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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da cromomicina As (CAs), um
metabdlito isolado de bactérias marinhas do género Streptomyces com potente
atividade antibacteriana e antitumoral, na sobrevivéncia, ativacdo e desenvolvimento
in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais de ovelhas. Fragmentos do cortex ovariano
coletados de abatedouro foram aleatoriamente distribuidos nas seguintes condi¢cfes
experimentais: controle ndo cultivado (NC), cultivado in vitro (CIV) em meio a-MEM*
sozinho (MEM™); ou adicionado de 0,3 pg/mL de doxorrubicina (DOX) como controle
positivo; ou de 100, 200 ou 300nM de CAs (CAs100, CAs200 e CAs300). Apdés 1 ou 6
dias de CIV, os fragmentos foram processados e corados com Acido Periédico Schiff
(PAS) para avaliagcdo morfologica ou Sudan Black B (SBB) para avaliacao do acumulo
de lipofuscina, imunohistoquimica para PCNA e TUNEL e expressdo génica para os
genes FOXL2, BAX, BCL2 e caspase-3. O tratamento CAs300 apresentou a menor
taxa de sobrevivéncia folicular no D1, quando comparado aos demais tratamentos
(P<0,05). Apos 6 dias de CIV, DOX, CAs200 e CAs300 reduziram significativamente a
sobrevivéncia em todas as categorias foliculares, quando comparados ao MEM*. Com
relacdo aos foliculos primordiais normais, apenas MEM* e CAs100 se mantiveram
semelhantes ao NC apo6s 1 dia de CIV. Em relacdo ao desenvolvimento folicular, o
CAs300 foi 0 Unico que apresentou a menor taxa de foliculos em desenvolvimento com
relacdo ao MEM* no D1. No D6, CAs200 e CAs300 apresentaram as menores taxas
de foliculos em desenvolvimento com relacdo aos demais tratamentos (P<0,05).
Quanto a densidade estromal, no D6, a CAs200 e CAs300 reduziram a densidade
celular quando comparadas ao MEM* (P<0,05), enquanto a CAs100 se manteve
semelhante. No D6 de CIV, todos os tratamentos apresentaram percentual
significativamente maior de células senescentes (SB) em relacdo ao MEM*, mas a
CAs300 apresentou a maior marcacédo para fragmentacdo do DNA, comparado ao
MEM* (P<0,05). Com relacdo a proliferacdo celular, todos os tratamentos
apresentaram uma reducéo significativa, comparados ao MEM* (P<0,05). Além disso,
0s resultados mostraram que os niveis de mMRNA para o gene FOXL2 reduziram
significativamente nos tratamentos com DOX e CAs100. J4 o nivel de mRNA relativo
de BAX/BCL2 foi superior no tratamento com DOX (P<0,05). Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos em relacéo a expressao da

caspase-3. Os dados do presente estudo indicam que a CAs possui efeitos de



citotoxicidade dose-dependente nos foliculos pré-antrais, afetando tanto as células
estromais quanto a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais,

sugerindo um efeito na inducdo da senescéncia celular.

Palavras-chave: Foliculos pré-antrais. Insuficiéncia ovariana. Quimioterapia.

Cromomicina As.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of chromomycin As (CAs), a metabolite
isolated from marine bacteria of the genus Streptomyces with potent antibacterial and
antitumor activity, on the survival, activation and in vitro development of sheep
preantral ovarian follicles. Ovarian cortex fragments collected from a slaughterhouse
were randomly assigned to the following experimental conditions: uncultured control
(NC), cultured in vitro (CIV) in a-MEM* medium alone (MEM*); or with the addition of
0.3 pg/mL doxorubicin (DOX) as a positive control; or 100, 200 or 300nM of CAs
(CAs5100, CAs200 and CAs300). After 1 or 6 days of IVC, the fragments were processed
and stained with Periodic Acid Schiff (PAS) for morphological evaluation or Sudan
Black B (SBB) to assess lipofuscin accumulation, immunohistochemistry for PCNA and
TUNEL and gene expression for the FOXL2, BAX, BCL2 and caspase-3 genes. The
CA5300 treatment showed the lowest follicle survival rate on D1 when compared to
the other treatments (P<0.05). After 6 days of IVC, DOX, CAs200 and CAs300
significantly reduced survival in all follicular categories when compared to MEM™*. With
regard to normal primordial follicles, only MEM* and CAs100 remained similar to NC
after 1 day of IVC. With regard to follicular development, CAs300 was the only one with
the lowest rate of developing follicles compared to MEM+ on D1. On D6, CAs200 and
CAs300 had the lowest rates of developing follicles compared to the other treatments
(P<0.05). As for stromal density, at D6, CAs200 and CAs300 had reduced cell density
compared to MEM+ (P<0.05), while CAs100 remained similar. On D6 of IVC, all
treatments showed a significantly higher percentage of senescent cells (SB) compared
to MEM+, but CAs300 showed the highest mark for DNA fragmentation compared to
MEM+ (P<0.05). With regard to cell proliferation, all treatments showed a significant
reduction compared to MEM+ (P<0.05). In addition, the results showed that the mRNA
levels for the FOXL2 gene were significantly reduced in the treatments with DOX and
CAs100. The relative mRNA level of BAX/BCL2 was higher in the DOX treatment
(P<0.05). However, no significant differences were observed between treatments in
relation to caspase-3 expression. The data from the present study indicate that CAs
has dose-dependent cytotoxic effects on preantral follicles, affecting both stromal cells
and the survival and development of preantral follicles, suggesting an effect on the

induction of cellular senescence.



