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RESUMO

Diante dos problemas causados pelo uso de quimioterapicos no tratamento contra o cancer, €
necessaria a busca por biotécnicas reprodutivas que possibilitem a manutencdo da fertilidade
feminina. A doxorrubicina (DOX) é um antineoplasico utilizados na pratica médica. Todavia,
h& evidéncias da sua capacidade em provocar prejuizos sobre o ovario, abrindo possibilidades
de estudos de plantas medicinais que, potencialmente, apresentem um efeito protetivo no
desenvolvimento folicular, tal como a Actaea racemosa L. (AR). Dessa forma, considerando
os efeitos negativos da DOX sobre a funcdo ovariana, este estudo objetivou investigar a acao
da AR como um potencial fator capaz de reduzir os danos ovarianos in vivo. Este estudo foi
aprovado pela CEUA-UFC sob numero 01/21. No experimento 1, foi avaliada a acdo do extrato
de AR (0.5, 5 e 50 mg/kg, v.0.) sobre o crescimento e sobrevivéncia de foliculos ovarianos de
camundongos fémeas tratadas por 10 dias. No experimento 2, foi avaliada a acao protetora de
AR (0.5 e 5 mg/kg) em ovérios de camundongos apés inducao de quimioterapia com DOX (10
mg/Kkg). Para isso, os camundongos foram pré-tratados com solugdo salina (controle, 0,15 M,
v.0.) ou com AR (0.5 ou 5 mg/kg, v.0.) e receberam solucéo salina (controle, 0,15 M, i.p.) ou
DOX (10 mg/kg, i.p.), em seguida foram tratados com solucéo salina (controle, 0,15 M, i.p.) ou
AR (0.5 ou 5 mg/kg, v.0) uma vez ao dia por 10 dias. As porcentagens de foliculos normais,
primordiais e em desenvolvimento foram avaliadas pelo teste qui-quadrado. Os dados de
distribuicdo das fibras colagenas e densidade celular do estroma foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacdo de Dunn. Dados foram definidos como a média
e erro padrdo da média (médiatE.P.M) e p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.
Os dados obtidos sugerem que o extrato de AR (0.5, 5 e 50 mg/kg) ndo possui efeitos toxicos
sobre os foliculos ou tecido ovariano em camundongos e contribui aumentando as taxas de
crescimento e sobreviéncia folicular in vivo. Quando administrado associado a DOX (10
mg/kg), a AR (0.5 e 5 mg/kg) foi capaz de diminuir a apoptose em células do estroma ovariano.
A AR (0.5 mg/kg) tambem foi capaz de manter a ultraestrutura de células da granulosa e oocitos
de foliculos ovarianos pré-antrais. Houve um maior padrdo de imunocoloragdo para TNF-a em
DOX (10 mg/kg), enquanto AR (0.5 mg/kg) marcou de forma moderada. Investigacdes sobre a
capacidade de produtos naturais, como os derivados de AR, em amenizar os efeitos adversos
causados pela DOX, podera contribuir para a identificacdo de uma nova abordagem terapéutica
para a preservacao da fertilidade frente aos tratamentos quimioterapicos.

Palavras-chave: Fitomedicamento. Foliculogénese. Quimioterapia. Apoptose. Ovario.



ABSTRACT

In view of the problems caused by chemotherapy drugs in the cancer treatment, its necessary to
search for reproductive biotechniques that allow the maintenance of female fertility.
Doxorubicin (DOX) is an antineoplastic agent used in medical practice. However, there is
evidence of its ability to cause damage to the ovary, opening possibilities for studies of
medicinal plants that potentially have a protective effect on follicular development, such as
Actaea racemosa L. (AR). Thus, considering the negative effects of DOX on ovarian function,
this study aimed to investigate the action of AR extract as a potential factor capable of reducing
ovarian damage in vivo. This study was approved by CEUA-UFC under number 01/21. In
experiment 1, the action of AR extract (0.5, 5 and 50 mg/kg, p.o.) on the growth and survival
of ovarian follicles from female mice treated for 10 days was evaluated. In experiment 2, the
protective action of AR (0.5 and 5 mg/kg) in mouse ovaries after induction of chemotherapy
with DOX (10 mg/kg) was evaluated. For this, the mice were pretreated with saline solution
(control, 0.15 M, p.o.) or with AR (0.5 or 5 mg/kg, p.o.) and received saline solution (control,
0.15 M, i.p.) or DOX (10 mg/kg, 1.p.), then treated with saline (control, 0.15 M, i.p.) or AR (0.5
or 5 mg/kg, p.o) once daily for 10 days. The percentages of normal, primordial and developing
follicles were evaluated using the chi-square test. Data on collagen fiber distribution and
stromal cell density were analyzed using the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn’s
comparison test. Data were defined as the mean and standard error of the mean (mean+SE) and
p < 0.05 was considered statistically significant. The obtained data suggest that the AR extract
(0.5, 5 and 50 mg/kg) has no toxic effects on follicles or ovarian tissue in mice and contributes
to increasing follicular growth and survival rates in vivo. When administered associated with
DOX (10 mg/kg), AR (0.5 and 5 mg/kg) was able to decrease apoptosis in ovarian stromal cells.
AR (0.5 mg/kg) was also able to maintain the ultrastructure of granulosa cells and oocytes from
preantral ovarian follicles. There was a greater immunostaining pattern for TNF-a in DOX (10
mg/kg), while AR (0.5 mg/kg) stained moderately. Investigations on the ability of natural
products, such as AR derivatives, to mitigate the adverse effects caused by DOX, may
contribute to the identification of a new therapeutic approach for the preservation of fertility in

the face of chemotherapy treatments.

Keywords: Phytomedicine. Folliculogenesis. Chemotherapy. Apoptosis. Ovary.
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1 INTRODUCAO

Diante do aumento dos problemas de fertilidade em mulheres, a investigacdo acerca do
aprimoramento das biotecnologias existentes ou a busca por biotécnicas alternativas esta cada
vez mais evidente (BELLVER; DONEZZ, 2019). Experimenta¢des in vivo em murinos e
humanos estdo sendo utilizadas como uma ferramenta de estudo da biologia reprodutiva e
toxicologia. No entanto, apesar da grande quantidade de informacgdes produzidas nas ultimas
décadas sobre a fisiologia ovariana e reprodutiva, o entendimento completo dos mecanismos
que controlam o desenvolvimento folicular ainda ndo foi totalmente elucidado (HSUEH et al.,
2015; SILVA et al., 2020).

A ativacdo e o crescimento folicular sdo regulados por diversos fatores intra e
extraovarianos, cComo genes, enzimas, hormonios e fatores de crescimento (YE et al., 2019). No
entanto, sua morte por apoptose pode ser ocasionada também por multiplos fatores, incluindo
regimes terapéuticos de patologias, como o cancer. E de conhecimento que os agentes
quimioterapicos rotineiramente utilizados no tratamento do cancer danificam a funcéo ovariana
e a fertilidade feminina (GRIFFITHS; WINSHIP; HUTT et al., 2020). Por exemplo, a
doxorrubicina (DOX), que é amplamente usada para o tratamento de diferentes cénceres,
incluindo sarcomas (MARUZZO et al., 2013), cancer de ovario (ARMSTRONG et al., 2021),
cancer nas tubas uterinas e peritbnio (TOKUNAGA et al.,, 2021) e tumores de mama
(KHALLAF; ROSHDY; IBRAHIM, 2020), possui efeitos deletérios sobre a fertilidade
feminina. Os efeitos adversos desse antineoplasico incluem toxicidade ovariana em humanos e
camundongos, através de danos oxidativos ao ovario e ao Utero (NIRINGIYUMUKIZA et al.,
2019; GRIFFITHS; WINSHIP; HUTT, 2020) diminuindo a reserva ovariana por meio da
superativacao e/ou apoptose folicular (WANG et al., 2019a; TITUS et al., 2021), o que pode
ocasionar a menopausa precoce e aumento da taxa de infertilidade em mulheres apds
quimioterapia (LETOURNEAU et al., 2012).

A investigacdo acerca de substancias que possam inibir ou amenizar os efeitos adversos
causados por quimioterdpicos, como a DOX, possui alta relevancia. Nesse sentido, 0 uso de
produtos alternativos, como fitoterapicos, tem sido apontado como um caminho promissor,
como é o caso do medicamento fitoterapico Aplause®, produzido a partir da planta Actaea
racemosa (L.). O Aplause® é indicado para aliviar os sintomas da pré e pds-menopausa, COmo
rubor, ondas de calor, sudorese, palpitacGes e alteracGes depressivas de humor e do sono. A A.

racemosa € uma planta herbacea da familia Ranunculaceae, originaria do Canada e costa
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atlantica dos Estados Unidos (BORRELLI; ERNST, 2008). Esta planta é comumente utilizada
na medicina popular para aliviar dor e inflamacéo, para o tratamento de célicas menstruais e
nos sintomas da menopausa (CASTELO-BRANCO et al., 2021). No entanto, ainda ha pouca
investigacdo sobre a utilizagdo de medicamentos produzidos a base do extrato de A. racemosa
sobre a fertilidade feminina. Dada a importancia do estudo de redirecionamento de farmacos, é
importante a investigagdo acerca da seguranga (toxicidade) do uso deste medicamento sobre a
fertilidade feminina quando administrado no periodo reprodutivo e ainda se esta substancia é
capaz de reduzir os efeitos adversos causados pela administragdo da DOX. Um estudo in vitro
recente demonstrou que o extrato de A. racemosa (5ng/mL), quando adicionado ao meio de
cultivo, diminuiu os efeitos negativos da DOX em ovérios de camundongos fémeas (DE ASSIS,
2022).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi de investigar a acdo do extrato de A. racemosa
sobre os efeitos negativos nos ovarios de camundongos fémeas induzidas a quimioterapia com
doxorrubicina utilizando um modelo in vivo. Assim, para um maior esclarecimento da
importancia deste estudo, a revisao de literatura a seguir ira abordar aspectos relacionados aos
ovarios dos mamiferos, bem como os processos de desenvolvimento folicular e oocitario, a
ativacdo e atresia folicular, ao cancer e seus impactos na satde reprodutiva feminina, ao efeito
de agentes quimioterapicos na fisiologia reprodutiva e produtos naturais, como o extrato de A.

racemosa, além do modelo animal utilizado na experimentacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovario mamifero, foliculogénese e oogénese

O ovério é o principal 6rgdo do sistema reprodutor feminino, apresentando duas funcées
basicas: uma enddcrina, caracterizada pela producdo de horménios e fatores de crescimento, e
outra gametogénica, relacionada ao desenvolvimento de foliculos e maturacdo dos odcitos.
Neste 6rgdo, destacam-se duas regides: regido medular e regido cortical (Figura 1). A primeira
é localizada mais internamente ao érgdo e é composta de muitos vasos sanguineos, nervos e
tecido conjuntivo, sendo principalmente responsavel pela sustentacdo e nutricdo. Ja na regido
cortical, é onde se encontram as células germinativas e a maior parte dos foliculos ovarianos
em diferentes estagios de desenvolvimento (FENG et al., 2018). No microambiente ovariano
ocorrem dois processos bioldgicos importantes: a oogénese e a foliculogénese. Esses processos
sdo coordenados por uma série de eventos aos quais promovem mudancas morfoldgicas e
funcionais do odcito e foliculo, conduzindo a diferenciacdo de células, ao desenvolvimento

folicular e a maturagdo oocitaria (BONNET et al., 2013).

A oogénese compreende o desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas
primordiais (CGP) ainda na vida fetal até a formacdo do odcito fecundado durante a vida
reprodutiva (RUSSE, 1983). Assim, diz-se que a oogénese inicia-se antes da foliculogénese e
termina apds essa. Depois do processo marcado pelo crescimento celular e pela redistribuicéo
de organelas citoplasmaticas, as CGP multiplicam-se e diferenciam-se em oog6nias. Em
camundongos fémeas, as CGP continuam a proliferar por mitose até 14 dias apds a fecundacéo,
formando grupos de células germinativas conhecidas como cistos ou ninhos (oogdnias)
(JAGARLAMUDI; RAJKOVIC, 2012). Antes de entrar na primeira divisdo mei6tica,
aproximadamente 5 dias apds o nascimento em camundongos, as oogbnias aumentam de
tamanho e se diferenciam em odcitos primarios imaturos, que sofrem uma parada no seu
desenvolvimento em profase | no estagio de diploteno ou vesicula germinativa
(JAGARLAMUDI; RAJKOVIC, 2012; RIMON-DAHARI et al., 2016). Neste momento, é
caracterizado o inicio da foliculogénese com a formacao do foliculo primordial (SILVA et al.,
2016). Os odcitos interrompem seu desenvolvimento na etapa de dipléteno da profase |,
somente apos a fémea atingir a maturacdo sexual proximo a ovulacdo (50-60 dias apds o
nascimento em camundongos), 0s odcitos retomardo sua divisdo meiotica para tornarem-se

odcitos secundarios hapléides (n) ou maduros e, assim, atingirem a segunda parada da meiose
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na fase de metéafase Il (MI1), na qual estdo aptos a serem ovulados. O processo de formacgéo dos
odcitos primarios é regulado negativamente pelo estradiol (E2) e pelo horménio antimuleriano
(AMH) e € controlado positivamente pela ativina, um membro da superfamilia do fator de
crescimento transformador-p (TGF-B), neurotrofinas (NT), fator de linhagem germinativa o
(Figla); Kit ligante (KL) e fator de transcri¢do Forkhead box L2 (FOXL2) (RIMON-DAHARI
et al., 2016). Ap6s a segunda parada meiotica, 0s odcitos retomam seu desenvolvimento
somente se forem fertilizados. Em camundongos, a segunda parada meidtica ocorre por volta
da 52 semana de vida (HUTT; ALBERTINI, 2007; SANCHEZ; SMITZ, 2012).

Figura 1: Esquema ilustrativo do ovario mamifero e suas principais estruturas.
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Fonte: Adaptado de Wikiand.com.

Os foliculos ovarianos sdo as unidades morfologicas e funcionais da biologia
reprodutiva em fémeas e s@o formados pelo processo de foliculogénese. Nesse processo, 0s
foliculos crescem, amadurecem e sdo levados a ovulacdo; seu inicio é caracterizado pela
primeira parada meiotica do odcito na profase I, com a formacao do foliculo primordial. Apos
a formac&o, esses foliculos podem imediatamente iniciar o seu crescimento ou permanecer

quiescentes até serem estimulados a iniciar seu desenvolvimento (VAN DEN HURK; ZHAO,
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2005). Esse evento é denominado de ativacdo folicular e € marcado por alteragcdes morfologicas
e funcionais, incluindo o aumento do didmetro oocitério, a proliferacdo das células da granulosa
e a diferenciacdo do formato destas células de pavimentosas para cubicas. O nimero de
foliculos ovarianos que geralmente chegam ao estagio ovulatorio € muito pequeno, ja que a
grande maioria morre pelo processo de atresia folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). Os
foliculos ovarianos sdo importantes para auxiliar a oogénese e também sdo essenciais para a
producdo de hormdnios sexuais femininos, como o E2 e a progesterona (P4), que séo
responsaveis pelas caracteristicas sexuais secundarias femininas e manutencdo da gestacao
(RIMON-DAHARI et al., 2016).

