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Resumo

SACCON, Tatiana Dandolini. O papel do horménio do crescimento na reserva
ovariana em camundongos modelo de restricdo caldrica. 2016. Dissertacao
(Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pos-Graduacao em Nutricdo
e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2016.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o namero de foliculos primordiais,
primarios, secundarios e terciarios, bem como o didmetro de nucleo, odcito e
foliculo, e os niveis das proteinas Forkhead Box O3a (FOXO3a) e Forkhead Box
O3a Fosforilada (p-FOXO3a) em ovarios de animais Ames Dwarf (df/df), com
deficiéncia na secre¢cédo de hormonio do crescimento (GH), com e sem tratamento
de GH exdégeno e animais que superexpressam o GH enddgeno (bGH). Os
grupos que receberam GH exogeno foram submetidos a um tratamento com o
horménio suino por injecdo via subcutanea, dado duas vezes ao dia, comecando
na idade de quatorze meses, durante seis semanas. ApOs a eutanasia 0s ovarios
foram retirados. Foi realizada analise histologica para contagem de foliculos
ovarianos e didmetros odcitarios, nucleares e foliculares e andlise de
imunohistoquimica para avaliar a presenca de proteinas FOX03a e p-FOXO3a.
Os grupos de animais df/df apresentaram uma quantidade de foliculos
primordiais, em transicdo e totais maiores que 0s animais normais (p<0,0001,
p=0,0002 e p<0,0001, respectivamente). Os grupos que receberam o tratamento
com GH apresentaram menor quantidade de foliculos primordiais e totais
(p=0,009 e p=0,018, respectivamente). O grupo de animais bGH apresentou uma
guantidade de foliculos primordiais, em transicdo, primarios e totais menores que
0 grupo controle (p=0,0001, p=0,0037, p=0,0006 e p=0,0009, respectivamente).
Na imunohistoquimica foi observado que em foliculos primordiais dos grupos de
animais normais a quantidade de proteinas FOXO3a e p-FOXO3a foi menor
comparado aos grupos de animais df/df (p=0,009 e p=0,01, respectivamente). Os
grupos com tratamento com GH apresentaram uma quantidade de proteina
FOX0O3a menor (p=0,03) e p-FOXO3a maior (p=0,01), em foliculos primordiais,
comparado com seus grupos controles. O grupo de animais bGH apresentou em
foliculos primarios uma maior quantidade de p-FOXO3a comparada ao grupo
controle (p=0,006). Os animais df/df apresentam uma maior reserva ovariana € o
tratamento com GH na vida adulta foi capaz de ativar a reserva tanto em animais
normais quanto em df/df. O contrario foi observado em animais bGH, que
apresentaram uma reserva ovariana menor que animais normais. Ainda, a
presenca de p-FOXO3a parece estar diretamente relacionada a ativacdo do
crescimento folicular e estar sobre o controle do GH.

Palavras-Chave: hormoénio do crescimento; reserva ovariana; restricao calorica;
envelhecimento



Abstract

SACCON, Tatiana Dandolini. The role of growth hormone in the size of the ovarian
reserve in a mice model of caloric restriction. 2016. Dissertation (Master Degree in
Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pos-Graduacao em Nutricdo e Alimentos,
Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

The objective of this study was to evaluate the number of primordial, primary,
secondary and tertiary follicles, as well as the diameter of the nucleus, oocyte and
follicle, and the levels of proteins Forkhead Box O3a (FOXO3a) Forkhead Box
O3A phosphorylated (p-FOXO3a) in ovaries of Ames Dwarf mice (df/df), with
deficient secretion of endogenous growth hormone (GH), receiving or not
treatment with exogenous GH; and mice that over express the endogenous GH
(bGH). The groups that received exogenous GH were subjected to a treatment
with the hormone by subcutaneous injection, given twice a day, starting at the age
of fourteen months, during six weeks. After the euthanasia ovaries were removed.
Histological analysis was performed to count ovarian follicles and oocyte, nuclear
and follicular diameters, and immunohistochemical analysis to evaluate the
presence of proteins FOXO3a and p-FOXO3a. The groups of df/df mice had
higher number of primordial, in transition and total follicles than normal mice
(p<0.0001, p=0.0002 and p<0.0001, respectively). The groups that received the
treatment with GH had lower numbers of primordial and total follicles (p=0.009 and
p=0.018, respectively). The group of bGH mice had lower numbers of of
primordial, in transition, primary and total follicles than the control group
(p=0.0001, p=0.0037, p=0.0006 and p=0.0009, respectively). In the
immunohistochemistry was observed that in the primordial follicles of normal
groups animals the quantity of proteins FOXO3a and p-FOXO3a was lower
compared to groups of df/df mice (p=0.009 and p=0.01, respectively). The groups
treated with GH had lower quantity of protein FOXO3a (p=0.03) and higher
quantity of FOXO3a (p=0.01), in primordial follicles, compared with their control
groups. The group of bGH mice presented a higher quantity of p-FOXO3a in
primary follicles compared to control group (p=0.006). df/df mice had a larger
ovarian primordial follicle reserve than normal mice and the treatment with GH in
adult life was able to activate reserve both normal and df/df animals. The opposite
was observed in bGH, which presented a smaller ovarian reserve. In addition, the
presence of the p-FOXO3a seems to be direct related to activation of primordial
follicle growth and under the control of GH.