Keywords: Pre-antral follicles. Ovarian insufficiency. Chemotherapy. Chromomycin
As.
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1 INTRODUCAO

Existem diferentes manifesta¢des clinicas causadas ao sistema reprodutor
feminino apds tratamento quimioterapico, que vao desde falhas temporarias do ciclo
menstrual, até uma perda permanente da reserva de foliculos ovarianos que levam a
paciente a infertilidade. Do sistema reprodutor feminino, o ovario € o 6rgdo mais
suscetivel aos danos causados pelo tratamento de quimioterapia que podem levar as
mulheres submetidas ao tratamento, a uma falha ovariana prematura (FOP) (Oktem
et al., 2018).

A FOP pode ocorrer principalmente pela degeneracéo dos foliculos primordiais
causada pelos danos ao DNA dos odcitos que levam os foliculos pré-antrais a
apoptose ou causados pela reducao drastica dos foliculos em crescimento que levam
a uma ativacdo em massa dos foliculos primordiais, resultando na reducao do pool de
reserva dos gametas (efeito burnout) (Masciangelo et al., 2020). Os danos aos ovario
incluem ainda a injUria aos vasos sanguineos do estroma com consequente reducao
da vascularizagéo e fibrose, que também estéo associadas com a reducao no do pool
de reserva e declinio na fung¢édo enddcrina do ovario (Oktem & Oktay, 2007; Bedoschi;
Navarro; Oktay, 2016; Codacci-Pisanelli et al., 2017; Mauri et al., 2020; Du et al.,
2022).

Em jovens mulheres, a perda da fertilidade futura é considerada um dos piores
efeitos colaterais do tratamento do céancer e muitas chegam a adiar a terapia
anticancer, por medo da infertilidade causada pelo uso dos quimioterapicos (Llarena
et al., 2015). Além disso, as taxas de fertilidade em mulheres apés a quimioterapia,
sao significativamente inferiores quando comparadas as taxas de fertilidade de
homens que se submeteram ao mesmo tratamento quimioterapico (Steinshein et al.,
2011). Dessa forma, a escolha dos agentes quimioterapicos que preservem melhor a
fertilidade feminina s@o imprescindiveis do sucesso do tratamento.

Neste sentido, novos compostos alternativos, como os de origem natural
efetivos contra linhagens de células tumorais e que apresentem efeitos colaterais
reduzidos, tém sido alvos de varios estudos (Pieme et al., 2014; Ohnishi & Takeda,
2015). Na busca de novas substancias, o ambiente marinho tem emergido como uma
fonte imensuravel de compostos bioativos (Wilke et al., 2020). Bactérias marinhas do
género Streptomyces (familia streptomycetaceae; ordem actinomycetales) tém sido

consideradas grande produtoras de compostos ativos e dentre os metabdlitos
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secundarios destas bactérias, as cromomicinas tem sido isoladas e embora
conhecidas pela sua potente atividade antimicrobiana, o principal interesse
farmacoldgico dessas moléculas, tem sido sua potente atividade antiproliferativa em
células tumorais (Pettit et al., 2015).

A cromomicina As (CAs) tem se apresentado como uma substancia com maior
potencial antiproliferativo em diversas linhagens de células tumorais do que outras
cromomicinas ja investigadas (Pinto et al., 2020). Seu efeito antiproliferativo se
mostrou dose-dependente em concentracdes na ordem de nanomolar em linhagens
tumorais, inclusive quando comparada aos agentes quimioterapicos padrdao, como a
doxorrubicina (DOX) (Pettit et al., 2015; Pinto et al., 2020; Sahm et al., 2020). O
mecanismo de acdo das cromomicinas nas linhagens tumorais tem sido descrito pela
sua ligagcéo ao sulco menor da dupla fita de DNA que estimulam a expressao de genes
relacionados a apoptose (Boer et al., 2009; Zihlif et al., 2010).

Recentemente, os efeitos citotoxicos da CAs foram avaliados no meio de
maturacao in vitro de odcitos bovinos e foi demonstrado que a CAs nas concentracdes
entre 100 a 200nM reduziram as taxas de maturagdo oocitaria (Costa et al., 2021). No
entanto, ainda ndo sdo conhecidos os efeitos da CAs sobre a viabilidade e crescimento
de foliculos ovarianos pré-antrais, que constituem a reserva de gametas no ovario
mamifero. Dessa forma, o objetivo do presente artigo foi avaliar o efeito citotdéxico da
CAs na sobrevivéncia, ativacdo e crescimento de foliculos ovarianos pré-antrais de

ovelhas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfofisiologia da gbnada feminina

O ovario possui uma estrutura complexa composta por uma medula interna,
rica em vasos sanguineos, e um cértex externo com corpos luteos, corpos albicans e
hemorragicos, bem como foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento (Bahr,
2018; Tetkova et al., 2019).

O foliculo é a unidade morfofuncional do ovério, e € composto por trés tipos
celulares: odcito, células da granulosa (GCs) elou células da teca (Li, 2022). O
crescimento e a diferenciacdo do foliculo ovariano € um processo coordenado por
interagbes complexas entre o odcito e a ceélulas circundantes, com sinalizagdes
autocrinas, paracrinas e endocrinas importantes para o controle da gametogénese
feminina (Matzuk et al., 2002; Li et al., 2021).

