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1. INTRODUCAO

O hormonio do crescimento (GH) desempenha importante papel no processo
de envelhecimento juntamente com o fator de crescimento semelhante a insulina |
(IGF-I) (BARTKE, 2011). Os camundongos Ames Dwarf apresentam deficiéncia na
secrecdo de GH circulante (BROWN-BORG et al., 1996) devido uma mutacdo no
gene Prop — 1 (Prophet of Pituitary Factor-1). Curiosamente, eles vivem cerca de
40% a 75% mais que os camundongos de linhagem normal (BROWN-BORG et al.,
1996) além de demonstrarem uma maior resisténcia ao estresse oxidativo (BARTKE
et al., 2013).

Observou-se que a deficiéncia de GH/IGF-I est4 relacionada como prevencéao
para algumas doencas ligadas ao envelhecimento (JUNNILA et al.,, 2013). O
envelhecimento é um redutor da fertilidade em razdo da reducdo da reserva de
oocitos ovarianos (VELDE et al., 1998) que em camundongos resultam em um
estado de infertilidade natural ao meio de sua vida cronolégica a medida que essas
reservas se esgotam (GOSDEN, et al., 1983; PEREZ et al., 2007).

A degradacdo qualitativa dos odcitos implica em uma extrema redugdo da
qualidade da fertilidade, eventos estes, que podem dispor de uma divisao irregular
de cromossomos e reducdo da qualidade mitocondrial, 0 que inclui o acumulo de
mutacBes no DNA e baixa producdo de ATP, bem como, a elevacdo do estresse
oxidativo e a reducéo dos niveis antioxidantes (NELSON et al., 2013; MELDRUM et
al., 2016; WILDING, 2015).

O dano no DNA pode ser problematico para as células que se dividem
lentamente, pois ha uma tendéncia para a lesdo nédo reparada se aglomerar com o
passar do tempo. Em contrapartida, quando ha uma acelerada replicacao celular, o
dano de DNA ndo compensado, que ndo mata a célula e bloqueia a replicacéo, vai
ter a tendéncia de causar falhas de replicacdo (BEST, 2009), e consequentemente
poderd ocasionar mutagénese grave, 0 que possivelmente, pode acarretar no
desenvolvimento de cancer (PANIER e BOULTON, 2014).

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar danos no DNA de odcitos e
células da granulosa de camundongos Ames Dwarf através da marcacdo da
proteina H2ax além de, quantificar as células da granulosa.

2. METODOLOGIA

Os ovarios foram cedidos pela Universidade Central da Flérida, Orlando, USA.
Foram utilizados 10 animais divididos em dois grupos: camundongos normais (n=>5)
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e Ames Dwarf (n=5) todos fémeas, criados e mantidos sob condi¢cfes adequadas de
temperatura e luz (22 = 2°C, 12 horas luz/12 horas escuro) (MASTERNAK et al.,
2004). As fémeas foram eutanasiadas aos 6 meses de idade e o par de ovarios
removido e armazenado em solucédo formol tamponado a 10%. Apés, passaram pelo
processo de parafina e foram seccionados para a montagem de laminas histologicas
as quais foram coradas com Hematoxilina-eosina (HE). As imagens dos cortes foram
capturadas por uma camera digital Moticam 5.0 (Motic®, Hong Kong, China)
acoplada a um microscépio Nikon Eclipse E200 (Nikon Corporation, Japan),
utilizando objetivas de 10 e 40X. Para o método de imunofluorescéncia foi utilizado o
anticorpo policlonal marcador de dano ao DNA anti-H2A.X (fosfo S139) diluido de
acordo com a padronizacdo e o protocolo foi ajustado (SACCON et al., 2016;
SCHNEIDER et al., 2014). A quantificacdo de dano de DNA foi realizada através da
contagem de pontos fluorescentes no ndcleo e para verificagdo das analises
estatisticas o programa Graph Pad Prism 7 foi utilizado, assumindo um nivel de
significancia de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram um menor niumero de focos de H2AX
em o0d0citos e células da granulosa em camundongos Ames dwarf, tanto em foliculos
primordiais como primarios (Tabela 1). Além disso, os camundongos Ames dwarf
tinham menos células da granulosa em torno de odcitos de foliculos primordiais e
primarios (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de focos de danos no DNA (h2Ax) em odcitos e células da
granulosa e numero de células da granulosa de foliculos primordiais e primarios em
camundongos normais (n=5) e Ames Dwarf (n=5) com 6 meses de idade. Pelotas,

2018.

Normais Ames Dwarf p value
Numero de focos de h2Ax em od6citos
(n=20)
Foliculos primordiais 5 (x0.4) 2.3 (x0.3) <0.0001
Foliculos primarios 9.1 (x1.3) 3.8 (x0.4) 0.0004
Numero de focos de h2Ax em células
da granulosa (n=20)
Foliculos primordiais 4.5 (x0.6) 2.3 (x3.5) 0.004
Foliculos priméarios 7.4 (x0.8) 3.6 (£0.5) 0.0006
Numero de células da granulosa (n=20)
Foliculos primordiais 8 (£0.4) 5.3 (£0.5) 0.003
Foliculos primarios 17.9 (x2.7) 12.3 (x0.7) 0.02

Dados séo apresentados como média + erro padrdo da média

Nosso estudo encontrou reducdo dos focos de H2AX nos ovarios de
camundongos df/df. Isto indica uma menor ocorréncia de dano no DNA no ovario
destes animais. Foi demonstrado que a mutagdao no gene propl em camundongos
df/df causa atraso no envelhecimento ovariano (SCHNEIDER et al.,, 2014). Um
estudo demonstrou uma atividade diminuida nos niveis da enzima catalase (CAT)
em camundongos df/df que receberam GH exdgeno em comparagdo aos
camundongos df/df que receberam solucao salina (BROWN-BORG e RAKOCZY,
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2003). Similarmente, camundongos df/df submetidos a dano oxidativo mostraram
capacidade de resistir ao estresse elevada quando comparados aos camundongos
normais (SHARMA et al., 2010). Evidentemente, os animais deficientes em GH
apresentam uma maior resisténcia para o estresse, melhor sinalizagao de insulina e
inflamacé&o reduzida, o que contribui para o retardo do envelhecimento (BARTKE et
al., 2013).

No presente estudo também foi observado um menor numero de células da
granulosa em torno de odcitos de camundongos df/df. O numero de células de
granulosa esta relacionado com uma maior nutricdo e tamanho do odcito e
consequentemente maior ativacao dos foliculos primoridias (GOUGEON e CHAINY,
1987). Nosso estudo mostra que estes foliculos primordiais e primarios de
camundongos df/df apresentam menor numero de células da granulosa,
corroborando com outros estudos de nosso grupo que mostra que camundongos
df/df apresentam uma maior reserva ovariana (SCHNEIDER et al., 2017 e SACCON
et al., 2016), sugerindo que o numero de células pode contribuir na preservacao da
reserva ovariana.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o GH esta altamente relacionado com um maior estresse
oxidativo que por sua vez, implica em uma maior quebra de fita dupla e
consequentemente gera mais danos ao DNA, tendo em vista que, os camundongos
df/df apresentam maior resisténcia ao estresse e um menor nimero de danos.
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