Key-words: growth hormone; ovarian reserve; caloric restriction; aging
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1 Revisao da Literatura

O termo “reserva ovariana” refere-se ao potencial funcional do ovario e
reflete 0 nUmero e qualidade dos odcitos (RICHARDSON et al., 2014). A reserva
ovariana é constituida por foliculos primordiais, que sédo foliculos em estado de
dorméncia, juntamente com foliculos ja recrutados, que estdo nas fases de
desenvolvimento pré-antrais (primarios e secundarios) e antrais (terciarios) (ZOU
et al., 2009). A reserva de foliculos ovarianos primordiais é estabelecida durante o
desenvolvimento embrionario na maioria dos mamiferos, inclusive nos seres
humanos, ou logo apds o nascimento, que é o caso dos roedores. Esta reserva
finita de foliculos primordiais constitui a totalidade de odcitos que esta disponivel
para uma fémea durante sua vida reprodutiva, pois as células germinativas nao
podem se proliferar. Portanto, o tempo de vida reprodutiva de uma fémea
depende do tamanho inicial da reserva de foliculos ovarianos primordiais e a taxa
de esgotamento presente no ovario (FORTUNE et al., 2013). Com a diminuicdo
gradual do numero de foliculos com a idade, uma sequéncia de eventos
reprodutivos ocorre, comegando com baixa fecundidade e esterilidade natural e
progredindo atraveés de irregularidades no ciclo menstrual até uma cessacao

completa da menstruacdo na menopausa (RICHARDSON et al., 2014).

Um foliculo primordial é definido como um oécito rodeado por uma camada
de células da granulosa achatadas (LI et al., 2015). Estes foliculos permanecem
em estado de dorméncia por um tempo prolongado até que sao ativados e
comecam a crescer, culminando com a ovulacdo ou atresia em algum momento
do ciclo de crescimento. Um foliculo primordial ativado n&o retorna a reserva
(BAKER, 1963). O foliculo primordial ativado se torna um foliculo primario, que é
aquele que contem um odcito rodeado por uma Unica camada de células da
granulosa cuboides no lugar das achatadas. Um foliculo é determinado como
sendo um foliculo secundario se for rodeado por mais do que uma camada de
células da granulosa cuboides, sem antro visivel. Um foliculo é determinado como
sendo um de foliculos antral ou terciario se possuir um espaco antral claramente
definido e preenchido por liquido folicular e uma camada de células da granulosa
de cumulus em torno do odcito. (LI et al., 2015). Podemos observar as

caracteristicas de cada foliculo na Figura 1.



Figura 1. Imagem histoldgica de foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento. (A) Foliculo primordial; (B) Foliculo primario; (C) foliculo

secundério; (D) foliculo antral ou terciario.

O hormoénio do crescimento (GH) € um horménio anabdlico com efeitos
pleiotropicos sobre o crescimento, a diferenciacdo e o metabolismo das células
(MAHRAN et al., 2015). O GH é liberado pela hipéfise sob controle hipotalamico.
Embora os receptores de GH sejam encontrados em todo o corpo, a maioria dos
efeitos de GH sdo mediadas pelo fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1 (IGF-I), um horménio produzido, principalmente no figado, mas também em
varios outros 6rgdos que sdo alvos do GH (ROCHA et al.,, 2007). Porém na
maioria dos érgao que nao o figado o IGF-I é produzido de maneira independente
do controle do GH (SCHNEIDER et al., 2014). Horménios do eixo somatotrépico
desempenham func¢des reguladoras na reproducgéo. Além disso, o eixo GH/IGF-I
aumenta a sensibilidade de ovéarios para gonadotropinas e, assim, aumenta a

estimulacao e o desenvolvimento folicular (MAHRAN et al., 2015).

A auséncia de acdo de GH, seja através da falta de sua secrecdo
hipotalamica ou pela auséncia de seus receptores nos diferentes tecidos do
corpo, resulta em um fendtipo de reduzido tamanho corporal adulto (ando ou

dwarf do inglés) com longevidade prolongada em roedores. Uma linhagem de



camundongos muito estudada e que sao conhecidos por apresentar alteracbes no
eixo somatotropico é o Ames dwarf (df/df) (ROCHA et al., 2007). Camundongos
df/df foram inicialmente descritos na literatura por Schaible e Gowen em 1961
(SCHAIBLE; GOWEN, 1961). Sornson e colaboradores em 1996 mostraram que o
fendtipo destes animais é devido a uma mutacao recessiva espontanea no gene
profeta da pituitaria 1 (Prop-1) (SORNSON et al., 1996). Camundongos
homozigotos com esta mutacdo desenvolvem anormalidades em sua glandula
pituitaria, que carece de trés tipos de células: somatotropicas, lactotréficas e
tireotroficas. Consequentemente, estes animais df/df possuem niveis plasméticos
indetectaveis destes hormoénio que seriam produzidos por essas células, isto €,
GH, prolactina e horménio estimulador da tiredide, respectivamente (ZHOU, R.;
YU; GE, 2015). Esses camundongos por possuirem esta deficiéncia de secrecéo
do GH possuem niveis circulantes de IGF-I e insulina muito baixos, tem tamanho
corporal diminuido e vivem em torno de 30-50% mais do que animais normais
(AHMED; FARQUHARSON, 2010). Em contrapartida, camundongos transgénicos
gue superexpressam o GH (bGH) foram produzidos para estudar os efeitos do GH
(SELDEN et al., 1986), e possuem niveis plasméticos elevados de GH, resultando
no aumento de IGF-I no plasma sanguineo (MATHEWS et al., 1988), crescimento
somatico acelerado e peso corporal aumentado comparado a animais normais.
De maneira interessante o tempo de vida desses animais € drasticamente
reduzido em cerca de 50% (BARTKE, 2003). Isto indica que o GH/IGF-I tem papel