O foliculo ovariano é composto por um odcito circundado por células da granulosa e da
teca, cuja funcdo é proporcionar um ambiente ideal para o crescimento, sobrevivéncia e
maturacdo do oocito (CORTVRINDT; SMITZ, 2001). De acordo com o grau de
desenvolvimento, os foliculos podem ser classificados em primordiais, primarios e secundarios,
caracterizando os grupos de foliculos pré-antrais ou ndo-cavitarios. Além disso, podem ser
classificados em foliculos terciarios e pré-ovulatérios, aqueles caracterizados pela presenca de
uma cavidade antral (FIGUEIREDO et al., 2008) (Figura 2). Em roedores, os foliculos
primordiais s@o formados em torno do terceiro ao quinto dia de idade e a primeira onda de
recrutamento folicular acontece ao longo das trés semanas subsequentes, ou seja, por volta de
21 dias (HIRSHFIELD, 1989). Em humanos, o processo de desenvolvimento folicular tem
duracdo de 180 dias (GOUGEON, 2010). Os estagios de transi¢do pré-antral inicial e pré-antral
para antral inicial podem ocorrer independentemente do suporte de gonadotrofina
extraovariana. Camundongos geneticamente desprovidos de gonadotrofinas exibiram foliculos
nos estagios iniciais de desenvolvimento, mas camundongos deficientes para horménio foliculo
estimulante (FSH) ou o gene do receptor de FSH (FSHR) exibiram parada do desenvolvimento
folicular no estdgio pre-antral (DURLINGER et al., 2001; KUMAR et al.,, 1997) e
camundongos nocaute do receptor de hormonio luteinizante (LHR) exibiram um bloqueio no
desenvolvimento folicular no estagio antral (ZHANG et al., 2001). O FSHR esta presente nas
células da granulosa desde o estagio inicial do foliculo pré-antral e LHR sdo expressos nas
celulas da teca dos foliculos pré-antrais e antrais, sendo o hormdnio luteinizante (LH) um fator
de sobrevivéncia e diferenciagéo que facilita o desenvolvimento do odcito na presenca de FSH.
Esses achados inferem que, embora as gonadotrofinas ndo sejam essenciais para 0s estagios
iniciais do crescimento folicular, elas podem ter um efeito benéfico na fase inicial do

crescimento folicular.
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Figura 2: Imagem representativa da estrutura basica de foliculos ovarianos A) primordial, B) primaério,
C) secundario e D) antral.
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A populagdo folicular que forma a reserva ovariana é variavel entre as espécies, sendo
estimada em 1.500 em camundongos e 1.000.000 em mulheres ao nascimento (WALLACE;
KELSEY, 2010). Porém, o nimero e a distribuicdo dos diferentes tipos foliculares nos ovarios
de animais sdo marcados por uma grande variacdo individual, além de ser afetado pela raca,
idade, niveis hormonais, genética, fatores ambientais, bem como o status reprodutivo e
nutricional (IRELAND et al., 2007). Na maioria dos mamiferos, a foliculogénese é iniciada no
ovario fetal, no entanto, em camundongos, a formacdo de foliculos primordiais pode ocorrer
até 5 dias ap0s o nascimento. Para estes animais, duas popula¢des de foliculos primordiais séo
descritas: os foliculos primordiais iniciais e os foliculos primordiais adultos (NIU;
SPRADLING, 2020). As duas populagdes exibem dindmicas de desenvolvimento distintas e
contribuem de maneira diferente para a fisiologia e funcionalidade ovariana. Os foliculos
primordiais iniciais, diferentemente dos foliculos primordiais adultos, amadurecem em
periodos diferentes e podem persistir por longos periodos no ovario até a ovulagdo (ZHENG et

al., 2014). Durante esse periodo, esses foliculos crescidos produzem AMH, inibindo a ativagéo
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precoce de foliculos primordiais adulto. Além disso, a producdo hormonal inicial desses
foliculos parecem ser a responsavel pelo estabelecimento do eixo hipotalamico hipofisario
gonadal, no entanto, a manutencgéo desse eixo hormonal depende do desenvolvimento gradativo
dos foliculos primordiais adultos (OJEDA; URBANSKI; AHMED et al., 1986), que substituem
gradativamente os foliculos primordiais iniciais até comporem todo o pool folicular em
camundongos a partir de 3 meses de idade (ZHENG et al., 2014). E a partir dessa populagio
folicular que forma a reserva ovariana que todos os foliculos em crescimento e odcitos ovulados
serdo derivados, diminuindo a reserva naturalmente com a idade, sendo selecionados para o
crescimento e/ou levados a atresia folicular (FINDLAY et al., 2019). Mas, para que ocorra a

selecdo para o crescimento e desenvolvimento, os foliculos primordiais precisam ser ativados.

2.2 Foliculos primordiais e ativacéo folicular

A ativacdo dos foliculos primordiais, etapa importante na foliculogénese inicial, é
caracterizada no nivel morfoldgico pelo crescimento do odcito e proliferacdo e diferenciacdo
das células da granulosa circundantes, observando-se a transformacéo das células com formato
pavimentoso para células da granulosa de formato cuboidal (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).
Porém, uma vez que esse processo € iniciado, ele ndo pode ser revertido. Com isso, a taxa de
ativacdo dos foliculos primordiais deve ser rigorosamente controlada para garantir que reservas
suficientes permanecam para sustentar a fertilidade ao longo da vida reprodutiva. Assim,
modelos de faléncia ovariana prematura (FOP) em camundongos envolve a ativacao
descontrolada dos foliculos primordiais, de modo que a reserva ovariana é esgotada
prematuramente (JAGALARMUDI et al., 2010).

Estudos sugerem que a taxa na qual os foliculos primordiais sdo selecionados para
ativacdo e/ou eliminacéo € dinamicamente regulada e varia desde o nascimento até o final do
periodo fértil, sendo um ndmero maior de foliculos ativados no inicio da vida e depois
diminuindo na idade adulta. Estudos em bovinos (IRELAND et al., 2008) e camundongos
(LIEW et al., 2014) indicam que uma grande reserva ovariana de foliculos primordiais em
fémeas jovens estd associada a um maior numero de foliculos em crescimento do que o
observado em fémeas mais velhas, que possuem menores reservas de foliculos primordiais.
Porém, ha evidéncias conflitantes sobre a taxa de ativacao folicular com o0 aumento da idade

em humanos. Alguns estudos sugerem que a taxa de ativagdo aumenta nos anos anteriores a
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menopausa (HANSEN et al., 2008; FADDY; GOSDEN, 1996). No entanto, um estudo mais
recente sugeriu que a taxa de ativacao do foliculo primordial aumenta desde o nascimento até
0s 14 anos e depois diminui até a menopausa (WALLACE; KELSEY, 2010).

Mesmo que todos os mecanismos moleculares que envolvem o processo de ativacédo e
transi¢do dos foliculos primordiais de um estado de dorméncia para um de crescimento ndo
tenham sido totalmente elucidados, um progresso significativo foi feito para caracterizar as vias
moleculares que o governam. Sabe-se que a via de sinalizacdo PTEN/PI3K/AKkt ¢é essencial para
a ativacdo dos foliculos primordiais. Em particular, diversos estudos revelaram a importancia
da cascata PTEN/PI3K/Akt no controle do crescimento do odcito associado a ativagdo ou
supressao do foliculo primordial (KIM et al., 2015; MAIDARTI; ANDERSON; TELFER,
2020). A cascata de sinalizacdo intracelular para ativacdo da molécula fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K) ¢ iniciada pela ligacdo de fatores de crescimento a receptores de tirosina
quinase, presentes na membrana da célula. A PI3K ativada catalisa a fosforilacdo de
mensageiros para ativacao da quinase-1 dependente de PI3K (PDK1). A PDK1 fosforila e ativa
a proteina quinase B (AKT), que € essencial para a sobrevivéncia, crescimento e proliferacdo
celular ao inibir proteinas pro-apoptéticas (como BAX, BAD, forkhead e p53) e ativar proteinas
anti-apoptoticas, como a Bcl-2 (CECCONI et al., 2012). A fosfatase e homélogo de tensina
(PTEN) é um regulador negativo antagonizando a atividade da P13K, inibindo indiretamente a
fosforilacdo e/ou ativacdo de AKT (PULIDO, 2018). Portanto, a superexpressao de PTEN pode
efetivamente inibir a proliferacdo de células foliculares, enquanto sua regulacdo negativa induz
o crescimento celular e inibe a apoptose (FU et al., 2017; GOTO et al., 2019). A delecdo do
PTEN em od6citos de camundongos induz uma dramatica ativacdo e perda prematura de
foliculos primordiais (REDDY et al., 2008).

Acredita-se que os fatores de crescimento € hormdnios produzidos no microambiente
ovariano resultado da interacdo entre células foliculares e estroma sejam os principais
reguladores da ativacdo folicular. Em particular, a produgdo de KL por células da granulosa ¢é
um importante sinal de pré-ativacdo (ZHANG et al., 2014). Nesse mesmo estudo, a inibi¢do da
sinalizagdo mTORCI1(alvo mecanistico do complexo rapamicina-1; regula o crescimento
celular e metabolismo em resposta a fatores de crescimento e nutrientes) em células da
granulosa de foliculos primordiais levou ao impedimento da ativagdo folicular, enquanto a
ativacdo promoveu efeito inverso. Além disso, estudos ja demonstraram a participa¢do de
fatores de crescimento na ativagdo folicular, como o fator de crescimento e diferencia¢ao-9

(GDF-9), proteina morfogenética d6ssea-7 ¢ 15 (BMP-7; BMP-15), fator de crescimento
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semelhante a insulina-1 (IGF-1), fator inibidor de leucemia (LIF) fator de crescimento
fibrobléstico-2 ¢ 10 (FGF-2; FGF-10) e TGF-B. Ademais, alguns hormonios também sao
fundamentais para esse processo, como E2 e P4 e hormonio do crescimento (GH) (SILVA; VAN
DEN HURK; FIGUEIREDO, 2016). Além da necessidade de ativadores, os foliculos
primordiais s3o mantidos em estado de repouso por fatores inibitérios. Por exemplo, a produgao
de AMH e ativina pelos foliculos em crescimento tem papéis na supressdo da taxa de ativacao
(SON et al., 2011), os niveis de AMH diminuem a medida que o tamanho do foliculo aumenta.
Moléculas como as proteinas de forkhead box (FOX), PTEN e inibidores de quinase dependente
de ciclina (p27Kipl) foram identificados como fatores inibidores (REDDY et al., 2009; KIM,
2015). Com a influéncia de fatores inibidores intrinsecos e extrinsecos, a maioria dos foliculos
primordiais ¢ mantida em estado quiescente.

Quando o ovério é exposto a agentes quimioterapicos, a secrecdo de inibidores do
foliculo primordial diminui devido ao dano aos foliculos em desenvolvimento, e isso acelera o
recrutamento dos foliculos primordiais pelas vias de ativacdo PI3BK/PTEN/Akt e a reducdo da
reserva ovariana resultando na entrada macica de foliculos na fase de crescimento, o chamado
efeito “burnout” (CHANG et al., 2015). Esse efeito tem sido evidenciado por estudos com
camundongos que mostraram diminuicdo no ndmero de foliculos primordiais e nimeros
aumentados de foliculos em desenvolvimento precoce em grupos tratados com DOX e
cisplatina nos primeiros 4 e 5 dias, respectivamente (WANG et al., 2019a; CHANG et al.,
2015). No entanto, um estudo mais recente demonstrou que a exposicdo aguda (12h) a
ciclofosfamida foi capaz de promover a diminuicdo da reserva de foliculos primordiais
humanos por vias pré-apoptéticas, mas sem ativacdo de crescimento do foliculo primordial
(TITUS et al., 2021). Através de analises transcriptdmicas individuais dos odcitos desses
foliculos, foi observado que, em decorréncia de danos ao DNA (aumento da expressdo de
yH2AX), a via de ativagdo PI3K/PTEN/Akt foi suprimida enquanto a apoptose foi
desencadeada mediada por proteinas anti e pré-apoptoticas (Bcl2 e BAD), aumentando a
expressao de Caspase 3 ativada. Dessa maneira, as evidéncias sugerem que a superativacao de
foliculos primordiais pela via PI3K/PTEN/AKkt depende do tempo de exposicao inicial, se aguda
ou tardia, ao antineoplasico. Porém, independente do mecanismo ou tempo de exposi¢ao, 0 uso
de antineoplasicos, seja na pesquisa ou pratica clinica, é capaz de induzir a perda celular
principalmente através de danos diretos ou indiretos que culminem com a morte celular por

apoptose, principal forma de atresia de foliculos ovarianos.
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2.3 Atresia folicular e morte celular programada

Os ovarios de mamiferos possuem foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento, sendo a maior parte classificados como foliculos pré-antrais. No entanto,
apenas um pequeno numero dos foliculos presentes no ovario (=1%) chegara ao apice do seu
desenvolvimento e culminar com a ovulagdo; a grande maioria é perdida atraves de um processo
fisioldgico de morte programada chamado de atresia folicular (FIGUEIREDO; LIMA, 2017;
MATSUDA et al., 2012). A atresia faz parte da dindmica folicular, sendo essencial na funcéo
e desenvolvimento ovariano, uma vez que esse processo € importante por auxiliar na
homeostase, controlando a fecundidade, selecionando foliculos para o recrutamento, um
‘controle de qualidade’ eliminando anomalias meidticas, além de garantir a remog¢do dos
remanescentes foliculares pods-ovulatorios para preparar o ovario para o proximo ciclo
(KUMAR; JOY, 2015; HUSSEIN, 2005).

Em foliculos primordiais, o processo de atresia se inicia no odcito; ja em foliculos em
desenvolvimento (primarios, secundarios e antrais), € sinalizado pelas células da granulosa
localizadas na superficie interna do foliculo, indicando um papel iniciador da granulosa na
apoptose (MATSUDA et al., 2012; FINDLAY et al., 2019). Embora os sinais exatos, receptores
e vias de sinalizacdo intracelular que levam a atresia folicular por intermédio da apoptose das
células da granulosa nao sejam claros, é provavel que multiplas moléculas (como Fas, Caspases,
TNF, p53, c-Myc) e fatores de crescimento (como gonadotrofinas, [IGF-1], interleucina-13
[IL1B], fator de crescimento epidérmico [EGFRY], fator basico de crescimento de fibroblastos
[FCFb], fator de crescimento transformador alfa [TGF-a]) estejam envolvidos (HUSSEIN,
2005). Assim, apesar da atresia ser um processo natural e continuo, ela pode ser acelerada
devido a perturbagdes a fisiologia ovariana, como no uso de medicamentos para o tratamento
de cancer (MORGAN et al., 2012). Dessa maneira, quando a morte folicular acontece de forma
rapida e descontrolada, podem ocorrer problemas como FOP (SPEARS et al., 2019).

A atresia folicular pode ocorrer por processos de necrose, necroptose, autofagia e/ou
apoptose (FINDLAY et al., 2019; CHAUDHARY et al., 2019; ZHOU; PENG; MEI, 2019). A
necrose e necroptose apresentam caracteristicas semelhantes, no qual as células aumentam de
volume, aumentam a permeabilizacdo e culminam com a ruptura da membrana plasmatica
(CHAUDHARY et al., 2019). Geralmente, a necrose € iniciada por mecanismos nao celulares
como isquemia, deficiéncia de niveis de adenosina trifosfato (ATP) e traumas, levando a danos

irreversiveis na célula (MCCULLY etal., 2004). Ja a necroptose € iniciada pelo fator de necrose



30

tumoral-a (TNF-a) e operada através das proteinas quinase-1 e 3, que interagem com seus
receptores, bem como pela proteina do tipo dominio da quinase de linhagem mista (MLKL)
(CHAUDHARY et al., 2018). Na autofagia, ocorre o sequestro de materiais celulares residuais
por autofagossomos, os quais se unem aos lisossomos que os degradam (ZHOU; PENG; MEI,
2019). Essa via pode ser estimulada por privacdo de nutrientes ou fatores de crescimento,
hipoxia, estresse oxidativo, danos ao DNA, organelas danificadas ou patégenos intracelulares
(KROEMER; MARINO; LEVINE, 2010). Vrios fatores, incluindo as vias PI3K/PKA/mTOR,
transducdo do sinal de céalcio, mitocondrias e alteracdo de citoesqueleto, participam da

regulacdo da autofagia durante o desenvolvimento folicular (ZHOU; PENG; MEI, 2019).

