, e o par de ovarios foi coletado, e colocado em formol tamponado
10%, apds esse processo foram incluidos em parafina. Os ovarios foram
histologicamente processados, cortados sequencialmente. Para quantificacdo
folicular as amostras foram coradas com hematoxilina-eosina. Utilizando
microscépio 6ptico, com objetivas de 10x e 40x, os foliculos ovarianos foram
classificados de acordo com o numero de camadas em torno do odcito e
guantificados a cada 6 cortes. O protocolo de imunofluorescéncia foi ajustado de
acordo com o descrito previamente por nosso grupo (SACCON et al., 2016;
SCHNEIDER et al.,, 2014). Para quantificar infiltracdo macrocitaria o anticorpo
anti-CD68 (1:800 ab125212, Abcam®, Cambridge, UK) foi utilizado. Todas as
analises estatisticas foram realizadas pelo teste de t com o software GraphPad
Prism 7 (La Jolla, CA, USA), assumindo-se um nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1 - Namero de foliculos em ovarios de camundongos Ames Dwarf e

normais.

Classe Foliculo Normais Ames dwarf P
Primordial 1744(+£138) 7448(x840) 0,002*
Primario 4452(+223) 2620(x460) 0,026*
Secundario 1468(x74) 560(+146) 0,005*
Terciério 360(x21) 272(x11) 0,019*
Totais 8024(+167) 10900(£244) 0,11

Dados séo apresentados como média + erro padrdo da média
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Figura 1. NOmero de macrofagos em ovarios de camundongos
Ames dwarf (df/df) e normais (N).

Nenhum registro de quantificagcéo folicular ovariana em animais df/df com 6
meses de idade foi encontrado na literatura, indicando que este dado é inédito.
Observamos que camundongos Ames dwarf apresentam uma preservacao maior
da reserva ovariana, dado a maior presenca de foliculos primordiais quando
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comparados a animais normais (Tabela 1), bem como menor infiltracdo de
macréfagos (Figura 1).

O menor envelhecimento ovariano dos camundongos df/df pode explicar a
presenca reduzida de macrofagos, pois ha uma tendéncia desses se localizarem
em tecidos ovarianos maduros, acredita-se que os mesmos podem desempenhar
um papel funcional na vasculatura litea, muito possivelmente por meio da
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas (TURNER et al., 2011).

Outros estudos ja demonstraram que animais df/df de 12 e 18 meses,
possuiam uma reserva maior de foliculos primordiais do que animais normais de
mesma idade, mostrando que esses foliculos estdo retidos nessa fase e que a
auséncia de GH esta envolvida na ativacdo (SACCON et al., 2016; SCHNEIDER
et al., 2017). Em contrapartida, animais que superexpressam GH, aos 12 meses,
possuiam uma menor reserva ovariana quando comparados ao grupo controle,
afirmando, assim, a relagcdo desse hormonio com a fungao reprodutiva (SACCON
et al., 2016). Similarmente aos animais df/df, camundongos com delecao para o
receptor de GH (GHRKO) apresentam uma maior preservacdo do estoque
germinativo se comparados aos normais, Slot et. al, 2006, verificaram que o
tratamento desses animais GHRKO com IGF-I durante 14 dias resultou numa
reducdo significativa do numero de foliculos primordiais, afirmando assim, a
relacdo positiva do eixo GH/IGF1 na adequada funcdo reprodutiva ovariana
(SLOT et al., 2006). Nossos resultados indicam que o eixo GH/IGF-I e suas vias
de sinalizacdo desempenham um papel fundamental na vida reprodutiva feminina
e que a presenca de macréfagos no tecido ovariano, pode estar associada a uma
resposta inflamatéria e presenca de células senescentes em animais normais.
Assim, fica claro que o GH tem papel essencial na preservacdo da reserva
ovariana.

4. CONCLUSOES

Com o presente estudo foi possivel observar uma maior preservacao da
reserva ovariana nos camundongos Ames dwarf, assim como, uma menor
infiltracdo de macréfagos quando comparados aos camundongos normais. Estes
dados indicam que o eixo GH/IGF1 desempenham um papel regulatério no
processo de envelhecimento ovariano, e que a deficiéncia de GH esta relacionada
com o prolongamento da vida fértil, bem como menor perfil inflamatério. Novos
estudos sdo necessarios para compreender os mecanismos envolvidos na maior
preservacdo da reserva ovariana e menor infiltracdo macrocitaria nos ovarios
destes animais, possibilitando a criacdo de farmacos que mimetizem os efeitos
benéficos presentes nestes animais modelos de envelhecimento, que fornecam
tais vantagens na vida reprodutiva humana.
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