central no crescimento corporal e longevidade.

A restricdo calérica (RC) é um regime alimentar em que um organismo é
submetido a reducéo da ingestdo de alimentos sem que haja desnutricdo e tem
sido praticada como um método para aumentar a longevidade e a qualidade de
vida a mais de 500 anos (SPEAKMAN; MITCHELL, 2011). Muitas caracteristicas
fenotipicas de animais sujeitos a RC sdo compartilhados pelos animais com a
repressado da atividade do eixo GH/IGF-I, animais df/df e Knockout (nocauteados)
para o receptor de GH (GHRKO), que sao animais produzidos como um resultado
da eliminacdo do gene para o receptor de GH e de proteinas de ligacdo a GH
(ZHOU, Y. et al., 1997). Ou seja, reducédo do peso corporal, reducéo do GH e dos
niveis de IGF-I, diminuicdo dos niveis plasmaticos de insulina e glicose, reducao
da fertilidade e puberdade atrasada. Com base nestas semelhangas, € possivel
que RC e a reducdao do eixo GH/IGF-I podem aumentar o tempo de vida por meio
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de processos semelhantes (PANICI et al.,, 2010). McKee Alderman et al
verificaram, através de uma revisdo sistematica, que o0s animais df/df, por
possuirem as mesmas caracteristicas de animais submetidos a RC, € o melhor
modelo animal para estudar todos os efeitos da RC, incluindo os efeitos na
fertilidade (MCKEE ALDERMAN et al., 2010). De fato camundongos df/df
submetidos a RC tem apenas um pequeno aumento na expectativa de vida
(ARGENTINO et al.,, 2005), enquanto que camundongos GHRKO nédo tem
nenhum beneficio da RC, indicando a sobreposicdo dos mecanismos de agao
(BONKOWSKI et al., 2006).

Além disso, mais recentemente tem sido proposto que os efeitos da
auséncia de sinalizacdo do GH sdo dependentes do momento da vida em que isto
ocorre. Um estudo comprovou que o tratamento transitério com GH exdgeno no
inicio da vida pode reduzir a longevidade e diminuir a resisténcia ao estresse
celular em animais df/df. Injecdes diarias de GH em camundongos df/df, entre a
segunda e a oitava semana de vida, reduziu a longevidade destes animais, ndo
sendo possivel diferenciar dos animais normais (PANICI et al., 2010). Outro
estudo avaliou o efeito do tratamento de GH em animais submetidos a RC e
verificaram que os efeitos positivos da RC foram revertidos pelo tratamento
hormonal (GESING et al., 2014). Desta maneira fica claro que mais estudo sao
necessarios para entender os efeitos do momento do tratamento assim como de

reversao dos efeitos benéficos de maneira mais tardia na vida do animal.

Sabe-se pelos estudos de reproducdo que o eixo funcional GH/IGF-I é
importante para a funcdo normal do ovéario, como mencionado anteriormente
(MAHRAN et al., 2015). Apesar das fémeas df/df serem inférteis, elas possuem
ciclos hormonais normais e sao capazes de ovular (CHANDRASHEKAR;
ZACZEK; BARTKE, 2004). A infertilidade é resultado da incapacidade de manter
a gestacdo e a gravidez normal pode ser obtida apés tratamento com prolactina,
com uma média de 2,6 filhotes vivos por gestacdo (BARTKE, 1966).
Camundongos GHRKO e animais submetidos a RC, no entanto, sdo capazes de
se reproduzir naturalmente, apesar de um numero de filhotes reduzido,
principalmente devido a uma redugdo do numero de foliculos antrais e,

consequentemente, da taxa de ovulacéo (LI et al., 2011; MAHRAN et al., 2015).
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Slot El 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 com IGF-1 durante 14 dias resultou
numa reducdo significativa do numero de foliculos primordiais por ovéario para
niveis semelhantes aos observados em normais, mostrando que o processo de
ativacdo dos foliculos primordiais foi acelerado (SLOT et al., 2006). Em estudo
realizado por Li et al. (2011), animais submetidos a RC apresentaram 37% mais
foliculos primordiais que os animais do grupo controle (LI et al., 2011). Xiang et al
(2012), também relacionaram os efeitos da RC na preservacdo ovariana, e
observaram que camundongos submetidos a RC apresentaram 47% mais
foliculos primordiais que camundongos submetidos a uma dieta controle,
mostrando que a RC € benéfica para a preservacdo ovariana (XIANG et al.,
2012). Ja os animais bGH apresentam puberdade adiantada e vida reprodutiva
reduzida (BARTKE et al., 1988).