A apoptose, também chamada de morte celular programada, € a principal responsavel
pela perda da reserva ovariana e a mais conhecida (HUSSEIN, 2005; SPEARS et al., 2019).
Trata-se de um processo altamente regulado e importante para a manutencéo e desenvolvimento
de processos fisioldégicos nos seres vivos, e pode ocorrer em situagBes fisioldgicas ou
patoldgicas. Em situacdes fisiologicas, a apoptose estd envolvida, por exemplo, durante o
desenvolvimento embrionario, em resposta imunoldgica a agentes bioldgicos e no recrutamento
de foliculos ovarianos (NAGATA, 2018; HUSSEIN, 2005). Ja nas situacdes patoldgicas, o seu
envolvimento esta relacionado a resposta a danos celulares, como lesbes no DNA, estresse
oxidativo, hipoxia e/ou isquemia (NAGATA, 2018; MORGAN et al., 2012), sendo alguns

desses efeitos relacionados aos danos causados por antineoplasicos no ovario.

Durante a apoptose, a célula sofre alteracdes morfolégicas como perda de aderéncia com
a matriz extracelular, retragdo celular devido a quebras do citoesqueleto, condensacdo e
fragmentacdo da cromatina e formacdo de corpos apoptéticos; e, apOs 0 processo, Sdo
fagocitadas por macrofagos para prevenir a liberacdo de componentes intracelulares, como
fatores inflamatérios (NAGATA, 2018; HUSSEIN, 2005). Em foliculos ovarianos de ratos, 0s
sinais morfoldgicos e ultraestruturais de apoptose inclui retracdo das células da granulosa e do
odcito, diminui¢do das mitocondrias e perda das cristas mitocondriais, segmentacdo do odcito

e vacualizacéo citoplasmaética (DEVINE et al., 2000).

Muitas moléculas estdo envolvidas no controle da apoptose, seja promovendo sua
ativacdo ou supressdo. Dentre elas, estdo proteinas antiapoptéticas (como Bcl-2) e pro-
apoptoticas (como Bax), além de outros membros da familia Bcl e proteinas Caspases. Essas
ultimas desempenham um papel crucial para a sinalizacéo e efetivacdo do processo apoptatico.
Além disso, a apoptose pode ser desencadeada por duas vias: a via extrinseca (ou via do receptor
de morte) e via intrinseca (ou via mitocondrial) (NAGATA, 2005; 2018). Na via extrinseca, ha



31

o envolvimento de fatores de morte (FasL, TNF-a e TRAIL) e receptores de morte (Fas [ou
APO-1/CD95], TNF-R1, TRAIL-R1 [ou DR4) e TRAIL-R2 [ou DR5]). O dominio de morte
resultante da interacédo ligante-receptor, recruta 0 Dominio de Morte Associado ao Receptor de
Fas (FADD) e Procaspase 8, no qual serdo associados ao outro por meio de seus dominios
efetores de morte. O complexo formado dessa associacdo (Fas, FADD, Procaspase 8) €
chamado de complexo de sinalizagéo indutor de morte (DISC), responsavel pela clivagem da
Procaspase 8 em Caspase 8 ativa (iniciadora), esta responsavel por clivar a Procaspase 3 em
Caspase 3 ativada (efetora). A Caspase 3 ativada é responsavel pela clivagem de fatores para
executar a apoptose; por exemplo, ICAD (Inibidor da DNase ativada por caspase) é clivado
para liberar CAD (DNase ativada por caspase) para fragmentacdo do DNA (NAGATA, 2005;
2018). Assim, hé& a degradacdo de macromoléculas importantes, como outras proteinas ou o
préprio DNA.

Na via intrinseca, a apoptose ¢ desencadeada por agentes genotdxicos e regulada por
membros da familia de proteinas Bcl. Essa, por sua vez, ¢ dividida em trés subfamilias:
membros pro-apoptéticos BH3 (Bim, Bid, Puma, Noxa, Hrk, Bmf e Bad), moléculas efetoras
pro-apoptoticas (Bax e Bak) e proteinas antiapoptoticas (Bcl-2, Bel-xL, Mcll, A1 e Bcl-B)
(CZABOTAR et al., 2014; NAGATA, 2018). Em resposta a um estimulo, os membros pro-
apoptoticos BH3, como o Bad, sdo regulados e ativados por de-fosforilagdo, atuando nos
efetores pro-apoptoticos Bak e Bax ou dimerizando com proteinas antiapoptoticas, como Bcl-
2 (NAGATA, 2018; TITUS et al., 2021). Bax ¢ Bad estimulam o efluxo de citocromo C da
mitocondria, no qual liga-se a proteinas adaptadoras para formacao do Fator Ativador de
Protease da Apoptose (Apaf-1) e recruta a Procaspase 9; esse complexo de interacao (Apaf-1 e
Procaspase 9) ¢ chamado de apoptosomo. A ativacdo da Procaspase 9 dentro no apoptossomo
ativa a efetora Caspase 3, responsavel por clivar substratos e executar a morte celular, como ja
mencionado no mecanismo da via extrinseca.

O mecanismo geral das vias apoptoéticas descritas estdo representados Figura 3.
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Figura 3: Mecanismo geral das vias apoptoticas na célula. A via do fator de morte, ou via extrinseca, é
ativada por fatores de morte. A ligacdo de um fator de morte ao seu receptor especifico causa o
processamento do dominio de morte e recrutamento de FADD, para ativar CASP 8 e 3. Na via intrinseca,
proteinas pro apoptoticas sdo ativadas transcricionalmente e induzem direta ou indiretamente a ativagao
de efetoras apoptéticas que fazem a mitocondria liberar citocromo c. O conjunto formado por Apaf-1 e
e citocromoc formam um complexo para mediar a CASP9. A CASP 8 ativada na via extrinseca e a
CASP 9 na via intrinseca clivam a procaspase 3 em CASP 3 ativa.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com biorender.com

Nesse sentido, os tratamentos atuais usados para o0 cancer, como a quimioterapia,
possuem efeitos sobre a fisiologia ovariana causando danos, principalmente, através do
mecanismo intrinseco da apoptose celular. Os antineoplésicos sdo capazes de causar danos
diretos ao DNA, desencadeando a morte celular e influenciando na salde reprodutiva de

mulheres.

2.4 Efeitos dos antineoplasicos na fertilidade feminina

O céancer é definido como uma doenca genémica e surge a partir de alteracdes
cumulativas no material genético de células normais do organismo. Essas alteraces conferem

uma vantagem de crescimento a célula cancerosa, levando a sua proliferacdo, invasdo nos
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tecidos circundantes e disseminacdo para 6rgdos distantes. Em tecidos normais, as taxas de
crescimento e de morte celular estdo em equilibrio; no céancer, esse equilibrio é rompido por
perda no controle do crescimento celular e/ou mecanismos de apoptose (CORN; EL-DEIRY,
2002). As causas que contribuem para o desenvolvimento do cancer sdo multifatoriais,
incluindo fatores ambientais, endogenos e genéticos (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Avancos na deteccdo precoce do cancer e esquemas terapéuticos para a doenca tém
oferecido aos pacientes maiores chances de cura e de sobrevivéncia. Porém, apesar desses
avancos significativos, a sobrevida pode ter sua qualidade diminuida devido aos efeitos
colaterais dos tratamentos e suas consequéncias em diversos campos, inclusive na saude
reprodutiva (BELLVER; DONNEZ, 2019). Assim, a qualidade de vida e a preservagdo da
fertilidade sdo questdes que devem ser cuidadosamente discutidas em pacientes submetidos ao

tratamento de cancer.

Dados atualizados mostram que o cancer de mama € o mais comumente diagnosticado
em mulheres, com uma estimativa de 24,5% do namero total de casos de cancer (SUNG et al.,
2021). Foi relatado que antraciclinas e taxanos, grupos de antineoplésicos, aumentam as taxas
de amenorréia em mulheres submetidas a quimioterapia para cancer de mama (HAN et al.
2009). Além disso, estudos mais recentes destacaram a ocorréncia de menopausa precoce
induzida por quimioterapia em mulheres ap6s ou durante o tratamento para cancer de mama
(YEO et al. 2020; SHIN et al., 2019). Esses disturbios sdo justificados pela acdo direta ou

indireta dos agentes quimioterapicos a fisiologia ovariana.

Os efeitos toxicos prejudicam a fertilidade por meio de danos ao Utero, diminuicdo da
funcdo ovariana e danos aos foliculos ovarianos por meio da apoptose celular, danos ao DNA,
danos mitocondriais e a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SPEARS et al.,
2019; MORGAN et al. 2012). Além disso, estudos tém demonstrado que 0s tratamentos com
antineoplasicos em mulheres afetam o Gtero, promovendo a perda do volume (VAN DE LOO
et al. 2019; BENEVENTI et al. 2015). Ha evidéncias de danos causados pela quimioterapia a
vasculatura uterina e as células formadoras do endométrio e miométrio (GRIFFITHS;
WINSHIP; HUTT, 2020). Em um estudo com camundongos, 0 agente quimioterapico
doxorrubicina (DOX), usado para tratar diversos tipos de cancer, atingiu diretamente o (tero e
alterou a expressao génica em resposta a sintese de estrogénio (ANDERSEN et al. 2019). Além
disso, a DOX atinge o ovario e pode diminuir a reserva folicular ovariana por meio de
superativacdo e atresia de foliculos em camundongos (WANG et al. 2019a). Dessa forma, o

risco de FOP e infertilidade tornam-se muito evidentes.
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Os foliculos primordiais formam o reservatério do ovario, e sdo recrutados ao longo da
vida reprodutiva de fémeas. No entanto, quando essa ativacdo é acelerada fora do normal, a
reserva ovariana pode ser seriamente afetada (FORD et al.,, 2020). Nesse sentido, 0s
antineoplasicos causam a morte dos foliculos por atuarem por meio de um mecanismo com
sensibilidade particular para células em divisdo. Estudos em camundongos mostram que
agentes antineoplasicos causam a ativacdo desses foliculos primordiais através da via
PISK/PTEN/Akt/FOXO3a, 0 que pode causar a deplecédo da reserva ovariana (CHANG et al.,
2015; WANG et al. 2019a; LINS et al., 2020). No entanto, isso ainda ndo estad totalmente
elucidado. Um estudo recente mostrou que a quimioterapia com ciclofosfamida desencadeia a
perda de foliculos primordiais por vias apoptéticas sem promover a ativacao folicular (TITUS
etal., 2021).

O principal mecanismo de acdo dos antineoplasicos é através do dano ao DNA, que
consequentemente ativa as vias de apoptose. Além disso, ha evidéncias de morte folicular
indireta por dano vascular e estromal, além de diminuicdo do fluxo sanguineo de ovarios em
mulheres (BEN-AHARON et al., 2012). Essa morte de células estromais, bem como 0s danos
microvasculares, induzem hipoxia tecidual, o que pode contribuir para a perda indireta tardia
de foliculos ovarianos. Outro mecanismo de dano é o estresse oxidativo por meio da geragéo
de ERO e diminuicdo da glutationa (GSH), uma vez que os agentes antineoplasicos também
estdo associados a danos mitocondriais e vias de estresse oxidativo (LINS et al. 2020; GORINI
et al. 2019). Além disso, os quimioterapicos podem atuar diretamente sobre o o6cito ou sobre
as células da granulosa. Assim, a morte do oécito pode ocorrer de forma direta ou resultar da
morte das células da granulosa, uma vez que a sobrevivéncia do odcito dependente de fatores
secretados por essas células (MORGAN et al., 2012). Dentre os quimioterapicos com alto

potencial terapéutico e com conhecida toxicidade ovariana, destaca-se a doxorrubicina.

2.4.1 Doxorrubicina e sua gonadotoxicidade

A doxorrubicina (DOX) é um antibi6tico antitumoral pertencente a classe das
antraciclinas e é prescrita, sozinha ou combinada, para o tratamento de diferentes canceres,
incluindo sarcomas (MARUZZO et al., 2013), cancer de ovario (ARMSTRONG et al., 2021)
cancer nas tubas uterinas e peritbnio (TOKUNAGA et al., 2021) e tumores de mama
(KHALLAF; ROSHDY; IBRAHIM, 2020). Sua estrutura quimica possui duas porgdes

principais: uma agliconica (aglicona tetraciclica) consistindo em um anel tetraciclico com
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grupos adjacentes quinino-hidroquinona com cadeia lateral curta metoxilo e grupos carbonil, e
uma porcdo chamada daunosamina (aminoagucar) que estd ligada a um dos anéis por uma
ligacdo glicosidica (MINOTTI et al., 2004) (Figura 4). A aglicona é essencial para a
intercalacdo de DOX entre as fitas de DNA, enquanto o0 aminoagucar estabiliza a intercalacdo
por interacdes eletrostaticas com os grupos fosfato carregados negativamente na cadeia de DNA
(SOLOMAN; GABIZON, 2008).

Figura 4: Formula estrutural da molécula de doxorrubicina.

Aglicona
tetraciclica

Daunosamina
(aminoacucar)

NH
OH 2

Fonte: Adaptado de KUBECEK et al. (2015).

A estrutura planar da DOX permite que se ligue ao DNA e consequentemente, provoque
a gquebra das cadeias, interferindo nos processos de replicacao e transcricdo (MOBARAKI et
al., 2017). Ademais, seu efeito toxico também esta associado a interrupcdo da acdo de reparo
mediado pela topoisomerase-Il (TOP-11) e promove danos ao préprio DNA, a producdo de
radicais livres e danos as membranas celulares e proteinas, gerando uma resposta para a
apoptose celular. A intercalacdo ao DNA é responsavel pela deformacdo da dupla hélice e
inibicdo da TOP-II através da estabilizacdo de complexos entre DNA e TOP-11 (complexos
DOX-DNA-TOP-II) (MINOTTI et al., 2004; MOBARAKI et al., 2017) (Figura 5). A atividade
desta enzima € necesséria para a replicagdo, transcricdo, recombinacdo e remodelagdo da
cromatina do DNA,; sua fung&o consiste em criar quebras transitorias de DNA que sdo liberadas
consecutivamente apos a alteracdo da conformacdo do DNA. Um estudo que analisou as
interacdes DOX-DNA, concluiu que a DOX interage com o0 DNA por intercalacdo simples (sem

agregacdo) e/ou formando dimeros, além disso pode ocorrer uma auto associagdo DOX-DOX
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formando agregados compostos por 3 a 4 moléculas ligadas ao longo da dupla hélice (SILVA
etal. 2017).

Figura 5: Mecanismo de a¢do da DOX no DNA. A) TOP2b relaxa o enrolamento do
DNA para facilitar a replicacdo e a sintese do DNA; B) a DOX forma um complexo pelo
DNA atraveés das bases de G e C em ambas as cadeias de DNA e impede a atividade da
TOP2b e a sintese de DNA. TOP2b: Topoisomerase 2b, G: guanina, C: citosina.

(A) Normal DNA

Intercalation

®)

DNA-Doxorubicin
Complex

Fonte: MOBARAKI et al. (2017).

