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1. INTRODUCAO

Os camundongos com knockout do gene do receptor do horménio do
crescimento (GHRKO) sao caracterizados por uma reducdo severa na producao
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1) e redugcdo do tamanho
adulto, além de apresentarem longevidade prolongada, maior porcentagem de
gordura corporal e maior sensibilidade a insulina (MASTERNAK et al., 2012).
Muitas caracteristicas dos camundongos GHRKO sdo semelhantes as dos
animais submetidos a restricdo caldrica (RC), incluindo reducdo da massa
corporal, diminuicdo da produgcdo de IGF-I, plasticidade metabdlica robusta e
longevidade prolongada (LIST et al.,, 2011). A utilizacdo da RC poderia ser
empregada em humanos visando alcancar seus beneficios, no entanto seu
emprego em humanos parece improvavel devido a efeitos adversos. Portanto,
intervengbes farmacoldgicas que mitigam morbidades relacionadas a idade
podem revelar-se estratégias alternativas apropriadas. Estudos recentes
mostraram que o l17a-estradiol (17a-E2) prolonga a vida saudavel de
camundongos machos de maneira semelhante a RC (GARRATT et al., 2019).
17a-E2 € um estrogénio ndo feminilizante, devido a sua ativagdo minima dos
receptores classicos de estrogénio (ANSTEAD et al.,, 1997). O tratamento com
17a-E2 causa reducbes na ingestdo de energia devido a ativacdo das vias
anorexigénicas hipotalamicas, reduzindo assim a ingestdo de alimentos
(GARRATT et al., 2019).

A longevidade reprodutiva de uma fémea depende do tamanho inicial da
reserva ovariana de foliculos primordiais e da taxa de deplecédo desses foliculos
(TE VELDE et al.,, 1998). A ativacdo e o0 recrutamento continuo de foliculos
primordiais durante a vida da fémea acabam resultando em um esgotamento
completo dessa reserva (RICHARDSON et al., 2014). As fémeas GHRKO tém
uma reserva folicular primordial maior em comparacdo aos camundongos WT,
mas quando tratadas com IGF1 exdgeno, elas demonstram uma diminuicao
significativa no namero de foliculos primordiais (SLOT et al., 2006), o que
demonstra efeitos do eixo GH/IGF1 na ativagdo dos foliculos primordiais. A
preservacdo da reserva folicular primordial também €& observada em
camundongos submetidos a RC (GARCIA, et al., 2018). Como a falta de
sinalizacdo de GH e RC esta relacionada ao envelhecimento e a deplecdo da
reserva ovariana, os medicamentos que podem aumentar a longevidade também
podem diminuir a ativacéo dos foliculos primordiais. Coletivamente, estudos com
longevidade sugerem que diferentes tratamentos que prolongam a expectativa de
vida também prolongam a fertilidade por diminuirem a ativagdo dos foliculos
primordiais.

Em machos, o 17a-E2 tem efeitos semelhantes a deficiéncia de sinalizagéo do
GH e a RC (STOUT et al., 2017). Apesar disso, as fémeas parecerem menos
responsivas ao tratamento com 17a-E2 (GARRATT et al.,, 2019). Ainda assim
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podemos hipotetizar que o tratamento com 17a-E2 pode reduzir a deplecado da
reserva ovariana. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a reserva ovariana
de camundongos normais e GHRKO tratados com 17a-E2.

2. METODOLOGIA

Camundongos do tipo-selvagem (WT; n = 10) e GHRKO (n = 10) de seis
meses foram alojados individualmente a 24 + 0,5 ° C. Os animais tiveram
acesso ad libitum a comida e agua. Os animais foram divididos em grupo
controle (n= 5 WT e 5 GHRKO), que recebeu racdo comercial e grupo
tratamento (n=5 WT e 5 GHRKO), que recebeu a mesma ragao acrescida de
17a-E2 (14,4ppm). Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de
ética e uso de animais da Universidade da Fldrida Central.