O Fator de Transcricdo Forkhead Box da classe O3a (FOXO3a) é o fator de
transcricdo mais importante da via de sinalizacdo do IGF-I e insulina (DONG et
al., 2008). A FOX03a € uma subfamilia dos fatores de transcricdo FOXO, que tem
por caracteristica possuir um dominio especifico que se liga ao &cido
desoxirribonucleico (DNA) (GENIN et al., 2014). Em mamiferos, esta subfamilia,
FOXO3a, estd envolvida em uma grande variedade de importantes processos
celulares que regulam o a resisténcia ao estresse oxidativo, o metabolismo, o
controle do ciclo celular e apoptose, reparacdo de DNA, ativando a expressao de
genes alvos da FOXO3a. No entanto, seu papel na longevidade ainda permanece
incerto (OELLERICH; POTENTE, 2012; WEBB; BRUNET, 2014). Os fatores de
crescimento (IGF-1 ou insulina) desencadeiam uma via intracelular mediada por
Phosphoinositide 3-Kinase (Pi3k) e protein kinase B (Aktl), permitindo a
fosforilagcdo da FOXO3a, em trés residuos conservados, pela AKT. A fosforilagdo
mediada por Aktl leva a exclusdo nuclear da FOXO3a, e por sua vez, a
supressdo da transcricdo de genes dependentes da FOXO (MURPHY et al.,
2003). Na auséncia de sinalizagdo de fatores de crescimento, a FOXO3a desloca-
se para o nucleo e ativa a expressao de genes dependentes (WEBB; BRUNET,

2014), como podemos observar na Figura 2.
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Figura 2. Regulacao do fator de transcricdo FOXO pela via PI3K-AKT.

Fonte: (OELLERICH; POTENTE, 2012)

Nos foliculos ovarianos, quando a FOXO3a é fosforilada, sai do nucleo e vai
para o citoplasma do odcito, sendo que a FOXO3a nédo fosforilada (presente no
ndcleo) é crucial para a manutencao de foliculos primordiais em fase quiescente
(CASTRILLON et al., 2003). A hiperativacao desta via resulta na hiperfosfolilacao
de FOXO3a, acarretando na multipla ativacdo de foliculos primordiais, levando ao
esgotamento prematuro da reserva ovariana (KALICH-PHILOSOPH et al., 2013).
Schneider et al. observaram em estudo com animais df/df uma menor expressao
de FOXO3a nos ovérios de camundongos mais velhos de ambos 0s gendétipos
(normal e df/df) e isso estava associado a uma atividade ovariana reduzida.
Também foi observado que as fémeas df/df ttm um nivel mais baixo de FOXO3
fosforilada em odcitos de foliculos primordiais e primarios (SCHNEIDER et al.,
2014).
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2 Introducao

Animais que possuem deficiéncia na secre¢do de hormonio do crescimento
(GH) tem niveis circulantes muito baixos de fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1) e vivem em torno de 30-50% mais do que animais normais
(AHMED; FARQUHARSON, 2010; ZHOU, R. et al., 2015). Camundongos Ames
Dwarf (df/df) carreiam uma mutacdo no gene profeta da pituitaria 1 (Prop-1) que
impede o desenvolvimento da glandula pituitaria anterior, resultando em
deficiéncia na secrecdo de GH (SORNSON et al., 1996). Os efeitos da auséncia
de sinalizacdo do GH s&o dependentes do momento da vida em que isto ocorre.
O tratamento transitério com GH exdgeno no inicio da vida pode reduzir a
longevidade e diminuir a resisténcia ao estresse celular em animais df/df (PANICI
et al., 2010). 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 namero reduzido de foliculos, a qualidade dos
oocitos restantes nas fémeas geralmente diminui com o avancar da idade
(RICHARDSON et al., 2014). Neste sentido, o eixo funcional GH/IGF-I é
importante para a normal funcdo do ovario (MAHRAN et al., 2015). O tempo de
vida reprodutiva camundongos df/df é prolongada, indicado pela presenca de
atividade ovariana em uma idade avancada, quando os camundongos normais ja
esgotaram as reservas ovarianas foliculares. Esta condicdo parece ocorrer devido
a reducédo da progressdo de foliculos do primordial para o estagio primario em
camundongos df/df (SCHNEIDER et al., 2014). J4 o tempo de vida reprodutiva de
animais bGH é reduzida, indicada pela puberdade adiantada e a taxa de ovulacéo
aumentada (NAAR et al., 1991).

A ativacao da via do fator de transcricdo ForkheadBox O3a (FOXO3a) &
essencial para a iniciacdo do crescimento da reserva ovariana de foliculo
primordial. Hiperfosforilagdo de FOXO3a resulta na sua exportagdo nuclear,
culminando com a ativacdo global de foliculos primordiais e faléncia ovariana
prematura (KALICH-PHILOSOPH et al., 2013). A ativacdo da via FOXO3a é
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promovida por fatores de crescimento (insulina e IGF-I) e a reducdo da
sinalizacdo desta via parece estar envolvido na longevidade prolongada
observada camundongos df/df (MURPHY et al., 2003) .