Além de dano ao DNA, a DOX também é capaz de se difundir através da membrana
mitocondrial e se acumular em seu interior, perturbando a integridade funcional da cadeia
respiratoria, produzindo ERO e resultando em disfuncdo mitocondrial por diminuicdo de ATP
e aumento de citocromo c (Cit-C), ocasionando a apoptose e alteragdes no metabolismo
energético (MOBARAKI et al., 2017; GORINI et al., 2019). A DOX alterou a homeostase
mitocondrial e 0 metabolismo energético em células de cancer de mama humano, mediando a
geracdo de radicais livres (WIGNER et al., 2021). Além disso, a DOX também atua aumentando
a inflamag&o e a autofagia e interfere na homeostase do calcio (VARELA-LOPEZ et al., 2019).

No entanto, devido a sua alta toxicidade, ndo apenas as células cancerosas sdo afetadas, mas
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também as células saudaveis do organismo, o que justifica os efeitos colaterais dos tratamentos

contra o cancer, bem como a toxicidade ao sistema reprodutivo.

Esse antineoplasico apresenta toxicidade sistémica, afetando multiplos 6rgéos e
sistemas incluindo coragdo, sistema digestivo, sistema nervoso, sistema urinério e sistema
reprodutivo (PUGAZHENDHI et al., 2018). Os efeitos adversos no sistema reprodutivo
incluem toxicidade ovariana em camundongos, diminuindo a reserva ovariana por meio da
superativacao e atresia folicular (WANG et al., 2019a), alem de danos oxidativos aos foliculos
ovarianos (NIRINGIYUMUKIZA et al., 2019), danos ao vasos sanguineos e morte de células
do estroma ovariano humano, causando hipdxia tecidual e danos indiretos aos foliculos
(SOLEIMANI et al., 2011; OKTEM; OKTAY, 2007), bem como a menopausa precoce e
aumento da taxa de infertilidade em mulheres que mantém a atividade ovariana apos
quimioterapia (LETOURNEAU et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que a DOX pode
atingir diretamente o Utero e tem um impacto de longo prazo nas respostas uterinas ao E2,
alterando a expressdo génica uterina em resposta aos hormonios em camundongos fémeas
(ANDERSEN et al., 2019). Estudos recentes mostraram que o tecido ovariano criopreservado
de mulheres jovens submetidas a quimioterapia com este antineoplasico, apresentaram muitos
foliculos atrésicos e ap6s o cultivo in vitro desse mesmo tecido, observou-se uma diminuicdo
na producéo de E2 e P4 (PAMPANINI et al., 2019). Além disso, a administracdo de uma dose
Unica de doxorrubicina (10 mg/kg) em camundongos interferiu na maturacdo meiética (XIAO
et al., 2017) e aumentou a apoptose, principalmente, em células da granulosa de foliculos em

crescimento e odcitos de foliculos primordiais (WANG et al., 2019a).

A apoptose € regulada pelo equilibrio entre moléculas pro-apoptdticas e antiapoptoticas,
como Bax e Bcl2, respectivamente, além do envolvimento de biomarcadores de dano, como -
H2AX e TAp63a e de proteinas caspases (CASP). CASP sdo proteinas essenciais no processo
de apoptose (HUSSEIN et al.,, 2005; MATSUDA et al., 2012). Um estudo recente em
camundongos demonstrou que a DOX diminuiu a reserva ovariana através da apoptose e
superativac¢do de foliculos primordiais com o envolvimento da via de dano ao DNA TAp63a-
C-CASP3 (WANG et al., 2019a). Além disso, a DOX causou quebras no DNA em foliculos
primordiais, odcitos e células da granulosa revelado pela expressao de y-H2AX, além de danos
vasculares e estromais no ovario humano (SOLEIMANI et al., 2011). Com a finalidade de
entender melhor os mecanismos moleculares de atuacdo dos antineoplésicos, pesquisadores
afirmaram ainda que a perda folicular induzida por esses medicamentos antineoplasicos, como

a cisplatina, ¢ mediada por membros da via PI3K, como a proteina quinase B (AKT), a fosfatase



38

e homologo de tensina (PTEN) e o forkhead box O3 (FOXO3a) (CHANG et al., 2015; LINS et
al. 2020).
O mecanismo geral de agdo da DOX, descrito ao longo do texto, estd representado na

Figura 6.

Figura 6: Mecanismo geral de agdo da DOX nas células. A DOX leva a formagéo de ERO,
peroxidacdo lipidica, dano ao DNA e as mitocondrias, desbalan¢o do calcio e inducdo de vias
apoptoticas. A concentracdo citoplasmatica e mitocondrial de célcio aumenta, levando a edema
celular. Aumenta expressdo de proteinas pré-apoptoticas; desencadeia o efluxo de Cyt-C e
desencadeia a ativacao de caspases. Além disso, as ERO geradas disparam a ativacao de caspases
e induz a apoptose. A DOX blogueia a sintese de DNA. DOX: doxorrubicina, ERO: espécies
reativas de oxigénio, Cyt-C: citocromo ¢, Ca*2: fons calcio citoplasmatico.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com biorender.com

Apesar do sucesso dos tratamentos quimioterapicos, estudos t€ém indicado mecanismos
de resisténcia as drogas induzida por antineoplasicos, resultando em um pior progndstico e
sobrevida da paciente. Esses mecanismos de resisténcia estariam relacionados a interagao entre
vias de sinalizagdo. Christowitz et al. (2019) identificaram uma maior taxa de crescimento de
tumor mamario em camundongos tratados com DOX (6 e 15 mg/kg) em comparagdo com 0s
controles ndo tratados, ou seja, a DOX falhou em induzir a morte tumoral. Comparou-se os
niveis de expressdo de marcadores envolvidos na morte celular e nas vias de sinalizacdo de
sobrevivéncia e conclui-se que a resisténcia a droga e crescimento tumoral podem ocorrer por

meio do papel adaptativo da via MAPK/ERK em um esfor¢o para proteger as células tumorais.
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Essa via desempenha um papel essencial na regulacao da proliferacao, progressao do ciclo
celular e apoptose, e estudos anteriores mostraram que a eficacia da DOX ¢ melhorada pela sua
inibicdo (SHUKLA et al.,, 2010). Além disso, a via PI3K/Akt também pode induzir
quimiorresisténcia e promover a tumorigénese pela fosforilagao de varios substratos envolvidos
na sobrevivéncia celular, ciclo celular, metabolismo celular, transcricdo de genes e sintese de
proteinas (WEST; CASTILLO; DENNIS, 2002). Além disso, o fator nuclear eritréide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2) ¢ um importante fator de transcricdo que desempenha um papel
importante na protecdo contra danos oxidativos. Niveis aumentados de ERO ativam a
sinalizacdo Nrf2, induzindo a expressao de enzimas antioxidantes, como heme oxigenase (HO-
1), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD), que protegem
as células contra o estresse oxidativo (TOSSETA et al., 2022). No entanto, a ativa¢ao do Nrf2
nas células cancerigenas estd associada a quimiorresisténcia, inativando o estresse oxidativo
mediado por drogas que normalmente levaria a morte dessas células (URUNO et al., 2020;
ZHOU et al., 2020). Portanto, pesquisadores tém sido direcionados para revelar os mecanismos
subjacentes responsaveis pela resisténcia 8 DOX e melhorar seus efeitos adversos.

Dados como esses fornecem implicagdes significativas no entendimento de como a
DOX age de forma negativa nas fungdes ovarianas, ainda que necessite de maiores elucidagdes
quanto aos seus mecanismos. Porém, apesar do seu conhecido papel em causar a morte celular,
a quimiorressisténcia pode acontecer. Assim, ¢ de suma importancia conhecer a acao do
antioneoplasico e fornecer protecdo a fertilidade de pacientes em risco de disfungao reprodutiva
durante o periodo da quimioterapia. Nessa perspectiva, investigacdes acerca de formas
alternativas de protecao a fertilidade estdo em andamento, como através do uso de produtos

naturais com potencial de prote¢ao aos danos causados pela quimioterapia.

2.5 Produtos naturais com efeito protetor contra a quimioterapia

Diversos estudos tém investigado o potencial de extratos vegetais, por meio das suas
atividades anticancerigenas, combinados ao tratamento de cancer convencional (ZHANG et al.,
2019), como a Annona muricata (gravioleira) (YAJID et al., 2018) e a Punica granatum
(romazeira) (BASSIRI-JAHROMI, 2018). Mas, para além disso, produtos naturais estdo sendo
testados com o objetivo de proteger sistemicamente durante ou apds o tratamento
guimioterapico em machos e fémeas. A exemplo de trés produtos naturais (1,8-cineol, dleo

essencial de Artemisia herba alba; exopolissacarideo, obtido de estreptomicetos marinhos e
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acido elagico) que foram testados com o objetivo de analisar seus efeitos hepatoprotetores e
cardioprotetores em ratos machos induzidos a quimioterapia com ciclofosfamida, sendo esta
capaz de causar toxicidade hepatica e cardiaca acentuada e apoptose (ABDALLAH et al.,
2019). O pré-tratamento por 7 dias desses animais com todas as substancias melhorou as
anormalidades de eletrocardiograma, diminuiu os marcadores séricos de hepatotoxicidade e

cardiotoxicidade, preveniu o estresse oxidativo e a apoptose celular.

Com a evolucdo das tecnologias de reproducdo assistida (TRA), varias opcdes de
preservacdo da fertilidade estdo sendo estudadas para ajudar mulheres com cancer. Destaque
para a criopreservacdo de embrides e odcitos, criopreservacao de tecido ovariano, maturagao in
vitro de odcitos, criacdo de ovarios artificiais, ativacdo folicular in vitro e biotecnologias com
células-tronco (CHO et al., 2020; FABREGUES et al., 2021). No entanto, a protecio a
fertilidade por meio das biotécnicas em reproducdo humana assistida acaba, muitas vezes, ndo
sendo acessiveis para a maioria das pacientes ou tornam-se desafiadoras mediante limitacdes
técnicas, financeiras e funcionais. Além disso, devido a efeitos colaterais das drogas sintéticas,
o foco no uso de fitoterapicos tem aumentado (BENT; KO, 2004). Portanto, surge a importancia
de se desenvolver tratamentos alternativos por meio de substancias capazes de proteger o ovario
dos efeitos deletérios dos quimioterapicos, e os fitomedicamentos tém sido alvos de estudos
com o propésito de identificar uma possivel acdo quimioprotetora.

Diante disso, substancias naturais com propriedades antioxidantes tém sido alvo de
estudos. Os produtos naturais possuem uma ampla variedade de antioxidantes e outros
compostos bioativos (CARNEIRO et al., 2017), como éacidos fendlicos, lignanas, estilbenos,
taninos e flavonoides (AMAROWICZ; PEGG, 2019). A administracdo de antioxidantes
presentes na polpa de acai (Euterpe oleracea) diminuiu as vias pro-inflamatdrias e sinalizacéo
apoptética em ovarios de camundongos fémeas em idade mais avancada (KATZ-JAFFE et al.
2020). Nesse estudo, o tratamento aumentou a sinalizagdo -adrenérgica, diminuiu a apoptose
e a sinalizacdo pré-inflamatoria e afetou de forma variavel o crescimento celular e as vias
antioxidantes, mostrando o potencial do extrato vegetal. No sentindo de protecdo contra
antineoplasicos, Lins et al., (2020) avaliaram os efeitos do pré-tratamento com o antioxidante
rutina e sua influéncia apos inducao da quimioterapia com cisplatina em camundongos fémeas.
Os resultados promissores demonstraram que a substancia foi capaz de aumentar o nimero de
foliculos morfologicamente normais, diminuir as taxas de apoptose, aumentar a producdo de
GSH e diminuicdo de ERO por meio de regulacéo da atividade mitocondrial. O mecanismo foi

analisado pela expressdo de p-PTEN e p-FOXO03a, membros da via de ativacdo AKT/PI3K.
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As pesquisas acerca das propriedades terapéuticas de produtos naturais representam um
campo de estudo promissor e que vem ganhando grande notoriedade. Mas para além do efeito
antioxidante, outras atividades terapéuticas estéo relacionadas ao uso de extratos vegetais sobre
a protecdo a saude reprodutiva, como sintese hormonal, preservacdo do tecido ovariano e
foliculos, proliferacdo celular, acdo antiinflamatdria e antiapoptdtica. Um estudo realizado com
a Foeniculum vulgare (erva-doce) conclui que o extrato vegetal foi capaz proteger o ovario dos
efeitos colaterais da ciclofosfamida, apresentando um aumento nos niveis séricos de horménios
(E2 e P4) e evidenciou o seu potencial efeito protetor contra os efeitos deletérios do
antineoplasico no ovario de camundongos (AZAM et al., 2017). Os resultados mostraram que
0 peso, volume e diametro ovariano reduziu significativamente nos grupos tratados com
ciclofosfamida, mas aumentou apos o tratamento dos camundongos com extrato de erva-doce.
Além disso, o extrato auxiliou no aumento do nimero de foliculos normais. Recentemente,
demonstrou-se que o extrato de Nasturtium officinale (agrido) teve efeitos protetores em ovarios
de ratas tratadas por 21 dias com o extrato e induzidas a quimioterapia com DOX (dose Unica,
10mg/kg). O extrato auxiliou na fun¢do ovariana por meio da regulagcdo hormonal e proliferacao
celular, além de ter mostrado efeitos protetores na peroxidacdo lipidica (RAD et al., 2021). Um
estudo em ratas induzidas a quimioterapia com DOX e tratadas com quercetina ou vitamina E
mostrou melhoras nos pardmetros morfolégicos e hormonais nos ovarios desses animais
(SAMARE-NAJAF; ZAL; SAFARI, 2020). Houve diminuicdo de alteracdes patoldgicas
(erupcéo cutanea, atrofia, hemorragia e ascite) no tecido ovariano e diferenca no volume do
ovario nos grupos tratados com quercetina e vitamina E em comparacdo com a DOX, além
disso quercetina e vitamina E foram capazes de promover a diminuicdo no numero de foliculos
atrésicos e o ganho de peso nos animais enquanto DOX diminuiu. Outro estudo analisou 0
potencial antiinflamatorio e antiapoptético do zingerone, uma substancia encontrada no
gengibre, em ovarios e Uteros de ratas induzidas a quimioterapia com cisplatina
(KAYGUSUZOGLU et al., 2018). Os resultados mostraram que a substancia manteve a
arquitetura e integridade histoldgica ovariana e uterina e reduziu os niveis de marcadores
inflamatorios (NF-xB, TNF-q, IL-1B, IL-6, COX-2 e iNOS). Também inibiu a apoptose e
reduziu os marcadores de dano oxidativo ao DNA pela regulagéo negativa da expresséo de

caspase-3 e 8, juntamente com um nivel de Bcl-2 regulado positivamente.

Dentre os compostos naturais com potencial de aplicacdo na fisiologia reprodutiva, com

énfase na preservacgdo da fertilidade, pode-se destacar a planta Actea racemosa (L.). O extrato
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dessa planta ja demonstrou possuir acdo terapéutica em mulheres e em experimentagdes in vitro

e in vivo.

2.5.1 Actaea racemosa (L.)

O género Actaea é o primeiro valido na classificacdo genérica estipulada por Linnaeus.
Porém, Nuttall (1818) transferiu Actaea racemosa L., para o género Cimicifuga como
Cimicifuga racemosa (L.) Nutt., mudando assim a circunscri¢do genérica de Linnaeus.
Posteriormente, autores consideraram que os caracteres morfolégicos ndo sdo tdo determinantes
a ponto de diferenciar em géneros diferentes, juntando em um Unico género com varias sessoes
(Actaea, Souliea e Cimicifuga). Na nova organizacdo dos tdxons e baseado em evidéncias
genéticas, passou-se a chamar Actaea racemosa, e Cimicifuga racemosa passou a ser sinbnimo
e basinénimo da espécie (COMPTON; CULHAM; JURY, 1998). Assim, para esse estudo, e
tendo em vista a nomenclatura padronizada no medicamento Aplause®, sera utilizado, na maior

parte do texto, o termo Actaea racemosa (L.) ou apenas A. racemosa.