2.2 A gametogénese feminina: oogénese e foliculogénese

A oogénese e a foliculogénese (Figura 1) sdo processos simultaneos que
comecam na fase fetal na maioria dos mamiferos. No entando, a oogénese tem inicio
antes da foliculogénese e se estende além do término deste processo. Isso envolve
0 processo pelo qual os odcitos e foliculos se formam, passando por estagios de
crescimento para eventualmente liberar o ovocito maduro. O odcito cresce e
amadurece dentro do foliculo para se tornar fertilizavel e as células somaticas
proliferam e se especializam como o0s principais produtores de hormoénios sexuais
esterodides, e de outras moléculas reguladoras locais (Gershon & Dekel, 2020).

A oogénese é um processo complexo regulado pela interacdo de diversos
fatores intra e extra-ovarianos, caracterizada pelo crescimento e a diferenciagéo do
gameta feminino (Sanchez & Smitz, 2012; Robert & Gilbert, 2018). O processo de
desenvolvimento dos o0citos comeca com as células germinativas primordiais
(CGPs), ainda na fase fetal, e ainda na vida embrionaria, as CGPs migram para a
gbnada em desenvolvimento e sofrem sucessivas divisdes mitoticas e se diferenciam
em oogonias. Por volta do 3° més de vida embrionaria, as oogonias estao circundadas
por uma camada de células somaticas da granulosa (CG) pavimentosas e formam os

foliculos primordiais. As oogbnias se dividem mitoticamente e subsequentemente,
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iniciam a primeira divisdo meidtica (Bahr, 2018) se transformando em odcitos
primarios (odcito ). Ainda na vida embrionaria, os foliculos primordiais aumentam em
ndamero e tamanho e por volta do 5° més chegam a 7 milh6es no ovario. Até o
nascimento, muitos foliculos primordiais entram em apoptose e chegam a cerca de 2
milhdes de foliculos (Li et al., 2021).

Ainda na vida embrionaria, os odécitos primarios ficam em proéfase | no estagio
de dipl6teno, e por volta do 7° més de gestacao, milhares de foliculos primordiais ja
degeneraram no ovario por um processo denominado atresia. Em mulheres, o nimero
de foliculos primordiais diminui de 2 milhdes para 400.000 ao atingir a menarca,
constituindo assim, o pool de reserva folicular no ovario (Tal & Seifer, 2017).

O foliculo primordial é constituido por um odcito | envolto por uma camada de
CG pavimentosas e a maioria dos foliculos primordiais permanece quiescente,
enguanto um nuamero limitado entra em um processo de ativacdo para integrar o
conjunto de foliculos em crescimento. Os foliculos primordiais sdo ativados por uma
via de sinalizacdo complexa e sdo estimulados por horménios hipofisarios, as
gonadotrofinas (Elkouby & Mullins, 2017).

A manutencado da quiescéncia do pool de reserva ovariana previne a ativacao
prematura, assegurando o desenvolvimento adequado de foliculos para a reproducéo
(Reddy, 2008). A via de sinalizacdo PTEN/PISK/AKT/FOXO3 foi identificada como
uma das vias de sinalizacdo essenciais para o desenvolvimento folicular, regulando a
dorméncia e a ativagao folicular. A inibicdo da PTEN e a ativagdo da PI3K podem
induzir a ativacdo dos foliculos primordiais quiescentes. A fosfatase homoéloga a
tensina (PTEN) atua como um regulador negativo da via de sinalizagdo da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K/AKT), onde a PI3K regula a fosforilagéo de AKT. Esta,
por sua vez, controla a fosforilacdo do fator de transcricdo forkhead (FOXO3),
desencadeando, assim, o processo de ativacao folicular (Lee & Chang, 2019).

Ja o “forkhead box" L2 (FoxI2), um fator de transcricdo expresso durante todo
0 processo de foliculogénese, desempenha um papel fundamental na diferenciacéo
das células da granulosa. Estudos indicam que a auséncia de FoxI2 causa interrupgao
dessa diferenciacdo durante a transi¢cdo do estado pavimentoso para cubdide. Esse
desequilibrio leva a atresia prematura e a deplecao do pool de foliculos primordiais,
resultando em infertilidade (Schmidt et al., 2004; Uda et al., 2004).
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Apos a ativacao folicular marcada por uma alteracdo morfolégica nas CGs que
passam de células pavimentosas para cubicas, o foliculo agora é classificado como
primério, com uma camada completa de CGs cubicas (Martelli et al., 2017). Os
foliculos que apresentam caracteristicas tanto de primordiais (células pavimentosas)
guanto de primarios (células cubicas), sdo denominados de foliculos intermediarios ou
de transicdo (Silva et al., 2004).