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o numero de foliculos
primordiais, primarios, secundarios e terciarios, bem como o didmetro de ndcleo,
oocito e foliculo, e os niveis das proteinas FOXO3a e p-FOXO3a em ovarios de
animais df/df, com deficiéncia no GH endbégeno, com e sem tratamento de GH

exdgeno e animais bGH, que superexpressam o GH enddgeno.
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3 Metodologia

Os animais, todos fémeas, foram divididos em seis grupos, Ames Dwarf sem
tratamento de GH (df/df sem GH, n=6), Ames Dwarf com tratamento de GH (df/df
com GH, n=6), animais normais sem tratamento de GH (N sem GH, n=6) e
normais com tratamento de GH (N com GH, n=6), 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 animais foram anestesiados e eutanasiados ap0s jejum de 12 horas.
Os ovarios foram coletados e colocados em formol tamponado 10%. Durante o
experimento os animais foram mantidos em estantes ventiladas, sob temperatura
(22+2°C) e umidade (40-60%) controladas. Os ovarios foram enviados dos
Estados Unidos da América (EUA) em solucdo formol 10% e todos os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade de Southern Illinois, IL, EUA.

Os grupos df/df com GH (n=6) e N com GH (n=6) foram submetidos a um
tratamento com GH suino por injecao via subcutanea (0,4 pg/g de peso corporal
por dia), dado 2 vezes ao dia, comecando na idade de 14 meses, durante 6
semanas. Os grupos df/df sem GH (n=6) e N sem GH (n=6), tratados com solucéo
salina 2 vezes ao dia, foram usados como controles. Apos 6 semanas de
tratamento, os animais foram mantidos normalmente até os 18 meses de idade e
assim, foram eutanasiados (SADAGURSKI et al., 2015).

Os ovarios foram retirados do formol tamponado 10%, desidratados em
alcool, clareados em xilol e incluidos em Paraplast Plus® (Sigma Chemical
Company®, St. Louis, MO, USA). Os ovarios ja incluidos em Paraplast Plus®
foram sequencialmente cortados a 5um no micrétomo automatico Leica modelo
RM2245 (Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne, UK). Foram
selecionados 1 a cada 6 cortes e colocados em laminas histolégicas padréo.
Cortes intermediarios foram separados para posterior analise de
imunohistoquimica, usando laminas silanadas em etanol com organosilano 3%
(Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, USA). Todo o ovario foi cortado e
utilizado. As laminas, apds secagem na estufa a 56°C por 24 horas, foram

coradas por hematoxilina-eosina e montadas com laminulas e resina sintética

16


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p3683
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p3683

(Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, EUA). As imagens dos cortes
ovarianos 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. Os foliculos quantificados foram aqueles
que apresentaram nucleo dos odcitos claramente visivel e a quantidade foi
multiplicada seis vezes. A quantidade final de foliculos foi multiplicada duas

vezes, mimetizando a quantidade de foliculos dos dois ovarios.

Foi classificado como foliculo primordial aquele que o odcito é rodeado por
uma camada de células da granulosa achatadas. O foliculo em transicado foi
classificado como aquele que continha ao menos uma célula da granulosa
cuboide. O foliculo primario foi classificado como aquele que contem um od0cito
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).

Para as andlises de imunohistoquimica, as amostras foram desparafinizadas
com xilol e reidratadas em uma grade de alcodis. Os anticorpos policlonais
primarios utilizados foram: anti FOXO3a fosforilada (p-FOXO03a) [p-FKHRL1
anticorpo; Ser 253, sc-101683-rabbit (IgG)] e anti-FOXO3a [FKHRL1 anticorpo;
N16, sc-101683-goat (IgG)], ambos diluidos a 1:50. Os anticorpos primarios foram
obtidos da Santa Cruz Biotecnologia (Santa Cruz, CA, USA) e diluidos em
solucéo BSA 1,5%. O bloqueio da atividade de peroxidase enddgena foi realizado
pela solugcdo Hydrogen Peroxidase Block (Spring Bioscience, Pleasanton, CA,
USA). A recuperacgdo antigénica foi realizada em ambiente imido apéds ferver por
3 minutos em solucéo de citrato pH 6.0. O bloqueio das reacdes inespecificas foi
realizado utilizando a solucao Protein Block (Spring Bioscience, Pleasanton, CA,
USA). Em seguida, as laminas foram incubadas durante a noite numa camara
umida a 4°C. As laminas com anticorpo para p-FOXO3a e FOXO3a foram
instiladas com anticorpos secundarios Kit Reveal Polyvalente HRP® (Primavera
Bioscience, Pleasanton, CA, EUA) e Dako LSAB®2 System-HRP (DAKO
Corporation, Carpinteria, CA, EUA), respectivamente. As laminas foram incubadas

a temperatura ambiente, com 3,3 ‘diaminobenzidina (DAB-K3468, DAKO

17


http://www.dako.com/download.pdf?objectid=113714002

Corporation, Carpinteria, CA, EUA), contrastadas com solugdo Mayer's hemalum
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e montadas com laminulas e resina sintética
(Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, EUA). As imagens dos foliculos
foram capturadas por uma camera digital Moticam 5.0 (Motic®, Hong Kong,
China) acoplada a um microscépio Nikon Eclipse E200 (Nikon Corporation,
Japan), utilizando objetiva de 40X, e os foliculos foram classificados em
primordiais e primarios. Foram utilizados 18 oocitos de foliculos primordiais
(n=3/grupo) e 18 odcitos de foliculos primarios (n=3/grupo) em cada grupo
analisado.