A Actaea racemosa (L.) é uma planta herbacea da familia Ranunculaceae, originaria do
Canada e Estados Unidos (Nomenclatura botanica: Actaea racemosa. Basindnimo: Cimicifuga
racemosa. Nome popular: Cimicifuga, Black cohosh) (BORRELLI e ERNST, 2008) (Figura
7). E muito utilizada na medicina popular para aliviar dor e inflamagéo, para o tratamento de
célicas menstruais e, principalmente, nos sintomas e sinais da menopausa (BOLLE et al., 2007),
mas também ha registros sobre sua utilizacdo para alivio de dores reumaticas, tosse e resfriados
(FOSTER, 1999). A parte da planta de maior interesse farmacol6gico sdo as raizes e rizomas
(Figura 7, C).
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Figura 7: Imagens representativas da Actaea racemosa (L.). A: visdo geral da planta mostrando
folhagem e inflorescéncias. B: inflorescéncia. C: raizes e rizomas, parte de maior interesse
farmacoldgico.

Fonte: stevenfoster.com.

Em relacdo as suas propriedades, estudos demonstram que a A. racemosa pode aliviar
o0s sintomas da menopausa, de doengas cardiovasculares, osteoporose, processos alérgicos e até
mesmo depressdo (MCKENNA et al., 2001; MORELLI; NAQUIN, 2002; KIM et al., 2004).
Além disso, através de um estudo randomizado com mulheres saudaveis que estavam na pos-
menopausa, constatou-se que o uso diario de A. racemosa por 28 dias influenciou
beneficamente a funcdo endotelial, promovendo elasticidade vascular (FERNANDES et al.,
2020). As pacientes receberam extrato seco correspondente a 160 mg de A. racemosa (extrato

com 4 mg de glicosideos triterpénicos) ou placebo.

O extrato de A. racemosa em diferentes doses (4, 40 e 400 mg/kg) foi avaliado em ratas
ovariectomizadas por 2 semanas quanto aos potenciais mecanismos de acdo no alivio das ondas
de calor da menopausa, com ou sem E2, para determinar se o0 apresentaria o efeito estrogénico.
Apesar de ndo ter interferido no volume uterino e na cornificacdo celular vaginal, os dados
demonstraram que o extrato atua como um ligante competitivo e agonista parcial do receptor
de serotonina, indicando sua atividade serotoninérgica para o alivio das ondas de calor e ainda
atividade estrogénica (BURDETTE et al., 2003). No entanto, estudos com mulheres na peri e
p6s menopausa ndo encontraram atividade estrogénica do extrato (40 e/ou 127.3 mg/dia) apds
tratamento por 24 semanas por meio da analise de marcadores sericos de E2 (RUHLEN; SUN;
SAUTER, 2008) apesar de concluirem que existe a relagdo da A. racemosa a melhora dos
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efeitos da menopausa pelo indice de Menopausa de Kupperman, testes hematoldgicos e
bioquimicos (LISKE et al., 2002).

A menopausa pode ser um periodo angustiante para muitas mulheres, com muitas delas
tendo ondas de calor, suores noturnos, atrofia vaginal e secura oral. Estudos mostraram que a
A. racemosa (60 mg/kg) foi capaz de proteger as glandulas sublinguais de ratas
ovariectomizadas, aliviando a secura oral, de forma semelhante ao E2, mas ambas as
substancias agindo por mecanismos diferentes (LIU et al., 2018). Tanto o E2 quanto o extrato
inibiram o dano estrutural subcelular e a expressdo da CASP3 causada pela ovariectomia.
Estudos envolvendo camundongos mostraram que quando tratados com o extrato de A.
racemosa foi possivel observar uma reducdo significativa da ingestdo de agua e uma
normalizacdo da resposta de glicose e insulina, assim conseguiu melhorar o controle metabolico
via sensibilidade do receptor de insulina (MOSER et al., 2014). Além disso, a A. racemosa
melhorou doencas metabdlicas em ratas ovariectomizadas ap0os tratamento de longo prazo
também envolvendo resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (SUN et al., 2016). Assim, as
evidéncias comprovam que o extrato da planta é capaz de diminuir a secura oral durante a
menopausa e melhorar desordens metabolicas. Um estudo recente, randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo com 220 mulheres com queixas da menopausa, avaliou a combinagéo
do extrato de A. racemosa e Rhodiola résea (raiz de ouro) comparada com uma dose eficaz de
extrato de A. racemosa (6,5 mg) durante 12 semanas (PKHALADZE et al., 2020). O alivio nos
efeitos da menopausa foi superior quando ambos o0s extratos foram combinados,
particularmente em pardmetros psicoldgicos e emocionais. Dessa forma, destaca-se a

efetividade da utilizacdo de fitomedicamentos, sozinhos ou combinados.

Os mecanismos de acao de A. racemosa sdo controversos e inconclusivos, uma vez que
seu extrato bruto possui uma grande quantidade de compostos com atividades diferentes (GUO
etal., 2017). Dessa maneira, a base molecular do seu mecanismo de acéo deve ser vista de uma
perspectiva mais ampla, pois sdo muitas as diferentes substancias que a compdem. Assim,
supde-se que as acOes terapéuticas atribuidas a esta planta advém da interacéo sinérgica entre
compostos, mas ainda ha necessidade de producéo cientifica que aborde dados que comprovem
0s mecanismos de a¢ao dos constituintes do extrato de A. racemosa.

A Tabela 1 mostra alguns dos compostos que podem ser isolados a partir de A.

racemosa, bem como seus potenciais terapéuticos baseados em outros estudos.
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Alguns compostos farmacologicamente ativos encontrados no género Actaea e/ou Cimicifuga.e seus
efeitos terapéuticos.

Composto Planta Efeito Acéo Estudo
terapéutico
23-epi-26-  C.racemosa Atividade J-Peso corporal. Moser et al.,
deoxiacteina antidiabética L Glicose plasmatica. 2014, Suh
Metabolismo da glicose. etal., 2017;
Proliferacéo 1 Sensibilidade a insulina. Yuanetal.,
celular. Promoveu biogénese mitocondrial. 2020; Choi,
_ 1 Ativagéo de PI3K/Akt e CREB.  2013;
Efeito J Corticosterona e aspartato Nadaoka et
antiestresse. aminotransferase al., 2012.
26- C.racemosa Efeito Suprime a fase G1 do ciclo celular, Hostanska
deoxiacteina antiproliferativo  induzindo alteracdes nas proteinas et al., 2004;
em ceélulas de reguladoras (ciclina D1, cdk4 e
cancer de mama  p21).
Acido cafeico C.racemosa Acio Regulacdo da expressdo génica, Damasceno
antioxidante quelacdo e/ou reducédo de metais de et al., 2017;
transicdo, formacdo de adutos Burdette et
covalentes. al., 2002.
JERO.
Acido Cimicifuga Atividade Inibicdo do influxo de Ca2* Noguchi et
fucindlico sp. vasodilatadora mediado pela abertura dos canais al., 1998.
de potassio.
Acido C. dahurica Efeito Possivelmente  envolvido na Huyenetal.,
isofertlico antiproliferativo  expressdo de Ciclina D1 e c-Myc 2018;
C.racemosa em células de e/ou parada da transicdo do ciclo Schmid et
cancer de mama. celular na fase GO/GL1. al., 2009;
Damasceno
Acédo JIL-6, TNF-a e IFN-gama. etal., 2017.
antiinflamatdria.
Regulacdo da expressdo génica,
Acéo quelacdo e/ou reducédo de metais de
antioxidante. transicdo, formagdo de adutos
covalentes.
Acteina Cimicifuga Pode inibir o Vias JINK/ERK reduziram as Yue et al.,
sp. crescimento e proteinas angiogénicas (CD34 e 2016;
migracéo de Fator VIII); Hostanska
células Crescimento e diferenciacdo de et al., 2004,
cancerigenas. osteoblastos. Producéo de Lee; Choi,
osteocalcina, conteudo de 2014;
Acéo na colageno e mineralizagdo em Nadaoka et
osteoporose. células osteoblasticas MC3T3-E1. al., 2012.
/N Sistema tiorredoxina (Trx)
Efeito (PI3K/Akt/CREB)

antiestresse.

J Corticosterona e aspartato
aminotransferase
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Cimiracema-  Cimicifuga Agéo JTNF-o. Yang et al.,
to A sp. antioxidante Jd Modulagédo das atividades de 2009.
uma proteina quinase ativada por
mitogeno de sinalizacdo e do fator
de transcricdo NF-xB.
Cimiracemo- C. racemosa Efeito Suprime a fase G1 do ciclo celular, Hostanska
sidio antiproliferativo  induzindo alteraces nas proteinas et al., 2004;
em ceélulas de reguladoras (ciclina D1, cdk4 e Nadaoka et
cancer de mama. p21). al., 2012,
Efeito J Corticosterona e  aspartato
antiestresse aminotransferase
Formonone-  Cimicifuga Acéo J Célcio intracelular. Supressdo da Xu; An,
tina sp. antiinflamatoria,  ativacdo do NF-xB e inibicdo da 2017; Wang
antiapoptotica, atividade da caspase-1. et al.,
antioxidante e | Relacéo Bax/Bcl-2. 2012b; Ong
antiproliferativa |, Caspase-3. etal., 2019.
em células
cancerigenas.
N- Cimicifuga Agéo J Atividade da mieloperoxidase. Jiao et al.,
metilcitisina sp. antiinflamatéria  J, Citocinas pré-inflamatdrias. 2018.
Bloqueou a ativagdo do fator
nuclear (NF-kB) pela inibi¢do e
fosforilacdo da IxB quinase (IKK).
N(ébmega)met C. racemosa Acao Possivel ligante competitivo do Powell et
ilserotonina serotoninérgica.  receptor de serotonina, mostrando al.,  2008;
Cimicifuga inducdo da sintese de CAMP e Godecke et
sp. Termorregulacdo inibicéo seletiva da recaptacdo de  al., 2009.

serotonina.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Estudos fitoquimicos revelaram que certos compostos de A. racemosa se destacam,

incluindo glicosideos triterpenos, constituintes fenolicos e isoflavonas (CAMPOS et al., 2012).

A farmacocinética de 23-epi-26-desoxiacteina, um dos glicosideos triterpénicos mais

abundantes no extrato de A. racemosa, foi determinado em mulheres em uma janela de tempo

de 24h, atingindo um pico de concentragdo méxima 2h apds a administracdo do extrato em
diferentes doses (1.4, 2.8 e 5.6mg do composto) (VAN BEEMEN et al., 2010). Neste estudo,

nenhuma toxicidade aguda foi observada. Estudos in vitro mostraram que o 23-epi-26-

desoxiacteina promoveu a biogénese mitocondrial em células f-pancreaticas, prevenindo danos

celulares oxidativos induzidos por metilglioxal (espécie reativa de dicarbonil, relacionada a

complicagdes diabéticas) (SUH et al., 2017) e protegeu os osteoblastos contra danos celulares

induzidos por antimicina A (um inibidor do transporte de elétrons mitocondrial), além de
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aumentar a ativacdo de PI3K/Akt e CREB (proteina de ligacdo de resposta ao AMPCc) inibidas
pela antimicina A (CHOI, 2013). Outro estudo mais recente em camundongos machos
determinou que o 23-epi-26-desoxiacteina (5 mg/kg/d por 12 semanas) melhora a obesidade
induzida por dieta, sugerindo ser um composto natural para o tratamento da obesidade e doencas
metabolicas relacionadas (YUAN et al., 2020). Em modelos experimentais de extresse e Ulcera
gastrica em camundongos e ratos, autores descobriram os efeitos positivos de A. racemosa
(NADAOKA et al.,, 2012). Uma Unica administracdo oral em camundongos, atenuou
significativamente os niveis plasmaticos de corticosterona e aspartato aminotransferase (0
estresse causa aumento nos niveis plasmaticos desse horménio e enzima, respectivamente);
além de previnir o desenvolvimento de Ulceras da mucosa gastrica de ratos, independente da
dose de extrato utilizada (200, 500 e 1000 mg/kg). Nesse estudo, isolaram-se 10 triterpenos,
entre 0s quais acteina, 23-epi-26-desoxiacteina e cimiracemosideo demonstraram contribuir
para os efeitos antiestresse. Também foi demonstrado que o extrato da A. racemosa (3 e 6
pg/mL), em particular o &cido isoferdlico que pode ser encontrado dentre 0os componentes do
extrato, inibiram a producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-6 € TNF-a) no sangue de
voluntarios apos estimulacdo inflamatdria (SCHMID et al., 2009). Além disso, estudos in vitro
com células neurais e hepaticas cultivadas na presenca do extrato de A. racemosa, houve
preservacao da integridade mitocondrial e dos niveis de ATP e impediu a forma¢do de ERO e
morte celular (RABENAU et al., 2019; OLIVEIRA et al. 2013).

Considerando que A. racemosa é um fitomedicamento que ja estd no mercado com
indicacdo para alivio dos sinais da menopausa, a possibilidade de uma nova abordagem
terapéutica podera determinar uma consideravel reducdo no tempo necessario para 0
desenvolvimento de novos medicamentos. Nesse sentido, a A. racemosa demonstrou possuir
efeito protetor na periodontite através da inibicdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a), além
de representar uma opcao terapéutica segura no ensaio pre-clinico de periodontite em ratas
(OLIVEIRA, 2013). Além disso, estudos clinicos tém sido conduzidos com administragéo de
fitoterapicos, incluindo a A. racemosa, em mulheres em tratamento de cancer e os coloca como
uma opcéo terapéutica ndo hormonal segura para sobreviventes dessa doenca (RUAN et al.,
2019). Um estudo clinico testando os efeitos da A. racemosa na sindrome da menopausa
causada por andlogo do horménio liberador do horménio luteinizante (LHRH-a) no cancer de
mama, indicou que o grupo que recebeu LHRH-a associado a A. racemosa teve um indice
menor de menopausa em relagéo ao grupo que recebeu apenas o LHRH-a, no entanto ndo houve

diferenca entre os grupos em relagéo aos niveis hormonais e outras complicac¢Ges ginecoldgicas
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(WANG et al., 2019b). Ademais, um estudo in vitro e in vivo identificou atividade antitumural
sinergética entre Cimicifuga dahurica, outra espécie do mesmo género, em combinacdo com a
cisplatina. Houve aumento da expressao de marcadores apoptoéticos e reducdo do volume
tumoral em ratos (ZHANG et al., 2016) e inibiu o crescimento in vitro de células de cancer de
mama (EINBOND et al., 2004). No mesmo sentido, o 23-epi-26-desoxiacteina e cimigenol
isolados de Cimicifuga yunnanensis reduziram o crescimento tumoral em modelo de tumor
subcutadneo em camundongos fémeas ou modelo de metastase hepética de cancer de mama in
vitro (LI et al., 2018). Isto indica que espécies do género Cimicifuga ou Actaea podem néo so
possuir mecanismos protetivos, mas também acdo antitumoral em alguns casos. Porém, 0s
mecanismos controladores dos seus potenciais protetores e antitumorais ainda ndo estéo

elucidados.