O foliculo em crescimento evolui para foliculo secundario, com mudltiplas
camadas de CGs e um odcito | em crescimento. No foliculo secundario observa-se a
formacdo da zona pellucida ao redor do odcito. Além disso, nesse estadio, 0s
precursores das células da teca séo recrutados provavelmente do estroma ovariano
que irdo constituir as camadas interna e externa de células da teca (Vlieghe et al.,
2023). Com o crescimento dos foliculos secundarios ocorre, entre as camadas de
CGs, a formacédo de uma cavidade repleta de liquido denominada antro (Wigglesworth
et al., 2015). A partir desse estagio, os foliculos passam a ser denominados antrais e
séo caracterizados pelo aumento acentuado do diametro folicular ocasionado pelo
crescimento do odcito, multiplicacdo das células da granulosa e da teca e acimulo do
fluido antral que aumenta pela secrecéo de fatores osmoticos pelas CGs e compde
cerca de 90% do volume folicular (Wigglesworth et al., 2015). Tal fluido pode servir
como uma importante fonte de substancias reguladoras derivadas do sangue ou de
secrecdes de células foliculares, como gonadotrofinas, esteroides, fatores de
crescimento, enzimas, proteoglicanos e lipoproteinas (Bristol-Gould & Woodruff, 2006;
Rodgers & Irving-Rodgers, 2010). Sob a influéncia do horménio luteinizante (LH), os
oocitos completam a primeira divisdo celular meidtica. Neste estagio, ocorre uma
pausa na segunda metafase meidtica, e sdo esses odcitos que ovulam normalmente
junto com o primeiro corpo polar (Clarke, 2018).

Durante a vida reprodutiva, a populacdo de foliculos primordiais declina e o
namero de foliculos primordiais é drasticamente reduzido até a menopausa, quando
sua populagcéo chega a menos de 1.000 foliculos no ovario, e este se torna incapaz
de produzir hormdnios e liberar o odcito maduro (Faddy et al. 1992; Hansen et al.
2008).
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Figura 1- Representacdo esquematica da foliculogénese em mamiferos durante

a vida reprodutiva.

(®)
~—

~

f‘\
( .J Foliculo de
-, L
( e ) transicdo
)

2% ;
® F0.|Ile|9
oo" Pprimario
L ]

Foliculo
secundario Foliculo
antral

_ Foliculo
( @) primordial

ULy
..
Y o

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.3 Senéscencia celular e envelhecimento ovariano

A senescéncia celular € marcada pela parada permanente do ciclo celular e
perda da capacidade proliferativa, podendo ser desencadeada por diversos estimulos
estressores, tais como o processo natural de envelhecimento, dano no DNA e
presenca elevada de espécies reativas de oxigénio (Herranz & Gil, 2018; Di Micco et
al., 2021). A finalidade da senescéncia celular € interromper a proliferacao de células
danificadas, evitar a propagacdo do dano genético para a proxima geragdo celular,
eliminar fatores prejudiciais acumulados e desativar a capacidade de transformacéo
maligna dessas células (Vicenzio et al., 2008). No entanto, embora a inducdo da
senescéncia celular a curto prazo possa trazer beneficios em diversos cenarios, a
permanéncia prolongada parece ter efeitos prejudiciais para o organismo (Yosef et al.,
2016).
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A senescéncia pode ser ocasionada por fatores como estresse oxidativo,
radiacdo, luz ultravioleta e quimioterapicos, que danificam o DNA (Campisi & D’adda,
2007; Campisi, 2011; Van Deursen, 2014). Estudos recentes comprovaram que a
senescéncia celular induzida por agentes quimioterapicos, pode levar a deterioracao
da estrutura e funcéo dos tecidos normais (Di Micco et al., 2021; Gao et al., 2023).
Portanto, a senescéncia celular pode ser um mecanismo para suprimir a ocorréncia
de tumores mas o acumulo excessivo de células senescentes nos tecidos e 6rgaos
pode afetar negativamente a capacidade regenerativa e criar um ambiente pro-
inflamatorio favoravel ao aparecimento e progressdo de varias doencas, incluindo
cancer (Li et al., 2019). Células senescentes secretam fatores que afetam o
crescimento de suas células vizinhas e a matriz extracelular alterando a organizacéo
tecidual no entorno. Fatores paracrinos e autécrinos produzidos pelas células
senescentes tem grandes efeitos no crescimento e sobrevivéncia de células in vivo e
in vitro.

As células senescentes podem adquirir um fendtipo secretdrio associado a
senescéncia, (FSAS) que envolve a liberacdo de citocinas, proteases de matriz
extracelular que causam danos e contribuem com a disfuncéo da arquitetura do tecido,
causando fibrose. Evidéncias que marcam o FSAS incluem o aumento no tamanho
celular, expressdo de ciclinas inibidoras do ciclo celular, aumento de enzimas
lisossomais como a -galactosidase associada a senescéncia (SA-B-Gal), acimulo de
lipofuscina no compartimento lisossomal, danos no DNA (Velarde & Menon, 2016).

A lipofuscina consiste em um agregado de proteinas oxidadas que se
acumulam em agregados citoplasmaticos e é considerado um importante marcador
de células senescentes (Geogarkopoulo et al., 2013). Estudos tem relatado o acamulo
de granulos de lipofuscina com o decorrer da idade no ovario de cabras e
camundongas e sugerem que 0 aumento de ceélulas senescentes pode estar
relacionado com o declinio da reserva ovariana (Ansere et al., 2021; Lima et al. 2023).

O Sudan Black B é uma coloracdo histoquimica lipofilica que identifica a
lipofuscina e é facilmente aplicavel para estudos in vitro, em tecidos fixado em
formalina e embebido em parafina (Gatenb & Moussa, 1949; Rasmussen, 1961; Jung;
Hohn; Grune, 2010). O corante, devido a sua natureza lipofilica, quando em contato

com lipideos, cora o componente lipidico da lipofuscina (Romijn et al., 1999).
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2.4 Atresia folicular

Os foliculos pré-antrais (FOPA) que compreendem os foliculos primordiais,
primérios e secundarios, representam cerca de 90 a 95% da populacao folicular,
armazenam a grande maioria dos odcitos e constituem, portanto, o pool de reserva
folicular no ovéario mamifero (Figueiredo et al., 2007). No entanto, é importante notar
que a maioria desses foliculos (99,9%) ndo alcanca a ovulacao; eles sédo eliminados
por meio de um processo conhecido como atresia folicular (Pelosi et al., 2015; Babhr,
2018).

