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1. INTRODUCAO

A mulher tem sua reserva ovariana limitada, a qual é estabelecida no inicio da
vida (SONIGO, 2018). Uma vez que os foliculos primordiais séo ativados, irdo se
desenvolver até a ovulagdo ou sofrerdo atresia (BROEKMANS, 2009). Com o
envelhecimento, h& diminuicAo da reserva ovariana, que estd associada
diretamente com a diminuicdo da fertilidade e com o come¢co da menopausa
(RICHARDSON, 2014). Contudo, intervencbes antienvelhecimento buscam
diminuir os impactos que o envelhecimento acarreta a reserva ovariana, podendo-
se citar a restricdo calorica (RC) e a utilizacdo de substancias como a rapamicina
e o resveratrol, que apresentam efeitos positivos na diminui¢do da taxa de ativacao
de foliculos primordiais e na manutencdo da reserva ovariana (GARCIA, 2019;
PISKOVATSKA, 2019).

O 17a-estradiol (17a-E2) é um enantibmero do 17B-estradiol (17b-E2) que
esta presente naturalmente em mamiferos de ambos os sexos (MANN, 2020).
Estudos mostram que em camundongos machos, o tratamento com 17a-E2
aumenta a longevidade (STOUT, 2017), a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina e diminuicdo do ganho de peso (GARRAT, 2017; GARRATT, 2018). JAem
camundongos fémeas inteiras, o tratamento com 17a-E2 parece néo ter efeitos
(MANN, 2020). Entretanto, o tratamento com 17a-E2 em camundongos fémeas
ovarioctomizadas evita as alteragcbes na adiposidade e morfologia uterina,
sugerindo que o 17a-E2 exdégeno tem efeitos semelhantes aos estrégenos
enddgenos (MANN, 2020).

Além do mais, ovarios de camundongos cultivados in vitro com estradiol ou
progesterona tiverdo reducdo da ativacdo de foliculos primordiais, elicitando os
efeitos promissores do 17a-E2 (PHILLIP, 2003). Isto provavelmente, porque
gquando os niveis de esterdides em camundongos caem drasticamente e 0s
foliculos primordiais ficam livres para o desenvolvimento (PHILLIP, 2003). Diante
do exposto anteriormente, objetivou-se avaliar o efeito do 17b-E2 e 17a-E2 no
desenvolvimento folicular de ovarios de camundongos fémeas cultivados in vitro.

2. METODOLOGIA

Camundongos C57BL/6 fémeas (n = 10) com 30 dias de idade foram
eutanasiados conforme descrito por (GARCIA, 2019). Apdés a eutanasia, foi
realizada a coleta do par de ovarios de cada animal. Os ovarios foram alocados em
4 grupos (n = 5 ovarios/grupo): controle néo cultivado (fixados diretamente apds a
coleta; CTL), controle cultivado (cultivado in vitro sem suplementacdo hormonal;


mailto:jvvisola@ufpel.edu.br
mailto:–%20bianka_zanini@hotmail.com
mailto:giuliacpereira@gmail.com

M 7@ SEMANA

W INTEGRADA XXX CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
y LUEEEIES20 2 )

CTL 1IV), cultivado com suplementacéo de 17a-E2 e cultivado com suplementacéo
de 17b-E2. Cada ovario foi cultivado em 700 uL meio MEMa (ThermoFisher)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de insulina, transferrina e selénio
(ITS) e antibiético (100 unidades/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina),
por sete dias com 5% de CO2 a 37 °C. Cada 48 h foi realizada substituicdo de 50%
do meio de cultivo (ABID, 2015). A suplementacao de 17a-E2 foi realizada a fim de
assemelhar-se as concentracfes seéricas de 17a-E2quando suplementado por via
oral in vivo (STOUT, 2017), 10 ng/mL e o 17a-E2 foi suplementado em uma
concentracao previamente relatada (30 pg/mL) (WISE, 2001)

Ao sétimo dia de cultivo, os ovérios foram desidratados em alcool e xileno e
incluidos em paraplast. Os blocos de paraplast foram entdo cortados em série com
um micrétomo. Um a cada seis cortes foi colocado em laminas histologicas. As
laminas, apds secagem em estufa a 56 °C por 24 h, foram coradas com
hematoxilina-eosina e montadas com laminulas e resina sintética (Sigma Chemical
Company®, St. Louis, MO, EUA). Os foliculos foram classificados como primordiais
quando rodeados por uma Unica camada de células planas da granulosa, como
primarios quando rodeados por uma Unica camada de células cubodides da
granulosa, como foliculo de transicdo quando rodeados por células achatadas e
cuboidais, como secundarios quando rodeados por mais de uma camada de células
cubdides da granulosa sem antro visivel (MYERS et al., 2004) e contados usando
as objetivas de 40x de um microscopio acoplado a uma camera e o software TC
Capture (Tucsen Photomics Co.). O numero de foliculos contados foi entdo
multiplicado por 6 para contabilizar as se¢des ndo analisadas (ISOLA, 2020). As
andlises estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA no software GraphPad
Prism 7.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de foliculos decresceu durante o cultivo in vitro (Figura 1),
comparado aos ovarios nao cultivados, o que ja era esperado, pois estudos
indicaram que o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos foliculos no tecido ovariano
in vitro sdo menores (KAWAMURA, 2019). Isso ocorre porque, a retirada dos
ovarios do organismo ativa o desenvolvimento dos foliculos primordiais (ABDI,
2015). A suplementacdo com 17a-E2, 17b-E2 ao cultivo in vitro afetou a quatidade
de foliculos, menos os primarios, e a % de foliculos primordiais.

Ou seja, quando 17a-E2 é administrado em camundongos machos pode
aumentar a expectativa média de vida destes, contudo podendo variar o efeito
dependendo a dose utilizada do 17a-E2. No entanto, o tratamento em fémeas nao
aumentou a longevidade (STRONG, 2016). Isto demonstra a nao efetividade em
fémeas, contudo, quando as fémeas sdo ovariectomizadas, efeitos
antienvelhecimento puderam ser evidenciados (MANN, 2020). Aléem do mais,
podemos observar neste estudo um efeito direto de 17a-E2 e 17b-E2 nos ovarios
qgquando separados dos efeitos no organismo inteiro. Podendo sugerir que a
presenca dos ovarios de alguma forma afeta o efeito do 17a-E2. Eventualmente,
por os mecanismos pelos quais o 17a-E2 atua ndo serem completamente
elucidados.
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Figura 1 - Quantificacdo das estruturas foliculares conforme o estagio de
desenvolvimento de ovarios de camundongos fémeas cultivados in vitro durante 7
dias, suplementados com 17a-E2, 17b-E2 ou sem suplementacao (IV CTL). CTL:
Controle, ovarios nao cultivados in vitro.

4., CONCLUSOES

Nas condi¢cbes do presente estudo, a suplementagéo in vitro com 17b-E2 ou
17a-E2 né&o afetaram reserva ovariana, visto que, a ativacao de foliculos primordiais
in vitro foi semelhante entre os grupos tratados e o grupo controle.
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