E importante enfatizar o potencial toxico de muitos desses produtos na fisiologia
reprodutiva. As pesquisas farmacoldgicas demonstram que 0s extratos brutos e compostos
puros obtidos de A. racemosa apresentam efeitos benéficos no tratamento da sindrome da
menopausa, anti-osteoporose, antivirais, antitumorais, antioxidantes e antiangiogénicas (GUO
et al., 2017). Por outro lado, toxicidade induzida sobre o figado, coracdo e sistema nervoso
central e periférico foram relatados. Em geral, hd uma baixa frequéncia de reacGes adversas,
mas tontura, nausea, cefaleia, vomito e reacGes alérgicas foram relatadas e estdo descritas na
bula do medicamento. Apesar dos resultados promissores, evidéncias sugerem que haja um
mecanismo de ac¢do aneugénico, induzindo segregacdo cromossémica anormal, promovido pelo
extrato de A. racemosa em difefentes concentragdes in vitro (BERNACKI et al., 2019). Além
disso, causou alteracdes hematolégicas e bioquimicas em camundongos fémeas em tratamento
crénico de 92 dias com o extrato em alta dosagem (1000 mg/kg) (CORA et al., 2017) e
hepatotoxicidade (ENBOM et al., 2014). Dessa forma, é importante a investigacao acerca da
seguranca do uso deste medicamento sobre a fertilidade feminina quando administrado no
periodo reprodutivo, pois isso coloca em questdo discussdes acerca da seguranca e toxicidade
da utilizacdo de extratos vegetais na saude. Portanto, é importante a investigacdo que visem
entender o perfil farmacoldgico de plantas medicinais, o que s6 vem a endossar a necessidade
de estudos que fundamentem cientificamente essa préatica, a fim de minimizar ao maximo

possiveis danos ao ovario.

H& poucas pesquisas testando a agdo do extrato de A. racemosa sobre a saude
reprodutiva de fémeas, porém estudos recentes tém investigado seu papel nas terapias

hormonais alternativas. Medicamentos complementares e/ou alternativos estdo sendo
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procurados para superar as deficiéncias das terapias hormonais e cirargicas convencionais
desenvolvidas para o tratamento da sindrome do ovario policistico (SOP) e/ou endometriose.
Foram investigados os efeitos, seguranca e alvos do extrato de A. racemosa (7,14 mg/kg)
associado ou ndo a vitamina C em ratas induzidas a SOP por hiperandrogenismo e tratadas por
28 dias (AZOUZ et al., 2021). Efeitos benéficos foram exercidos pela A. racemosa no status
antioxidante, perfil hormonal, perfil lipidico, nivel de glicose, funcBes hepéticas e a expressao
de Ki-67 (um marcador de proliferacdo celular) nas células da granulosa, células da teca e
células estromais. Notavelmente, a combinacéo de A. racemosa com vitamina C foi mais eficaz
na reversdao dos niveis desregulados de testosterona, LH e expressdo positiva do gene da
aromatase (Cyp19al), enzima chave na biossintese de esteroides. A combinagdo regulou os
niveis ovarianos e hepaticos de malondialdeido (MDA) e GSH com melhora histol6gica
observada no figado e nos ovarios. Além disso, o efeito do extrato da A. racemosa (60 mg/kg)
foi avaliado por 28 dias em ratas induzidas a perimenopausa com GnRH-a (agonista do
hormonio liberador de gonadotropina), um inibidor de estrogénio (CHEN et al., 2021). A
deficiéncia de estrogénio também € capaz de acarretar outros distarbios reprodutivos, como a
endometriose que é uma doenca dependente desse hormdnio; porém o uso prolongado de
horménios para o tratamento pode causar a recorréncia da doenca bem como danos a funcéo
hepatica, embolia venosa e cancer de mama. Assim, nesse estudo, a intervencdo com a A.
racemosa aliviou os sintomas da perimenopausa induzida, diminuindo a necessidade do

tratamento hormonal convencional.

Apesar das evidéncias promissoras, ha pouca investigacao acerca da acao do extrato de
A. racemosa levando em considera¢do suas potenciais caracteristicas protetivas sobre o sistema
reprodutivo frente aos tratamentos quimioterapicos para o cancer. Um estudo in vitro recente
utilizando ovarios de camundongos mostrou que o extrato de A. racemosa (5 ng/mL) adicionada
ao meio de cultivo foi capaz de proteger o tecido ovariano dos efeitos negativos da DOX,
diminuindo a atresia folicular e auxiliando na manutencdo da densidade celular do estroma
ovariano (DE ASSIS et al., 2022). Nesse estudo, houve elevacdo da expressdo de enzimas
antioxidantes, como SOD e CAT, além da diminuicdo da expressdo de CASP3 na presenca do
extrato, indicando diminuicdo da apoptose. Porém, até o0 momento, ndo ha estudos testando os
efeitos desse extrato A. racemosa em experimentagdes in vivo utilizando modelo de

quimioterapia induzida em camundongos.

Nesse sentido, e considerando a consolidacéo do extrato de A. racemosa como farmaco

alternativo e natural no tratamento de sintomas da menopausa bem como a importancia do
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estudo de redirecionamento de farmacos, é de grande importancia avaliar o efeito do extrato na
prevencado dos efeitos adversos do uso de antineoplésicos, como a DOX, em modelo murino in

vivo, bem como os efeitos do seu uso durante o periodo reprodutivo.

2.6 Murinos como modelo na experimentacao animal

A experimentacdo animal possui uma grande importancia e contribuigao nos diferentes
campos cientificos, e vem promovendo ao longo dos anos a descoberta de medidas profilaticas
e tratamentos de inUmeras enfermidades que acometem os seres vivos (CHORILLI et al., 2007).
Além disso, a experimentagdo animal nos fornece novos conhecimentos em &reas bioldgicas,
médicas e veterinarias. Para que estes conhecimentos sejam validos, é necessario que a espécie
animal utilizada seja capaz de fornecer a resposta adequada ao que nela sera testado (GOMES;
BRAGA, 2017).

Animais de diferentes espécies tém sido utilizados no desenvolvimento cientifico em
diferentes protocolos para a compreensdo de aspectos relacionados a fisiologia reprodutiva
(SUN; LI, 2013; FAUSTINO et al. 2013; BERTOLDO et al. 2014). Contudo, 0os murinos se
destacam e sdo os mais utilizados na experimentacdo cientifica de fase pré-clinica
(BAUMANS, 2005). Sua introducdo como animais de laboratério se da principalmente por
serem pequenos, muito proliferos, ter um periodo de gestacao curto, ser de facil domesticacéo,
facil manutencdo e manipulacdo. Diante disso, 0s murinos tornaram-se os mamiferos mais
usados na experimentagdo animal (CHORILLI et al., 2007). Alguns estudos investigam 0s
efeitos de determinadas substancias na fertilidade, desenvolvimento embrionério e fetal, e
desenvolvimento pré/pds-natal utilizando ratos, camundongos e coelhos (ROCCA; WEHNER,
2009). A escolha da espécie animal obedece a alguns parametros, destacando-se a idade, o peso,
a fertilidade, a prevaléncia de anormalidades e a consisténcia que os resultados oferecem
quando extrapolados para o ser humano. Mediante estes parametros, pode ser eleito o modelo
mais relevante atendendo as especificacbes (STUMP et al., 2013). Camundongos tem sido
usado extensivamente como modelos em pesquisas pré-clinicas para o desenvolvimento
humano, incluindo estudos em reproducdo. As semelhancas nos processos de desenvolvimento,
genética e fisiologia fornecem ampla justificativa para a relevancia dos modelos de
camundongo (CUNHA et al., 2019).
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Através de estudos, é possivel verificar os efeitos toxicos decorrentes da administracao
de substancias, sendo de suma importancia o conhecimento acerca dos efeitos do uso de
medicamentos, sejam deletérios ou protetivos. Em mulheres, avalia-se os efeitos no ciclo
menstrual e na morfologia folicular, registrando alteragdes morfologicas, corporais,
comportamentais e ciclicidade (OSHIO, 2009). Assim, a investigacdo utilizando modelos
animais para compreensdo de processos biolégicos como a apoptose e 0 estresse oxidativo,
além dos mecanismos de acdo que envolvem o desenvolvimento folicular, representam um
importante caminho para que possamos intervir em situacfes de patogenicidades e possiveis

tratamentos.

Doencas que envolvem a fisiologia reprodutiva como a SOP e FOP sédo investigadas
através de modelos murinos (FABREGUES et al., 2021). Além disso, estudos recentes tém
mostrado o uso do modelo com camundongos na compreensdo de processos relacionados a
fisiologia reprodutiva em relagdo a ativacdo de foliculos ovarianos e desenvolvimento folicular
em abordagens experimentais com toxicidade ovariana induzida por quimioterapicos (DE
ASSIS et al., 2022; GOUVEIA et al., 2021; LINS et al., 2020).
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3 JUSTIFICATIVA

Os avancos no diagnostico e tratamentos do céncer aumentaram a sobrevida de
pacientes. Contudo, os tratamentos causam danos ao sistema reprodutor, podendo levar a
faléncia ovariana e infertilidade (SPEARS et al., 2019). Os conhecimentos acerca dos efeitos
gonadotoxicos sdo importantes na fisiologia reprodutiva, pois a reserva ovariana é limitada e
diminui ao logo da vida (GRIFFITHS; WINSHIP; HUTT et al., 2020). Nesse sentido, a
doxorrubicina (DOX), um antineoplasico utilizado na pratica clinica para o tratamento de
diferentes tipos de cancer, apresenta efeitos negativos sobre a fertilidade feminina, levando a
morte celular por apoptose e afetando aspectos relacionados a saude reprodutiva (KHALLAF;
ROSHDY; IBRAHIM, 2020). Assim, considerando os efeitos da DOX sobre o ovério, é
importante a investigacdo acerca de substancias que tenham potencial efeito protetor contra os

danos causados por esse antineoplasico.

Considerando o extrato de A. racemosa como farmaco natural no tratamento dos sinais
e sintomas da menopausa (BOLLE et al., 2007), bem como a importancia do estudo de
redirecionamento de farmacos, é necessario investigar a sua possibilidade em amenizar os
efeitos da DOX sobre a fungdo ovariana. Além disso, ha poucas pesquisas testando a acdo desse
extrato sobre a satde reprodutiva de fémeas e sobre a fisiologia reprodutiva de fémeas em idade
reprodutiva; além de registros relacionados aos seus potenciais caracteristicas protetivas sobre
0 ovaério frente aos tratamentos quimioterapicos para o cancer. Resultados promissores no
cultivo in vitro de ovérios de camundongos expostos a DOX com o uso da A. racemosa foram
relatados. Nesse estudo, o extrato de A. racemosa (5 ng/mL) adicionada ao meio de cultivo foi
capaz de proteger o tecido ovariano dos efeitos da DOX, diminuindo a atresia folicular e
auxiliando na manutencéo da densidade celular do estroma por meio do aumento da expressdo
de enzimas antioxidantes e marcadores apoptoticos (DE ASSIS et al., 2022). Porém, até o
momento, ndo ha estudos testando os efeitos do extrato de A. racemosa em experimentacdes in

vivo utilizando modelo de quimioterapia induzida em camundongos.

O estudo da possivel capacidade da A. racemosa em reduzir os efeitos adversos causados
pela DOX em ovarios de camundongos podera contribuir para a identificacdo de uma nova
abordagem terapéutica para a fertilidade feminina, desempenhando um papel biotecnoldgico de
um novo produto/processo de aplicacdo na oncofertilidade. Além disso, o uso da A. racemosa
pode contribuir para incrementar as taxas de ativacdo, crescimento e sobrevivéncia folicular,

diminuindo assim as chances de faléncia ovariana prematura.
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4 HIPOTESES

Diante do exposto, foram formuladas as seguintes hipdteses cientificas:

¢ O tratamento com extrato de Actaea racemosa (L.) promove o crescimento e sobrevivéncia
de foliculos ovarianos, mantém a morfologia adequada das células foliculares e do estroma

e ndo possui toxicidade sobre o crescimento folicular em camundongos fémeas in vivo.

e O extrato de Actaea racemosa (L.) apresenta efeito antiapoptotico e protetivo sobre o
modelo de toxicidade reprodutiva induzida pela doxorrubicina no tecido ovariano de

camundongos fémeas in vivo.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia de diferentes doses de A. racemosa (0.5, 5 e 50 mg/kg) sobre o
crescimento e sobrevivéncia de foliculos ovarianos de camundongos fémeas e seu possivel
efeito protetor frente a toxicidade ovariana induzida pela doxorrubicina (10 mg/kg) sobre o

ovario utilizando um modelo in vivo.

5.2 Objetivos especificos

e Auvaliar um possivel efeito dose-dependente da Actaea racemosa (L.) (0.5, 5 e 50 mg/kg)
no crescimento e sobrevivéncia in vivo de foliculos ovarianos de camundongos fémeas

e seus efeitos sobre o tecido ovariano.

e Avaliar a influéncia da Actaea racemosa (L.) sobre a toxicidade induzida por
doxorrubicina (10 mg/kg) nos ovarios de camundongos fémeas apds 10 dias de
tratamento, analisando os seguintes parametros:

- Morfologia folicular (sobrevivéncia) por histologia classica.

- Crescimento folicular por histologia classica.

- Configuracéo da matriz extracelular (MEC) através dos niveis de colageno.

- Densidade das células do estroma ovariano por histologia classica.

- Expressé@o de TNF-a por imuno-histoquimica no tecido ovariano.

- Integridade ultraestrutural de foliculos ovarianos por microscopia eletrénica de

transmissao.
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Abstract

This study aimed to investigate the potential of A.racemosa (AR) to reducing ovarian damage
caused by doxorubicin in vivo. In experiment 1, the effects of AR extract (0.5, 5 and 50 mg/kg
body weight, p.o.) on the growth and survival of ovarian follicles of female mice treated for 10
days was evaluated. In experiment 2, the protective action of AR (0.5 and 5 mg/kg body weight)
was evaluated in ovaries of mice that underwent doxorubicin chemotherapy (10 mg/kg of body
weight). For this end, mice were pre-treated with saline solution (control, 0.15 M, p.o.) or with
AR (0.5 or 5 mg/kg body weight, p.o.) and received saline solution (control, 0.15 M, i.p.) or
doxorubicin (10 mg/kg body weight, i.p.) and were treated with saline (control, 0.15 M, i.p.) or
AR (0.5 or 5 mg/kg body weight, p.0.) once daily for 10 days. Next, the ovaries were collected
and destined to histological analysis (follicular morphology and development, stromal cell
density and collagen fibers), immunohistochemical and ultrastructural analysis. The data
obtained suggest that the AR (0.5, 5 e 50 mg/kg), under these experimental conditions, does not
have toxic effects on ovarian follicles or on ovarian tissue in mice and contributes to increasing
follicular growth and survival rates in vivo. Moreover, when administered associated with
DOX, it was able to decrease follicular atresia and apoptosis in ovarian stromal cells. AR (0.5
mg/kg) was also able to maintain the ultrastructure of granulosa cells and oocytes from preantral
ovarian follicles and decrease immunostaining for the pro-inflammatory cytokine TNF-a. In
conclusion, treatment with AR has the potential to increase follicular growth and survival rates

and protect the ovarian follicles and stromal cells against doxorubicin-induced toxicity.

1 Introduction

Advances in early detection of cancer and therapeutic schemes have offered patients
greater chances of cure and survival. However, the side effects of treatments have consequences
in several fields, inducing gonadal toxicity and loss of ovarian function (YEO et al. 2020;
BELLVER; DONNEZ, 2019). One of the main antineoplastic agents used in clinical practice
is doxorubicin (DOX), an antitumor antibiotic of the anthracycline class and is prescribed, alone
or combined, for the treatment of different cancers. Its role in cells is mainly by interfering with
the synthesis and functioning of nucleic acids. In DNA, DOX intercalates and causes double
strand breaks, interfering with the replication and transcription processes and/or interrupting
the repair action mediated by topoisomerase-11 (TOP-11) (MOBARAKI et al., 2017), which

triggers generative processes for cell apoptosis. Damage to ovarian tissue involves decreased
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of ovarian reserve due to increased follicular atresia, oxidative damage, damage to ovarian
stroma cells and increased apoptosis (WANG et al., 2019; NIRINGIYUMUKIZA et al., 2019;
SOLEIMANI et al., 2011). In this sense, oncofertility is in constant progress and evolves to
develop new fertility preservation options (LOPATEGUI; YECHIELI; RAMASAMY, 2017).