A atresia € um processo complexo de morte folicular que ocorre naturalmente
no ovario e regula o pool de reserva folicular. Este processo inclui a perda do oocitos
e das células somaticas foliculares (Li et al., 2023), € regulado por fatores de
crescimento e hormdénios e envolve mdultiplos mecanismos reguladores como a
apoptose e a autofagia (Stringer et al., 2023). A atresia é essencial para manutencao
da homeostase do ovario e sua desregulacdo contribui com o estabelecimento de
desordens reprodutivas, como a sindrome do ovario policistico e a falha ovariana
prematura (FOP) (Duncan, 2014).

A autofagia e a apoptose sdo processos que parecem coexistir durante o
desenvolvimento folicular e a atresia nos od0citos, nas células da granulosa
(GCs),assim como nas células estromais dependendo das situacfes. A autofagia é
um processo celular que engloba a fusdo do autofagossomo, uma vesicula que
contém materiais a serem reciclados, com o lisossomo, formando assim o
autolisossomo, responsavel pela degradacdo e reciclagem de componentes
intracelulares (Stringer et al., 2023). A atividade autofagica no pool folicular parece ser
um processo continuo, afetando aproximadamente 20% dos foliculos ovarianos de
mulheres em todas as faixas etarias (Cacciottola et al., 2023). Em situacdes em que
ha falta de fatores de crescimento, a autofagia pode ser causada por meio de uma
cascata de sinalizacdo, o que ajuda a sustentar a sobrevivéncia das células. No
entanto, sob condicbes de estresse extremo como no caso da quimioterapia, a
autofagia excessiva pode induzir a morte celular por meio de um efeito combinado de
autofagia e apoptose e, consequentemente, diminuigéo das reservas ovarianas (Zhou;
Peng; Mei, 2019).

A apoptose € um processo complexo que envolve muitas moléculas, incluindo

proteinas antiapoptoticas, pro-apoptoticas e caspases (Grivicich; Regner; Rocha,



26

2007). Esse processo pode ser desencadeado por duas vias principais: a via
intrinseca e a via extrinseca. A via intrinseca & ativada dentro da célula e é
predominantemente regulada pelas mitocondrias, enquanto a via extrinseca € iniciada
de fora da célula, normalmente em resposta a condicfes e fatores do ambiente
extracelular, como os tratamentos quimioterapicos (Czabotar et al., 2014). Na via
intrinseca, as proteinas BH3 detectam sinais apoptoticos e 0s transmitem aos
membros da familia BCL-2. Elas inibem as proteinas antiapoptéticas BCL-2,
resultando na ativacdo de BAX e BAK, que permeabilizam a membrana mitocondrial
externa, liberando citocromo C. O apoptossomo € entdo formado, levando a ativacao
da caspase-9 e subsequente ativacdo da caspase-3 e -7. Na via extrinseca, 0s
receptores de morte sdo ativados por sinais externos, levando a ativacao da caspase-
8 e -10. A apoptose pode entéo ser iniciada diretamente, através da clivagem direta
das caspases-3 e -7, ou indiretamente, através da clivagem de BID em tBID e

subsequente ativacdo de BAX e BAK (Stringer et al., 2023).

2.5 Importancia da biotécnica de MOIFOPA para teste de toxicidade reprodutiva

Os quimioterapicos sdo substancias citotéxicas que podem afetar de forma
variavel a funcao do ovario dependendo da idade e da reserva ovariana no momento
do diagndéstico e do tipo de quimioterapia (Torino et al., 2014). Nesse contexto, a
preservacao da reserva folicular ovariana se torna crucial, pois engloba intervencgdes
e procedimentos que tém como objetivo proteger a oportunidade de conceber um
bebé, especialmente quando a condig&o clinica do paciente ou o tratamento proposto,
podem ameacar a fertilidade (Eshre et al., 2020).

A possibilidade da existéncia de efeitos secundarios pos quimioterapia a longo
prazo, tanto pré-clinicos como clinicos, levou a investigacdes de forma crescente
nessa area. Além disso, levou ao desenvolvimento continuo de um sistema de
cuidados de suporte destinado a avaliar e tratar os efeitos colaterais dos tratamentos
anticancerigenos, incluindo o impacto na fertilidade e na qualidade de vida de

mulheres pdés quimioterapia(Ben-Aharon & Shalgi, 2012).
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Assim, a biotécnica de Manipulacdo de Odbcitos Inclusos em Foliculos
Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA), representa uma importante ferramenta atualmente
empregada para a compreensdo dos processos iniciais da foliculogénese, obtencéo
de odcitos competentes destinados a outras biotécnicas da reproducdo, como a
producao in vitro de embrides, a clonagem e as transgenias. Além disso, essa técnica
também é empregada para investigar como medicamentos afetam o desenvolvimento
dos foliculos pré-antrais (Guerreiro et al., 2019).