Todas as andlises 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 diferenca entre os grupos df/df (genétipo, tratamento com
GH e interacdo gendtipo*tratamento) para analise de numero de foliculos e
intensidade imunohistoquimica para FOXO3a e p-FOXO3a. O teste de t foi
realizado para estimar a diferenca entre os grupos bGH e N para andlise de

namero de foliculos e intensidade imunohistoquimica para FOXO3a e p-FOXO3a.
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4 Resultados

O namero de foliculos primordiais, em transicao e totais do grupo N sem GH
e N com GH foi menor comparado aos grupos df/df sem e com GH (p<0,0001,
p=0,0002 e p<0,0001, respectivamente). Quando analisados separadamente, 0
grupo N com GH e df/df com GH apresentou uma quantidade de foliculos
primordiais e totais menores que seus grupos controles (p=0,009 e p=0,018,
respectivamente). A quantidade de foliculos primarios ndo apresentou diferenca
entre os grupos de tratamento e entre os gendtipos (p>0,05). O ndmero de
foliculos secundérios foi maior no grupo N sem GH comparado ao grupo df/df sem
GH (p=0,024), ndo sendo observada nenhuma outra diferenca entre 0s grupos
(p>0,05). O grupo bGH apresentou uma quantidade de foliculos primordiais, em
transicdo, primarios e totais menores que o grupo N (p=0,0001, p=0,0037,
p=0,0006 e p=0,0009, respectivamente). A quantidade de foliculos secundérios e
terciarios do grupo bGH foi maior comparada ao grupo N (p=0,0017 e p<0,0001,

respectivamente) (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Numero de foliculos ovarianos primordiais, em transi¢cdo, primarios,
secundarios, terciarios e totais de camundongos normais sem e com tratamento
de GH e Ames Dwarf (df/df) sem e com tratamento de GH. Diferentes letras

indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura 4. Numero de foliculos ovarianos primordiais, em transicdo, primarios,
secundarios, terciarios e totais de camundongos normais e transgénicos que
superexpressam GH (bGH). Diferentes letras indicam diferencas significativas
(p<0,05).
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Na imunohistoquimica foi observado que em foliculos primordiais do grupo N
sem GH e N com GH a quantidade de proteinas FOXO3a e p-FOXO3a foi menor
comparado aos grupos df/df sem e com GH (p=0,009 e p=0,01, respectivamente).
Quando analisados separadamente, o grupo N com GH e df/df com GH
apresentou uma quantidade de proteina FOXO3a menor (p=0,03) e p-FOXO3a
maior (p=0,01), em foliculos primordiais, comparado com seus grupos controles. A
quantidade de proteina FOXO3a nos foliculos primarios ndo apresentou nenhuma
diferenca entre os grupos, no entanto a proteina p-FOXO3a foi maior em foliculos
primérios do grupo df/df com GH comparado aos grupos N sem e com GH
(p=0,01 e p=0,003, respectivamente). Nos foliculos primordiais e primarios dos
animais bGH néo foi observado diferenca na quantidade de proteina FOXO3a e
também na quantidade de proteina p-FOXO3a em foliculos primordiais,
comparado a animais do grupo N (p>0,05). No entanto, em foliculos primarios
houve uma maior quantidade de p-FOXO3a comparada ao grupo N (p=0,006)
(Figuras 5, 6, 7 e 8).

Os dados para diametros do nucleo, odécito e foliculo estdo representado nas
Tabelas 1 e 2. Nenhuma diferenca foi observada em relacdo a diametros de
nacleo, oécito e foliculo de foliculos em transicdo e primarios quando
considerando o tratamento com GH (p>0,05). No entanto, os grupos N sem GH e
df/df sem GH apresentaram em foliculos primordiais didametro de odcito e foliculo
maiores que o grupo N com GH e df/df com GH (p=0,04 e p=0,03,
respectivamente) e em foliculos secundarios os grupos N sem GH e N com GH
apresentou didmetro de oolcitos maiores que os grupos df/df sem e com GH
(p=0,03), ndo sendo encontrado diferencas de diametro de nucleo e diametro
folicular para estes foliculos (p>0,05). Nos foliculos terciarios o diametro de nucleo
dos grupos N e df/df com GH foram maiores que nos grupos sem GH (p=0,0001).
Ja o diametro folicular dos terciarios nos grupos N sem e com GH foram maiores
comparado aos grupos df/df sem e com GH (p=0,001). No grupo bGH os
didmetros de nucleos dos foliculos primordiais, em transicdo e primarios foram
maiores que no grupo N (p=0,03, p=0,01 e p=0,009, respectivamente), assim
como diametro de oocito e foliculo em secundarios foi maior em bGH que no
grupo N (p=0,007 e p=0,03, respectivamente). Nos foliculos secundéarios apenas

houve diferenga entre os grupos no didametro de odcito, sendo que o tamanho foi
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menor em animais bGH (p=0,01). Nao foi encontrada diferenca nos grupos bGH e