The importance of developing alternative treatments through substances capable of
protecting the ovary from the effects of chemotherapy arises, and phytomedicines have been
targets with the purpose of identifying a possible chemoprotective action. Actaea racemosa (L.)
(botanical nomenclature: Actaea racemosa. Basinonym: Cimicifuga racemosa. Common name:
Cimicifuga, Black cohosh) (AR) is a herbaceous plant of Ranunculaceae family. The roots and
rhizomes are the parts of greatest pharmacological interest, in which hundreds of chemical
constituents have already been identified, including isoflavones, phenolic constituents,
alkaloids, tannins and triterpene glycosides (CAMPOS et al., 2012). It has traditionally been
used to relieve pain and inflammation, cardiovascular disease, osteoporosis, for the treatment
of menstrual cramps, and especially for the symptoms and signs of menopause (MORELLI;
NAQUIN, 2002; KIM et al., 2004). In addition, AR has already been shown to have antioxidant,
anti-inflammatory, antidiabetic, vasodilator and immunosuppressive effects (GUO et al., 2017).
Studies with postmenopausal women found that the daily use of AR has beneficial effects on
the menopause symptoms (RUHLEN et al., 2008; LISKE et al., 2002) and to beneficially
influencing endothelial function (FERNANDES et al., 2020). In vitro study with neural and
liver cells, AR extract preserved mitochondrial integrity and ATP levels and prevented reactive
oxygen species (ROS) formation and cell death by apoptosis (RABENAU et al., 2019) and,
more recently, was able to protect the ovarian tissue from DOX in vitro, decreasing follicular
atresia and helping to maintain the cell density of the ovarian stroma by decreasing the
expression of Caspase 3 (CASP3), indicating a decrease in apoptosis (DE ASSIS et al., 2022).
In vivo studies showed that AR was able to improving the antioxidant status, hormone and lipid
profile, glucose levels and liver functions in rats with polycystic ovary syndrome (PCOS),
inducing the Ki-67 expression in granulosa, theca and stromal cells. Ki67 expression is an
indicator of cell proliferation and its increase is indicative of high androgen production in the
ovaries (AZOUZ et al., 2021). In this sense, the AR extract may be able to reduce ovarian
damage caused by DOX through its therapeutic action, mainly preventing cell apoptosis.
However, there are no reports on the potential of AR to protect the ovaries against damage

caused by DOX in ovaries of mice treated in vivo.
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The aim of this study was to investigate the effects of different doses of AR extract in
ovarian tissue of female mice treated in vivo and to evaluate whether the AR extract prevents
and protects the ovary against damage caused by DOX. Furthermore, the effects of this extract
on follicular morphology and development, maintenance of ovarian stromal cell density and

extracellular matrix configuration were evaluated.

2 Matherial and methods
2.1 Animals

This study was conducted in accordance with the guidelines and normative resolutions
of the National Council for Control in Animal Experimentation (CONCEA) and the ethical
guidelines from Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of Federal University of
Ceara (approved under protocol N°. 01/21). Adult Swiss female mice (Mus musculus) (n = 66)
were used in this research, which were kept in polyethylene boxes lined with wood shavings,
with free access to filtered water and feed (Nuvilab®). The animals were kept at an average

temperature of 22 + 2 °C, following 12h light-dark cycles.

2.2 Evaluation of estrous cycle

All female mice from 18g and/or 2 months of age, had their estrous cycle evaluated once
a day, for 10 days, between 8:00h and 9:00h a.m., by a single evaluator, as established by
Marcondes; Bianchi; Tanno (2002). Briefly, the vaginal smear is collected with pipettes filled
with saline solution (10 puL, NaCl 0.5 M) and placed on histological slides and read under a
light microscope (Nikon, Eclipse, TS 100, Jap&o). According to the observed cells, it was
determined whether the female was in proestrus, estrus, metestrus or diestrus. Only females
with a regular cycle, that is lasting 4 to 5 days, were used to carry out the experimente in which

they had their cycle continuously evaluated.

2.3 Chemicals

The drugs are available in the pharmaceutical form of Doxorubicin (Libbs, Fauldoxo®,
doxorubicin hydrochloride, injectable solution, 2 mg/mL) and Actaea racemosa (L.) (Marjan

Farma, Aplause®, Actaea racemosa, 20 mg of dry extract in a standardized 5% to 7% tablet,
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equivalent to 1mg to 1.4 mg of triterpene glycosides expressed as 23-epi-26-deoxyactein). The
working doses of A. racemosa were prepared by macerating the tablets and diluting them in
commercial saline solution in the proportion of 1 tablet to 5 mL (concentration 4mg/mL). The

DOX dosage were obtained directly from the medication ampoule.

2.4 Experimental design

In order to find a dose-response curve, in Experiment 1 the effects of different doses of
A. racemosa (0.5, 5 and 50 mg/kg) on the activation, growth and survival of ovarian follicles
in female mice were evaluated. The animals (n = 24) were randomly divided into 4 different
experimental groups: control group, receiving saline solution (NaCl 0.15 M) and the others 3
groups received A. racemosa in 3 different doses (0.5, 5 and 50 mg/kg). AR was administered
orally once a day for 10 days. In the 11-day period, the animals were euthanized and the ovaries

collected for histological analysis.

For Experiment 2, the effects of the best doses of A. racemosa obtained with Experiment
1 on ovarian toxicity induced by doxorubicin in female mice was evaluated. Animals (n = 42)
were randomly subdivided into 6 treatment groups: the control group was pre-treated orally
with saline solution (NaCl, 0.15 M) and after 1h received saline solution (NaCl 0.15M, i.p);
animals from group 2 were orally pretreated with saline solution (0.15 M NaCl) and 1h later
received a single dose of DOX (10 mg/kg, i.p); animals from group 3 was orally pre-treated
with RA (0.5 mg/kg) and, after 1 h, received saline solution (0.15 M NaCl, i.p); for group 4, the
animals were orally pre-treated with AR (0.5 mg/kg) and, 1h later, they received a single dose
of DOX (10 mg/kg, i.p); animals from group 5 was orally pre-treated with AR (5 mg/kg) and,
after 1 h, received saline solution (0.15 M NacCl, i.p); animals from group 6 was orally pre-
treated with AR (5 mg/kg) and, 1 h later, a single dose of DOX (10 mg/kg, i.p). Thus, AR was

administered orally once a day for 10 days.
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Experiment 1

For 10 days

Gl - Control (NaCl)

”Z ——  G2- ARO0.5 mg/ke
—— G3- AR5 mg/kg
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L G4- AR50 mg/ke

Experiment 2

Pretreatment Treatment
oral 1 hour later ip oral

Gl - NaCl NaCl NaCl

G2 - NaCl DOX 10 mg/kg NaCl

G3- ARO0.5mgkg NaCl AR 0.5 mg/kg

G4 - AR 0.5 mg/kg DOX 10 mg/kg AR 0.5 mg/kg

G5 - AR 5 mg/kg NaCl AR 5 mg/kg

G6 - AR 5 mg/kg DOX 10 mg/kg AR 5 mg/kg

[ J

Day 0 For 10 days

Figure 1. Experimental design. AR: Actaea racemosa; NaCl: saline solution.

2.5 Morphological assessment of follicular development

The ovaries were collected and fixed in paraformaldehyde (4% in phosphate buffered
saline - PBS, pH 7.4) for 48h and destinated to histological analyses. After fixation, the ovaries
were dehydrated in graded series of ethanol, clarified with xylol and embedded in paraffin wax.
Subsequently, the blocks were sectioned serially at a thickness of 7 um. Each section was placed
on a slide and stained using the hematoxylin-eosin method. The histological analysis was
carried out by experienced researchers who is unaware of the treatments of each group under
analysis. The ovaries were examined by the microscope (Nikon) at 100x and/or 400x
magnification. The follicles were classified according to their stage of development as
primordial (oocyte surrounded by a layer of granulosa cells with a squamous shape), primary
(oocyte surrounded by a layer of granulosa cells with a cuboidal shape), secondary (oocyte
surrounded by two or more granulosa cell layer, cuboidal-shaped) and antral (oocyte
surrounded by many layers of granulosa cells and visible antral cavity) (DE ASSIS et al., 2022).
Degenerated follicles were defined as those with retracted oocyte, with pycnotic nucleus and/or
surrounded by disorganized granulosa cells, detached from the basement membrane

(GOUVEIA et al., 2021). The evaluation of follicular activation and growth was performed by
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quantifying the follicles in the different developmental follicular classes (primordial, primary,

secondary and antral).

2.6 Analysis of the extracellular matrix and density evaluation of ovarian stroma

To assess collagen fibers of the extracellular matrix of ovarian cortex, staining with
Picrosirius Red (Abcam Kit) was performed following the methodology described by Vanié
(2017) with modifications. Ovarian sections of 7 um were dewaxed in xylol and incubated in
Sirius Red solution (0.1%) for 1h at room temperature. Then, the excess dye will be removed
with acetic acid solution (0.5%) and the sections were dehydrated and subjected to slide
assembly with subsequent observation under an optical microscope (Nikon, Eclipse, TS 100,
Japan) under magnification 400x. For each treatment, the percentage of the area occupied by
collagen fibers in ten different fields was measured with the aid of a DS Cooled DS DS-Ril
camera attached to a microscope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan), the microscope and the
images were analyzed by Image J Software (Version 1.51p, 2017) with 400x magnification.
Only the collagen fibers were marked in red with the picrosirius color, while the follicles
remained colorless (white). The analyzer software automatically excludes the circumference of
unstained follicles from the total area marked in red. The Image J Software was used to quantify
the percentage of collagen fiber in uncultured and cultured tissues. The staining intensity of
collagen fibers was determined by measuring the average pixel intensity of the total area imaged
after background subtraction. For evaluation of cell density of ovarian stroma, the number of
stromal cells was calculated in an area of 100 um? in all treatments. For each treatment, five
fields from different sections were evaluated. The average number of stromal cells per field was
calculated as previously described (DE ASSIS et al., 2022). All evaluations and measurements

were performed by a single operator.

2.7 Immunohistochemistry assay

Immunohistochemical analyses of proinflammatory cytokine (TNF-a)) were carried out
to measure the amount of inflammation. Section (5 um thick) from each paraffin block were
cut using a microtome, mounted in Starfrost glass slides (Knittel, Braunschweig, Germany),
and taken for immunohistochemistry using procedures previously described (BARBERINO et

al.., 2017). The slides were incubated in citrate buffer at 95°C in a decloaking chamber (Biocare,
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Concord, USA) for 40 min to retrieve antigenicity, and endogenous peroxidase activity was
prevented by incubation with peroxidase blocker for 10 min. Nonspecific binding sites were
blocked using 10% normal goat serum for 10 min. Subsequently, the sections were incubated
in a humidified chamber for 50 min at room temperature with the antibodies anti-TNF-a.
Thereafter, the sections were incubated for 20 min with EasyLink One polymer, followed by
DAB staining for protein localization, and counterstaining with hematoxylin for 1 min. For
reaction control (no primary antibody control), the tissues were incubated with blocking buffer,
without the primary antibody included. Images were taken using a Nikon microscope with a
camera. Image analysis was performed using software Motic Images® Plus 3.0 (Motic China
Group Co., Ltd.), with the assessor blind to treatment. For inflammatory activity, the
immunostaining of TNF-a in the ovarian tissue was subjectively classified as absent, weak,
moderate, or strong (KAYEDPOOR et al., 2017).

2.8 Ultrastructural analysis by transmission electron microscopy

Ovarian were fixed overnight in a solution containing 2.5% glutaraldehyde and 4%
paraformaldehyde in 0.1 M cacodylate buffer. After fixation, the samples were washed twice
in the same buffer and post-fixed in a solution containing 1% osmium tetroxide, 2 mM calcium
chloride and 0.8% potassium ferricyanide in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2, dehydrated in
acetone and embedded in Embed 812. Polymerization was performed at 60 °C for 3 days.
Ultrathin sections were collected on 300-mesh nickel grids, counterstained with 5% uranyl
acetate and lead citrate and examined using a FEI Morgani 268D transmission electron

microscope.

2.9 Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the software GraphPad Prism. The
percentages of normal follicles, as well those of primordial and developing follicles were
evaluated by chi square test. Data of collagen fibers distribution and stromal cell density were
analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s comparison. The results were
expressed as mean and standard error (mean £ S.E.M). Differences were considered significant

when p < 0.05.
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3.1 Experiment 1: Effect of Actaea racemosa (L.) extract on follicular morphology, activation

and development of female mice

The administration of AR at 0.5, 5 or 50 mg/kg did not influence the percentages of

morphologically normal follicles, primordial and developing follicles (Figure 2 A, B and C)

when compared to the untreated control group (p < 0.05) (Figure 2).
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Figure 2. The percentage (mean = SE) of normal follicles (A), primordial follicles (B) and developing
follicles (C) in mice ovaries mice treated for 10 days with AR extract at different doses (0.5, 5 or 50
mg/kg) or SHAM (untreated control group). The percentage of primordial and developing follicles was
compared by chi-square test and no significant differences were observed between treatments (p > 0.05).
Numbers of follicles evaluated are shown within each column.
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3.1.2 Evaluation of Ovarian Extracellular Matrix after 10 days of treatment with AR extract
(0.5, 5 or 50 mg/kg)

Ovaries from animals treated with AR extract at all dosages (0.5, 5 and 50 mg/Kkg)
showed a statistically higher percentage of collagen fibers when compared to the untreated
group (SHAM) (Figure 3).
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Figure 3. The levels of collagen fibers (mean £ SD) in the mouse ovaries (n = 4 ovaries per treatment)
treated for 10 days with AR extract at different doses (0.5, 5 or 50 mg/kg) or SHAM (untreated control
group). Collagen fiber distribution was analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s
comparison. a, b and c different lowercase letters indicate statistically significant differences between
treatments (p < 0.05).

3.1.3 Evaluation of Stromal Cells Density after 10 days of treatment with AR extract (0.5, 5 or
50 mg/kg)

The ovarian stroma of treated animals in all experimental groups (0.5, 5 or 50 mg/kg)
showed a well-preserved ovarian structure within normal limits. However, only the 50 mg/kg
dose was similar to the control group, while AR 0.5 and 5 mg/kg were similar to each other
(Figure 4).
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Figure 4. Stromal cell density on mice ovarian tissues after treated for 10 days with AR extract at
different doses (0.5, 5 or 50 mg/kg) or SHAM (untreated control group). Stromal density was analyzed
using the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s comparison. a and b different lowercase letters
indicate statistically significant differences between treatments (p < 0.05).

3.2 Experiment 2: Analysis of Actaea racemosa (L.) extract as a protective agent of female mice

ovarian induced to chemotherapy with doxorubicin

3.2.1 Effect of Actaea racemosa (L.) extract on follicular morphology and development of
female mice induced to chemotherapy with doxorubicin

Administration of AR at 0.5 and 5 mg/kg maintained the percentage of morphologically
normal follicles similar to the control (SHAM), while DOX (10 mg/kg) drastically decreased
the percentages of morphologically normal follicles in the ovaries of female mice. On the other
hand, the groups induced to chemotherapy that received AR in both dosages (0.5+DOX and
5+DOX) presented percentages of normal follicles similar to the groups not induced to
chemotherapy and treated only with AR (0.5 and 5 mg/kg) (Figure 5). The presence of AR (0.5
and 5 mg/kg) attenuated the ovarian follicles against damage caused by DOX (10 mg/kg).