Dentre as etapas da MOIFOPA, o cultivo in vitro, seja utilizando tecido ovariano
ou mesmo foliculos isolados do ovario, possui a capacidade de avaliar de maneira
eficiente e segura os efeitos de compostos quimicos na funcdo ovariana e na
fertilidade (Guerreiro et al., 2019). Essa abordagem possibilita um acompanhamento
detalhado dos efeitos de compostos como os quimioterapicos, expondo os foliculos
ovarianos a essas substancias, em um ambiente controlado de laboratério. Além
disso, novas abordagens terapéuticas estdo sendo investigadas, na busca em
minimizar os efeitos colaterais de quimioterapicos em células reprodutivas e preservar
a fertilidade das mulheres em tratamento. Exemplos dessas abordagens incluem o
emprego da melatonina (Palomino et al., 2021; Xing et al., 2022), resveratrol (Herrero

et al., 2023) e o extrato de Cimicifuga racemosa (L.) (De Assis et al., 2022).

2.6 Técnicas de avaliacao folicular

Existem varias técnicas para avaliar a estrutura e morfologia dos foliculos
ovarianos pré-antrais, permitindo a analise do seu desenvolvimento e previsao
durante o cultivo in vitro (Figueiredo et al., 2007). As técnicas utilizadas para avaliacéo
do tecido ovariano incluem métodos histolégicos, imunohistoquimica e gRT-PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa) e Sudan
Black B (Figueiredo et al., 2007; Kilic et al., 2012; Arbel et al., 2021; Xia et al., 2023).

A analise histologica tem sido empregada na identificacdo das caracteristicas
dos foliculos pré-antrais, como sua classificacdo, avangcos de desenvolvimento,
morfologia e densidade folicular (Palma et al., 2012). Uma das coloracOes
frequentemente utilizadas € a coloracdo que combina o PAS com hematoxilina (Silva
et al., 2004). A coloracdo PAS-hematoxilina destaca a zona pelicida e a membrana
basal, além de outros componentes foliculares como células da granulosa, citoplasma

e nucleo do odcito, proporcionando uma visualizagdo abrangente das estruturas
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envolvidas nos foliculos ovarianos (Figueiredo et al., 2007). O método de coloracéo
histolégica Sudan Black B €& uma técnica amplamente reconhecida por sua
capacidade de detectar lipofuscina que se acumulam nos lisossomos. A lipofuscina é
um conglomerado de proteinas, lipidios e metais oxidados, e sua presenca tem sido
associada a diversos processos relacionados ao envelhecimento (Evangelou &
Gorgoulis, 2017; Salmonowicz & Passos, 2017).

A imunohistoquimica, por sua vez, desempenha um papel crucial no
diagndstico baseado em tecidos e na deteccéo de biomarcadores, sendo amplamente
utilizada no mundo todo (Sukswai & Khoury, 2019). Na imunohistoquimica, a deteccdo
do PCNA (antigeno nuclear de células em proliferacdo) é uma abordagem importante
para avaliacdo da atividade de proliferacao celular (Melo et al., 2015). O PCNA é uma
proteina que forma um anel trimérico em torno do DNA, desempenhando um papel
crucial na replicacdo e reparo do DNA (Arbel et al., 2021). No ovario, esse antigeno é
utilizado como marcador do desenvolvimento folicular avaliagcdo da proliferacdo das
células da granulosa, odcitos e células estromais (Melo et al., 2015; Vatanparast et
al., 2021).

A técnica TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick
end labeling assay), um mecanismo imunohistoquimico, fundamenta-se na
capacidade da TdT (desoxinucleotidil transferase terminal), uma DNA polimerase , em
adicionar nucleotideos aos fragmentos das fitas de DNA quebradas na extremidades
3'-OH das células apoptoéticas (Mirzayans & Murray, 2020). O ensaio TUNEL é
amplamente utilizada para detectar danos no DNA, identificar células apoptéticas em
tecidos ou culturas e avaliar a toxicidade de medicamentos (Lebon et al., 2015;
Rossello & Adell, 2023). A técnica TUNEL tem sido empregada de forma eficaz em
diversos estudos para avaliar a presenca de apoptose em foliculos pré-antrais
(Guerreiro et al., 2019; Ai et al., 2023; Shen et al., 2023).

A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) € um método robusto e confiavel
para analisar a expressdo génica, onde o0s niveis de expressédo sdo quantificados
através da normalizacdo em relacdo aos genes de referéncia (Cai et al., 2014). A
avaliacdo da expressdo génica tem sido objeto de investigacdo, visto que o
desenvolvimento folicular inicial demanda a expressédo adequada de diversos genes

em diferentes estagios de desenvolvimento (Bonnet et al., 2013)



29

2.7 Agentes quimioterapéuticos e os impactos sobre os foliculos ovarianos

A terapia anticancer frequentemente resulta em insuficiéncia ovariana
prematura e infertilidade, uma vez que a reserva de foliculos ovarianos é altamente
sensivel aos efeitos da quimioterapia. Embora a criopreservacao de odécitos, embrides
e cOrtex ovariano possa auxiliar algumas mulheres com infertilidade causada pelo
cancer a conceber, o desenvolvimento de métodos eficazes para preservar a funcao
ovariana durante o tratamento com agentes antineoplasicos representa uma
vantagem significativa (Spears et al., 2019).

Esses agentes antineoplasicos podem ser classificadas em agentes
alquilantes, antraciclinas, antimetabdlitos, compostos de platina, taxanos e agentes
diversos (Chuai; Xu; Wang, 2012). Entre essas substancias, pode-se destacar a
ciclofosfamida, da classe dos alquilantes, a cisplatina, composto a base de platina, e
doxorrubicina, da classe das antraciclinas, como causadoras de danos profundos ao
ovario em estudos clinicos e biologicos (Bedoschi; Navarro; Oktay, 2016).