N nos diametros de nucleo, odcito e foliculo em terciarios (p>0,05).
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Figura 5. Imunohistoquimica de FOXO3a e p-FOXO3a em oocitos de foliculos

ovarianos primordiais e primarios de camundongos normais sem e com

tratamento de GH e Ames Dwarf (df/df) sem e com tratamento de GH. Diferentes

letras indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura 6. Imunohistoquimica de FOXO3a e p-FOXO3a em odcitos de foliculos
ovarianos primordiais e primarios de camundongos normais e transgénicos que
superexpressam GH (bGH). Diferentes letras indicam diferencas significativas
(p<0,05).
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Figura 7. Imunohistoquimica de FOXO3a em odcitos de foliculos primordiais e
primarios dos grupos N sem GH (A e B), N com GH (C e D), df/df sem GH (E e
F), df/df com GH (Ge H),bGH (leJ)eN (KelL). (A, C, E, G, |, K: foliculos
primordiais; B,D,F,H,J,L: foliculos primarios)
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Figura 8. Imunohistoquimica de p-FOXO3a em odcitos de foliculos primordiais e
primérios dos grupos N sem GH ( A e B), N com GH (C e D), df/df sem GH (E e
F), df/df com GH (Ge H),bGH (leJ)e N (Kel). (A, C, E, G, |, K: foliculos
primordiais; B,D,F,H,J,L: foliculos primarios)
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Tabela 1 — Didmetros de nudcleo, odcito e foliculo de foliculos primordiais, em transicao, primarios, secundarios e terciarios de animais

Ames Dwarf e normais com e sem tratamento de GH exdgeno.

Normal Ames dwarf P value
Foliculos SemGH ComGH Sem GH Com GH Genétipo Tratamento Genot*Trat
Foliculo Primordial
Diametro do Nucleo 3,2 2,8 2,9 3,0 0,77 0,44 0,15
Diametro do Odcito 6,4 5,2 5,7 5,6 0,54 0,04* 0,07
Diametro do foliculo 9,6 7.8 8,3 8,0 0,25 0,03* 0,14
Foliculo em Transicao
Diametro do Nucleo 3,1 3,2 3,1 2,8 0,17 0,29 0,10
Diametro do Odcito 6,5 6,3 6,3 6,4 0,71 0,83 0,59
Diametro do foliculo 10,4 10,0 9,7 9,9 0,29 0,79 0,44
Foliculo Primario
Diametro do Nucleo 3,4 3.8 3,2 3,6 0,36 0,08 0,77
Diametro do Odcito 10,6 10,8 9,6 10,2 0,34 0,63 0,76
Diametro do foliculo 17,3 16,3 15,7 15,6 0,32 0,65 0,70
Foliculo Secundario
Diametro do Nucleo 6,1 5,9 4.8 6,0 0,12 0,19 0,10
Diametro do Odcito 25,7 24,4 23,3 22,9 0,03* 0,33 0,62
Diametro do foliculo 50,2 52,8 56,8 55,9 0,29 0,88 0,72
Foliculo Terciario
Diametro do Nucleo 5,4 6,3 4,1 6,6 0,21 0,0001* 0,21
Diametro do Odcito 45,6 30,2 29,8 31,0 0,40 0,42 0,35
Diametro do foliculo 150,8 170,7 129,1 132,1 0,001* 0,19 0,33

*valor p significativo
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Tabela 2 - Didmetros de nucleo, odcito e foliculo de foliculos primordiais, em
transicdo, primarios, secundarios e terciarios de animais transgénicos que

superexpressam GH (bGH) e normais.

Normal bGH P value
Foliculo Primordial
Diametro do Nucleo 2,6 3,1 0,03*
Diametro do Od6cito 5,7 5,7 0,89
Diametro do foliculo 8,6 11,4 0,40
Foliculo em Transicao
Diametro do Nucleo 2,9 3,4 0,01*
Diametro do Od6cito 6,2 6,3 0,69
Diametro do foliculo 8,9 9,4 0,21
Foliculo Primario
Diametro do Nucleo 3.3 4,1 0,009*
Diametro do Odcito 8,5 10,6 0,007*
Diametro do foliculo 14,6 16,4 0,03*
Foliculo Secundario
Diametro do Nucleo 5,8 55 0,53
Diametro do Od6cito 25,2 22,1 0,01*
Diametro do foliculo 54,8 53,8 0,85
Foliculo Terciario
Diametro do Nucleo 6.8 6,2 0,17
Diametro do Odcito 31,3 32,6 0,35
Diametro do foliculo 172,6 164,7 0,28

*valor p significativo
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5 Discusséao

Os resultados deste estudo indicam que o eixo GH/IGF-1 e suas vias de
sinalizacdo 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 ativacdo, 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 ativacido da reserva
ovariana, afirmando o papel deste horménio na vida reprodutiva.