Figure 6 A-H shows morphologically normal or degenerated follicles.
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Figure 5. The percentage (mean = SE) of normal follicles in ovaries of mice induced to chemotherapy
with DOX (10 mg/kg) or induced and treated with AR (0.5 and 5 mg/kg). The percentages of normal
follicles was calculated as the fraction of normal follicles number/total follicles number in each
treatment (x 100). Data were compared using chi-square test and expressed as percentages. a, b and ¢
different lowercase letters indicate statistically significant differences between treatments (p < 0.05).

Figure 6. Representative images of ovarian sections of mouse treated for 10 days showing a
morphologically normal (A-D) and degenerated (E—H) follicles from different stages of development
stained with haematoxylin and eosin. (A) Normal and (E) degenerated primordial follicles; (B) Normal
and (F) degenerated primary follicles; (C) Normal and (G) degenerated secondary follicle; (D) Normal
and (H) degenerated antral follicle. Granulosa cells (GC); Oocyte (O); Oocyte nucleus (N); Antrum (A);
Cumulus oocyte complex (COC); Theca cells (TC) (400x, Scale bar: 100 um).
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DOX (10 mg/kg) reduced the percentage of primordial and primary follicles, but only
secondary follicles showed the greatest difference, where DOX significantly decreased the
number of follicles while the isolated presence of AR (0.5 and 5 mg/kg) or associated with

DOX maintained the percentage of normal follicles.
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Figure 7. The percentage (mean + SE) of normal follicles per category (primordial, primary, secondary
or antral) in ovaries of mice induced to chemotherapy with DOX (10 mg/kg) or induced and treated with
AR (0.5 and 5 mg/kg). The proportion of follicles at different developmental stages was defined as a
percentage of normal follicles in each stage over the total follicle count. Data were compared using chi-
square test and expressed as percentages. a and b different lowercase letters indicate statistically
significant differences between treatments (p < 0.05).

3.2.2 Evaluation of the Ovarian Extracellular Matrix after 10 days of treatment with AR extract
(0.5 or 5 mg/kg) with or without DOX (10 mg/kg)

After treatment in all experimental conditions, there was no difference in the
organization of collagen fibers in the extracellular matrix in the ovaries (Figure 8A). Figure 8B

shows regions containing collagen fibers in mouse ovaries after in vivo treatment.
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Figure 8. (A) The levels of collagen fibers (mean + SD) in mice ovaries induced to chemotherapy with
DOX (10 mg/kg) or induced and treated with AR (0.5 and 5 mg/kg). Collagen fiber distribution was
analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s comparison and no significant differences were
observed between treatments (p > 0.05). (B, A-F) Representative images of collagen fibers labeled by
Picrosirius red: (A) control group; (B) DOX (10 mg/kg); (C) AR (0.5 mg/kg); (D) AR (0.5 mg/kg) +
DOX (10 mg/kg); (E) AR (5 mg/kg) and (F) AR (5 mg/kg) + DOX (10 mg/kg). Scale bar: 100 um
(400x).

3.2.3 Evaluation of Stromal Cells Density in mice ovary after 10 days of treatment with AR
extract (0.5 or 5 mg/kg) after chemotherapy with DOX (10 mg/kg)

The ovarian stromal cell density of animals treated with AR (0.5 and 5 mg/kg) were
statistically different from each other, but similar to the control group (SHAM). Furthermore,
when AR (0.5 and 5 mg/kg) was combined with DOX (10 mg/kg), they were similar to the
control group (SHAM). On the other hand, the group induced chemotherapy with DOX (10
mg/kg) but which did not receive any AR treatment, showed a significant decrease in ovarian
stromal cell density (Figure 8). The data indicate that AR was able to decrease the apoptosis of
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ovarian stromal cells from animals induced to chemotherapy with DOX. Figure 10 shows

histological sections of ovaries from mice that were treated with RA extract after induction or
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Figure 9. Stromal cell density in mice ovaries induced to chemotherapy with DOX (10 mg/kg) or
induced and treated with AR (0.5 and 5 mg/kg). Stromal density was analyzed using the Kruskal-Wallis
test, followed by Dunn’s comparison. a, b and c different lowercase letters indicate statistically

significant differences between treatments (p < 0.05).

SHAM

Figure 10. Representative images of ovarian stromal density in: (A) control group; (B) DOX (10
mg/kg); (C) AR (0.5 mg/kg); (D) AR (0.5 mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (E) AR (5 mg/kg) and (F) AR (5
mg/kg) + DOX (10 mg/kg). Scale bar: 100 um (400x).
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3.2.4 Immunohistochemical localization of TNF-« in mice ovary treated for 10 days with AR
extract (0.5 mg/kg) after chemotherapy with DOX (10 mg/kg)

Immunohistochemical analysis showed weak staining for TNF-a in follicles from
control mice (Figure 11C,D), while moderate staining for TNF-a was observed in follicles from
AR 0.5 mg/kg (Figure 11G,H) and AR 0.5 mg/kg + DOX (10 mg/kg) (Figure 101,J). DOX
group (Figure 11E,F) showed strong staining for TNF-a.

100x 400x

SHAM Negative control

DOX

AR 0.5

AR 0.5+DOX

Figure 11. Immunohistochemical staining for TNF-a in mice ovaries (A and B) reaction negative
control group; (C and D) control group; (E and F) DOX (10 mg/kg); (G and H) AR (0.5 mg/kg); (I
and J) AR (0.5 mg/kg) + DOX (10 mg/kg). Scale bar: 100 um (100x and 400x).
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3.2.5 Ultrastructural analysis in mice ovary treated for 10 days with AR extract (0.5 mg/kg)
after chemotherapy with DOX (10 mg/kg)

Control group ovary follicles (SHAM) showed well-preserved granulosa and zona
pellucida cells, homogeneous oocytes with well-defined mitochondria and nuclear membranes
(Figure 12 A,B). The same was observed in groups treated with AR alone (0.5 mg/kg) (Figure
12 E,F) or after DOX-induction (10 mg/kg) (Figure 12 G,H). The presence of lipid inclusions
in granulosa cells in ovaries of the control group and groups treated with AR (0.5 mg/kg) was
also observed (Figure 12, E). In the DOX group (10 mg/kg), there was a very reduced amount
of preantral follicles. Furthermore, the presence of smaller amounts of lipid inclusions was
observed in the few remaining follicles (Figure 12 C,D). However, no serious ultrastructural

alterations were observed that would suggest any oocyte or follicular degeneration.

SHAM DOX AR 0.5 AR 0.5+DOX

Figure 12. Representative ultrastructural micrographs in mice ovaries: (A,B) control group; (C,D) DOX
(10 mg/kg); (E,F) AR (0.5 mg/kg) and (G,H) AR (0.5 mg/kg) + DOX (10 mg/kg). M: mitochondria; Nu:
nucleus; ZP: zona pellucida, L: lipid; O: oocyte; Gr: granulosa cells; Re: endoplasmic reticulum; GC:
golgi complex; Mv: microvillus.

4 Discussion

This study demonstrates for the first time that AR extract support folliculogenesis and
attenuates DOX-induced damage to ovarian follicle morphology in female mice treated in vivo.
Our data show that AR extract at any dosage (0.5, 5 and 50 mg/kg) did not influence the
percentage of normal, primordial or developing follicles in mouse ovaries when compared to
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animals that did not receive the extract. This indicates that the extract did not play a toxic or
negative role on folliculogenesis in this model. Furthermore, DOX (10 mg/kg) decreased the
morphologically normal follicles promoting follicular atresia, while the AR extract (0.5 and 5
mg/kg) managed to keep the numbers within the normal range. AR extract has several chemical
constituents with therapeutic properties, such as antioxidants, anti-inflammatories and anti-
apoptotics. The 23-epi-26-deoxyactein, one of the most abundant triterpene glycosides in AR
extract, stimulates mitochondrial biogenesis and activates factors related to cell proliferation
(SUH et al., 2017; CHOI, 2013) and isoferulic acid, an antioxidant presente in AR, inhibited
the production of pro-inflammatory cytokines (SCHMID et al., 2009). DOX stimulates
apoptosis mainly by direct DNA damage or through oxidative stress pathways. In vitro studies
with neural and liver cells cultured in the presence of AR extract preserved mitochondrial
integrity and ATP levels and prevented ROS formation and cell death (RABENAU et al., 2019;
OLIVEIRA et al. 2013). In addition, beneficial effects exerted by AR on antioxidant, hormonal
and proliferative status in granulosa cells, theca cells and stromal cells in female rats have
already been demonstrated (AZOUZ et al., 2021).

DOX exposure results in the loss of primordial and growing follicles. However,
previous studies show that the acute damage caused by DOX in the ovary of mice is cell and
follicle type dependent (ROTI ROTI, et al., 2012). Apparently, DOX accumulates more in
developing follicles, i.e., secondary and antral follicles. In the present study, although there was
no significant difference, DOX reduced the percentage of primordial and primary follicles. We
noticed that in the secondary follicles there was the greatest difference, where DOX decreased
the number of follicles while the isolated presence of AR maintained the percentage. It has
recently been shown that DOX causes overactivation of primordial follicles and consequently
increases the number of developing follicles. Although the presence of growing follicles
inhibits the recruitment of primordial follicles, chemotherapy drugs have a cytotoxic effect on
growing follicles and the increasing loss of this population leads to increased activation of

primordial follicles and, thus, loss of follicular reserve (WANG et al., 2019).

DOX chemotherapy reduced stromal cell density in female mouse ovaries. Follicular
development is influenced by ovarian stromal cells, which support the tissue and provide a
suitable microenvironment. In general, ovarian stromal tissue fibroblasts secrete extracellular
matrix configuration proteins, such as collagen, for cellular support, structure, and repair. In
addition, it promotes the formation of capillaries, which provide nutrients for follicular growth

and development (CUI et al., 2020). In experiment 1 the doses of AR 0.5 and 5 mg/kg showed
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a reduction in the density of stromal cells when compared to the control. This doesn’t
necessarily imply that AR was able to cause cell death, but the reduction may be related to the
very pattern of the animals in the groups and/or to a stromal reorganization caused by follicular
growth that influences the reduction of stromal area. Previous studies have reported evidence
of indirect follicular death from vascular and stromal damage, as well as decreased blood flow
and shrinkage of human ovaries (BEN-AHARON et al., 2012; SOLEIMANI et al., 2011). This
stromal cell death, as well as microvasculares damage, induces tissue hypoxia, which may
contribute to the indirect loss of ovarian follicles. In our study, AR (0.5 and 5 mg/kg)

contributed to maintain stromal cell density and protected them from DOX damage.

In our study, the AR extract did not influence the extracellular matrix configuration in
the ovaries. Previous studies determined there was no significant accumulation of collagen in
the ovaries of mice regardless of age and the estrous cycle synchronization may influence fiber
homogeneity of collagen in the ovary (LLIBEROS et al., 2021; BRILEY et al., 2016). Studies
have shown that the presence of collagen fibers in the cortical stroma after chemotherapy is a
characteristic sign of cell death and scarring of the ovarian tissue (OKTEM et al., 2007).
However, increased follicular degeneration was not associated with changes in extracellular
matrix configuration. Our findings are in line with a recent in vitro study that showed that there
were no significant changes in the organization and amount of collagen fibers in the ovaries of
mice cultured in the presence of AR or DOX (DE ASSIS et al., 2022).

We identified immunostaining for TNF-a in granulosa cells and oocytes from secondary
and antral follicles, and in oocytes from primary and primordial follicles in all experimental
groups analyzed. In addition, corpus luteum and theca cells were also stained. TNF-a. is related
to inflammation, apoptosis, cell growth and differentiation. Furthermore, its effects on ovarian
cell death are dependent on the stage of follicular development, which may be associated with
different levels of expression of its receptors (SILVA et al., 2020). The type 1 receptor (TNFR-
1) is related to the intracellular death domain necessary for signaling pathways associated with
apoptosis, while the type 2 receptor (TNFR-11) is more related to the induction and transcription
of genes for the cell growth, survival and differentiation. In rat ovaries, sites of TNF-a
localization include oocytes, granulosa cells, corpora lutea, and macrophages
(MARCINKIEWICZ et al., 1994; ROBY; TERRANOVA, 1989; SANCHO-TELLO et al.,
1993). In this study, we identified strong immunostaining for TNF-a in ovaries from animals

induced with DOX chemotherapy (10 mg/kg). On the other hand, there was a decrease in
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intensity to moderate in ovaries from AR (0.5 mg/kg) or AR (0.5 mg/kg) + DOX (10 mg/kg)

animals.

Ultrastructural analysis showed that ovarian follicles from animals treated with AR (0.5
mg/kg) had well-preserved granulosa cells, zona pellucida, oocytes and nuclear membranes.
DOX (0.5 mg/kg) showed reduced amount of preantral follicles and lower lipid inclusions. The
lipids in granulosa cells are important because they serve as a substrate for the synthesis of
hormones. The reduced number of preantral follicles is related to the ability of DOX to induce
follicular apoptosis and increase follicular recruitment rates. No antral follicles were analyzed,
and the few remaining preantral follicles did not show severe signs of degeneration. Our
findings are similar to those found in an in vitro study that associated the AR extract (5 ng/mL)
with DOX (0.3 pg/mL) (DE ASSIS et al., 2022).

5 Conclusions

The data suggest that the AR, under these experimental conditions, does not have toxic
effects on ovarian follicles or on ovarian tissue in mice and contributes to increasing follicular
growth and survival rates in vivo. Furthermore, when associated with DOX, it was able to
maintain normal follicle rates and decrease apoptosis in ovarian stromal cells and decreased
immunostaining for TNF-oa. However, there were no serious ultrastructural alterations in the
experimental groups analyzed. New studies are needed to investigate the AR pathways and their

molecular effects and mechanisms.
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7 CONCLUSOES GERAIS

O fitomedicamento a base de Actaea racemosa (L.) mantém as caracteristicas
morfologicas normais em foliculos ovarianos de camundongos fémeas. Além disso, é capaz de
prevenir os efeitos negativos causados pela doxorrubicina na manutencéo da sobrevivéncia
folicular e das células do estroma do tecido ovariano em animais tratados por 10 dias. Esses
achados mostram que a Actaea racemosa possui propriedades funcionais na foliculogénese e
este composto representa uma ferramenta biotecnoldgica promissora em estudos pré-clinicos

para compreensdo de mecanismos responsaveis pela manutencdo da fertilidade.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nessa Dissertacdo poderdo auxiliar na compreensao dos efeitos do
tratamento com Actaea racemosa (L.) na funcéo folicular e ovariana in vivo, fornecendo bases
cientificas para futuros testes da associagdo desse fitomedicamento com DOX, ou outros
antineoplasicos, na pratica clinica. Além disso, medicamentos que tenham como base a Actaea
racemosa e/ou seus componentes isolados, poderdo ser desenvolvidos para preservar a funcéao
ovariana durante a quimioterapia. Ressalta-se que os estudos desenvolvidos neste trabalho
foram realizados com animais saudaveis e em condi¢cdes experimentais controladas. Desta
forma, mais estudos devem ser realizados para avaliar como 0s compostos da Actaea racemosa
(L.) atuariam em animais induzidos a doencas e posteriormente tratados com o farmaco testado
nesse trabalho, de modo a avaliar se o tratamento iria responder de forma positiva reduzindo os

efeitos causados pela doxorrubicina na quimioterapia.
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