Agentes quimioterapicos alquilantes, como a ciclofosfamida, sdo conhecidos
por serem altamente gonadotéxicos, e evidéncias sugerem que eles podem induzir
danos nos ovarios por meio da regulacéo positiva da sinalizacdo PI3K/Akt. Isso pode
resultar na ativacdo prematura dos foliculos primordiais e, eventualmente, no
esgotamento prematuro da reserva de foliculos primordiais (Sonigo et al., 2019 ).

A cisplatina € uma droga citotoxica que causa apoptose ao danificar o DNA,
ativar varias transducdes de sinal e subsequente inibicdo da replicacdo e da mitose.
E amplamente utilizado no tratamento de cancer sélido, como cancer de prostata,
cancer de ovario, cancer de cabeca e pescoco, cancer de bexiga e pulmao e alguns
outros tipos de cancer (Ghosh, 2019). Em um estudo anterior, foi observado que
camundongos que receberam transplantes de tecido ovariano humano e
posteriormente foram submetidos a uma Unica injecéo intraperitoneal de cisplatina em
uma dose de 5 mg/kg apresentaram alteracbes morfologicas nos foliculos, incluindo
auséncia de odcitos, atresia folicular e apoptose de células da granulosa e odécitos
(Bildik et al., 2018).

Ja a doxorrubicina, também conhecida pelos nomes comerciais Adriamicina e
Rubex, atua através da inibicdo da enzima nuclear topoisomerase lla, impedindo
assim, o superenrolamento e torcdo do DNA durante a replicacdo e,

consequentemente, provocando a quebra do DNA, apoptose das células da
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granulosa, acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), declinio do potencial da
membrana mitocondrial nas células da granulosa (Spears et al., 2019). A DOX é
frequentemente utilizada em varios regimes de quimioterapia multiagentes para
leucemia linfoblastica aguda, linfoma de Hodgkin e cancer de mama invasivo
(Rivankar, 2014). Estudos anteriores demonstraram uma toxicidade dose-dependente
no desenvolvimento dos foliculos ovarianos, no estimulo hormonal e na maturacao
dos odcitos, além de senescéncia ovariana aumentada (Xiao et al., 2017; Gao et al.,
2023). Nesse contexto, a busca por novos quimioterdpicos com menor incidéncia de
efeitos colaterais, como para a gonadotoxicidade, tem se tornado relevante para a
pesquisa oncoldgica atual.

Portanto, é essencial aprofundar a compreensédo dos mecanismos que causam
dano ovariano por esses agentes, visando também o desenvolvimento de adjuvantes

gue protejam a fertilidade.

2.8 Uso de substancias naturais com acao antitumoral

Atualmente, a busca por novas substancias anticancerigenas de origem natural
estd sendo realizada tanto em plantas terrestres quanto em ambientes marinhos
(Greenwell & Rahman, 2015). O ambiente marinho é caracterizado por possuir uma
enorme diversidade de organismos, oferecendo grandes oportunidades para a
obtencdo de novos compostos bioativos com atividade anticancerigena (Lichota &
Gwozdzinski, 2018; Wilke et al., 2020). As bactérias marinhas do género Streptomyces
(familia streptomycetaceae; ordem actinomycetales) tém sido consideradas grandes
produtoras de compostos ativos que tem contribuido com o tratamento do cancer
(Pinto et al., 2015). Dentre os compostos isolados da Streptomyces, destacam-se a
DOX, um composto utilizado como quimioterapico comercial e as cromomicinas que

tém se destacado pelos seus efeitos antibacterianos e antitumorais.

2.8.1 Cromomicinas

As cromomicinas séo policetideos triciclicos glicosilados pertencentes a familia
dos &acidos aureolicos, produzidas e secretadas por actinobactérias do género
Streptomyces (Lombo et al., 2006). Os actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas

amplamente distribuidas no solo de ambientes terrestres e aquaticos (Bérdy, 2012)
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Essas bactérias possuem atividades antimicrobianas e antitumorais,
representados por outras classes de compostos como as mitramicinas, olivomicinas e
duramicinas (Lombo et al., 2006; Gozari, 2019).

Um estudo conduzido por Guimarées et al. em 2014 revelou que a cromomicina
A2 (CA2), obtida a partir de culturas em grande escala da bactéria Streptomyces sp.,
apresentou a capacidade de induzir um processo conhecido como autofagia. Este
estudo se concentrou no uso da CAz em células de melanoma metastético,
comumente na linhagem MALME-3M. Além disso, o estudo realizou um teste em sete
diferentes linhagens celulares, consistindo em seis linhagens tumorais e uma nao
tumoral. O CAzfoi aplicado nessas seis linhagens celulares em trés periodos de tempo
distintos (24, 48 e 72 horas). Os resultados da pesquisa descobriram que o CA:2 foi
capaz de induzir a morte celular. J& a cromomicina As (CAs) € um antibidtico isolado
de uma cultura de Streptomyces griseus, foi obtida originalmente na cidade de
Toyonaka, no Japao (Slavik & Carter, 1975). A CAs interage no sulco menor da hélice
do DNA em regifes com alto contetdo de citosina e guanina (C-G), causando danos
ao DNA nas células tratadas (zZihlif et al., 2010; Murase; Noguchi; Sasaki, 2018).