Os animais foram eutanasiados e seus ovarios foram extraidos e colocados
em formaldeido a 10% para andlises histologicas. Para andlise histolégica, os
ovéarios foram removidos do formaldeido, desidratados em &lcool e xilol e
embebidos em Paraplast Plus®. Os ovarios em Paraplast Plus® foram entédo
cortados sequencialmente a 5 ym em um micrétomo. Todo o ovario foi cortado.
Uma secao a cada seis cortes foi colocada em Iaminas histolégicas. As laminas
foram coradas com hematoxilina-eosina e montadas com laminulas. Imagens
das secbes ovarianas foram capturadas por uma camera acoplada ao
microscopio, utilizando o software TC Capture com as lentes 10x e 40x. Os
foliculos contados foram multiplicados por seis, para contabilizar o método de
amostragem, e por dois, para contabilizar os dois ovarios da fémea.

Os foliculos foram classificados como primordiais quando cercados por uma
Unica camada de células da granulosa achatadas, como primarios quando
cercados por uma Unica camada de células da granulosa cuboides e como
foliculo de transicdo quando cercados por células achatadas e cuboides. Os
foliculos eram considerados secundarios quando cercados por mais de uma
camada de células da granulosa mas sem antro visivel e quando o foliculo tinha
um espaco antral claramente definido, este era classificado como foliculo terciario.

Para analise estatistica, uma ANOVA two-way foi realizada no software
GraphPad Prism 6. A analise considerou o efeito do gendtipo (GHRKO vs WT),
tratamento (E2 vs CONT) e sua interacdo. Quando a interacdo foi significativa, as
médias foram comparadas entre os grupos pelo teste post hoc de Tukey. Um
valor de P menor ou igual a 0,05 foi considerado significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de foliculos primordiais, de transicdo, primarios, secundarios,
terciarios e totais esta apresentado na Figura 1. O namero de foliculos primordiais
foi maior em camundongos GHRKO em comparagédo com outros grupos. O grupo
WT-17aE2 apresentou o maior numero de foliculos primarios em comparacéo aos
demais. Para foliculos secundarios, ndo foram observados efeitos de genotipo,
dieta ou interacdo. Para foliculos terciarios, apenas a dieta teve efeito, com mais
foliculos terciarios observados nos grupos tratados com 17aE2. Um efeito da
dieta por interacdo genotipica foi encontrado no total de foliculos, mas néo foram
encontradas diferencgas significativas entre 0os grupos.
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Figura 1 - Numero de foliculos primordiais, em transi¢do, primarios, secundarios, terciarios
e totais de camundongos do tipo selvagem (WT) e nocaute do receptor do horménio do
crescimento (GHRKO) tratados com 17a estradiol (17aE2) ou ndo (controle). * Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p <0,05)

A ativacao reduzida dos foliculos primordiais € sugerida pelo aumento do
namero de foliculos primordiais e diminuicdo do numero de foliculos primarios
nos ovarios de camundongos GHRKO (SLOT, et al 2006). O eixo GH/IGF-] é
importante para a ativacao dos foliculos primordiais para iniciar seu crescimento,
principalmente através da fosforilacdo da proteina FOXO3a (SACCON et al.,
2017).

Curiosamente, o tratamento com 17a-E2 produziu uma interacdo ente dieta
e genodtipo no numero de foliculos primordiais. 17a-E2 reduziu o numero de
foliculos primordiais nos camundongos GHRKO, porém ndo teve efeito na
ativacdo folicular primordial em camundongos WT. O tratamento com 17a-E2
produziu efeitos do tipo RC em estudos anteriores. Os camundongos tratados
com 17a-E2 sofrem reducéo do peso corporal, da massa adiposa e aumentam a
sensibilidade a insulina (GARRATT et al., 2019). Esses efeitos sdo muito
semelhantes ao fendtipo de camundongos GHRKO (LIST et al., 2011). Portanto,
especulamos que o tratamento com 17a-E2 provocaria efeitos semelhantes na
ativacdo dos foliculos primordiais ovarianos. Outros demonstraram que a RC
diminui a ativacdo dos foliculos primordiais no ovério (GARCIA et al., 2018). No
entanto, nossos dados sugerem que, embora a 17a-E2 esteja produzindo efeitos
metabdlicos semelhantes a deficiéncia de CR e GH, isso ndo se reflete no
envelhecimento mais lento do ovario, como observado em outras terapias de
extensao da vida.

4, CONCLUSOES

Concluindo, observamos que os camundongos GHRKO apresentaram menor
ativacao dos foliculos primordiais, preservando a reserva primordial. No entanto,
17a-E2 néo teve efeito na reserva ovariana de camundongos.
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