Nenhum registro de quantificacdo folicular ovariana de animais df/df foi
encontrado na literatura, nos mostrando que este dado é inédito. Existem
evidéncias prévias da diminuicdo da reserva ovariana em animais GHRKO (SLOT
et al., 2006), o que € interessante, mas ao mesmo tempo sabemos que receptor
para GH possui varios efeitos diretos no ovario e pode ser eventualmente ativado
por outros efetores que nao apenas o GH, e que animais GHRKO possuem niveis
elevados de GH na circulacdo. O numero de foliculos primordiais, em transi¢céo e
totais foi maior em animais df/df e os animais tratados com GH apresentaram
nameros de foliculos primordiais e totais menores que seus controles. Em
contrapartida os animais bGH apresentaram uma menor quantidade de foliculos
primordiais, em transi¢do, primarios e totais e maior quantidade de secundarios e
terciarios. Sabe-se que as caracteristicas fenotipicas de animais df/df podem ser
revertidas com o tratamento de GH no inicio da vida, como a longevidade,
tamanho corporal e resisténcia ao estresse oxidativo (PANICI et al.,, 2010).
Podemos observar, que apesar do maior tamanho da reserva de foliculos
primordiais, este processo pode ser revertido na vida adulta com o tratamento de
GH, nos mostrando que os foliculos estdo sendo menos ativados pela auséncia
de GH, e que a reposicdo exdgena deste hormbnio em um periodo especifico é
capaz de normalizar este processo.

Em estudo com animais Knockout (nocauteados) 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 reducgao significativa do numero de foliculos primordiais por ovario
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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 duracao da reserva ovariana. Estes resultados sdo 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 calérica (RC) na preservacdao 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 reducdes do alteracbes 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
ativacdo 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.

A quantidade de proteina p-FOXO3a nos foliculos primordiais foi maior no
grupo de animais normais comparado aos animais df/df, assim como a proteina
FOXO3a, tendo um aumento consideravel no grupo de animais df/df. A presenca
de FOXO3a na sua forma néo fosforilada é crucial para manter os foliculos
primordiais em estado quiescente (CASTRILLON et al.,, 2003). Portanto, a alta
guantidade de FOXO3a indica que os foliculos podem estar retidos no estagio
primordial. Essa afirmacéo é reforcada pelo fato de que o tratamento com GH
reduziu a quantidade de FOXO3a em foliculos primordiais, a0 mesmo tempo que
aumentou a quantidade da sua forma fosforilada, mostrando mais uma vez que o
tratamento com GH esta levando uma maior ativacdo desses foliculos através da
ativacdo da via da FOXO3a. Esse resultado indica que animais df/df
apresentaram uma quantidade inicial de FOXO3a muito maior que animais
normais, que também resultou em um pequeno aumento da presenca de p-
FOXO03a. Em um estudo prévio com animais df/df a quantidade de p-FOXO3a em
foliculo primordiais/priméarios foi menor em animais df/df (SCHNEIDER et al.,
2014). Os animais bGH apresentaram uma quantidade de p-FOXO3a maior que
animais normais em foliculos primarios, mais uma vez mostrando que esses
animais estdo ativando mais sua reserva ovariana, e que esta € a causa tanto da
diminuicdo, quanto da reteng&o da reserva nos animais df/df.

Sabemos que o crescimento do odécito esta diretamente ligado e coordena o

crescimento e ativacdo do foliculo (HYTTEL et al., 1997). Foi observado que
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animais bGH apresentaram didmetro do odécito e nucleo aumentados. Isto pode
ser um indicio de maior atividade de transcricdo e ativacdo precoce do
crescimento folicular, conforme foi realmente observado nestes animais. E
possivel que quantidade de FOXO3a também esteja relacionada com o tamanho
do odcito e ativacdo do foliculo. Em estudo com animais knockout para FOXO3a,
foi observado que odcitos de foliculos primordiais eram maiores comparado ao
grupo controle (CASTRILLON et al., 2003) e esses animais tiveram uma deplecao
precoce da reserva ovariana. A mesma relagdo entre tamanho aumentado do
o0cito e ativagdo precoce da reserva ovariana foi observada para animais
knockout da Pten (REDDY et al., 2008). Desta maneira, podemos hipotetizar uma
relacdo entre a auséncia de GH/IGF-I circulante e a ativagdo da via da FOXO3a
pode levar a um distirbio no crescimento oocitario e ser um regulador da taxa de

ativacdo da reserva ovariana.
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6 Conclusao

Os animais df/df, apresentaram uma reserva ovariana maior que animais
normais, e o tratamento com GH na vida adulta foi capaz de ativar a reserva tanto
em animais normais quanto df/df. O contrario foi observado em animais bGH, que
apresentaram uma reserva ovariana menor que animais normais, mostrando que
estes animais estdo ativando mais sua reserva. Nosso estudo também indica que
esta regulacdo do tamanho da reserva ovariana pelo GH é diretamente
coordenado pela FOXO3a, cuja maior presenca na forma ndo fosforilada foi
observada em animais df/df, fazendo que os foliculos primordiais permanegam
quiescentes, e maior fosforilacdo em animais bGH, fazendo com que os foliculos
primordiais sejam ativados. Mais estudos sdo necessarios para entender a
relagdo do didmetro oocitario e nuclear com uma maior ativagéo dos foliculos pelo
GH/IGF-I.
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