Além das cromomicinas citadas acima, € importante destacar aqui a
cromomicina As (CAs), que tem se apresentado como uma das mais citotoxicas (Pettit
et al., 2015; Pinto et al., 2020). Pinto et al. (2020), avaliaram os efeitos de algumas
cromomicinas (CAs, CAs, CA7 e CAs) em linhagens de celulares tumorais, incluindo
melanoma, mama, colon e carcinomas de préstata. Todas as quatros cromomicinas
apresentaram alta atividade citotoxica. No entanto, a CAs foi a mais eficaz em todas
as células testadas, com doses variando entre 0,2nM a 7,9nM.Em um estudo
conduzido por Sahm et al. (2020), foi demonstrado pela primeira vez que as
cromomicinas CAs e CAs, isoladas e purificadas a partir do cultivo da bactéria
Streptomyces sp. BRA-384, apresentam afinidade pelo fator de transcricdo T- box 2
(TBX2). Esta descoberta € significativa, pois o TBX2 emergiu como um novo alvo
potencial na terapia anticancer, uma vez que é superexpresso em diversos tipos de
cancer, incluindo rabdomiossarcoma, cancer de mama, nasofaringeo e prostata,
apresentando papel critico como fator de regulacdo em células tumorais, contornando
a senesceéncia e limitando os principais reguladores negativos do ciclo celular (Sahm
et al., 2020). Uma visdo geral dos mecanismos de acdo das cromomicinas €&
apresentada no estudo de Wilke et al. (2020), no qual a CAs foi capaz de inibir o TBX2,

resultando na inducdo de efeitos antiproliferativos e antimetastaticos, ao permitir a
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expressdo da quinase 1 dependente da ciclina (p21) e da proteina E-caderina,
respectivamente.

Um estudo recente avaliou a indug¢do da morte celular imunogénica (MCI) por
cromomicinas Ass (CAs) em melanoma metastatico murino (linhagem B16-F10). Os
resultados mostraram que as CAs, especialmente a CAs (100nM), foram capazes de
induzir a morte celular imunogénica (MCI) em células tumorais, caracterizada por
estresse celular, morte por apoptose e liberacédo de padroes moleculares associados
a danos (DAMPs, do inglés damage associated molecular patterns). A CAs (100nM)
também foi capaz de gerar um efeito vacinal in vivo, reduzindo significativamente o
crescimento tumoral em animais vacinados com células tumorais pré-expostas a CAs
(Floréncio et al., 2022).

Os resultados mais recentes sobre a toxicidade ovariana da CAs, avaliaram os
efeitos toxicos do CAs no meio de maturacdo in vitro de odcitos bovino. Foi
demonstrado que o CAs trouxe uma reducdo significativa nas taxas de maturacao
oocitaria apenas na concentracao de 200 nM. No entanto, nas concentracdes de 100
e 200 nM, observou-se um aumento na taxa de degeneracdo oocitaria (Costa et al.,
2021). Os resultados apresentados levantaram questfes sobre como essa substancia
pode afetar os processos de terapia das células ovarianas, desencadear a morte
celular e/ou provocar uma ativacdo em massa dos foliculos primordiais, resultando na
reducdo drastica da reserva de gametas no ovario. O presente estudo tem o potencial
de oferecer informacdes significativas sobre os efeitos do CAs no ovario,
especialmente considerando seu potencial como um agente farmacéutico no combate

ao cancer.
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3 JUSTIFICATIVA

A busca por substancias com atividade antitumoral efetiva e com efeitos
colaterais reduzidos tais como, falha ovariana prematura ou infertilidade, tem sido o
foco de varios grupos de pesquisa, com o objetivo de garantir a qualidade de vida dos
pacientes em tratamento contra o cancer (Kazufumi et al.,, 2014; Luo et al.,2018;
Guerreiro et al., 2019). Portanto, é de extrema importancia avaliar o potencial de danos
causados pelos quimioterapicos durante o tratamento do cancer, com o objetivo de
desenvolver farmacos que preservem a fertilidade dessas pacientes.

Nesse cenario, estudos envolvendo novos compostos haturais com
propriedade anticancerigena vém ganhando grande destaque, como a cromomicina
As (CAs). A CAs é reconhecida por sua elevada toxicidade em células tumorais. No
entanto, seu efeito na sobrevivéncia, ativacdo e desenvolvimento dos foliculos
ovarianos pré-antrais ainda néo foi investigado.

A investigacao de efeitos tdxicos de candidatos as drogas quimioterapicas no
ovario humano usando estudos in vitro € dificultada pela pouca disponibilidade de
amostras de tecido ovariano de humanos. Portanto, estudos tém sido conduzidos
utilizando modelos animais in vivo ou in vitro (Almeida et al., 2022; Guerreiro et al.
2016). Os sistemas in vitro oferecem melhores alternativas no uso de técnicas que
investiguem vias bioquimicas celulares de toxicidade, integridade da membrana,
sistemas de desintoxicacao celular, capacidade metabdlica e danos no DNA, podendo
ser feito diretamente apds o cultivo in vitro. Os modelos de sistemas in vitro
empregados em testes de toxicidade tém muitas vantagens, incluindo a reducgéo do
namero de animais de laboratorio e, consequentemente, do tempo de analise
(Delraso, 1993; Lecluyse et al.,1996). Nesse sentido, destaca-se a importancia de
biotécnicas como a manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos prée-
antrais (MOIFOPA), que permite a realizacdo de testes toxicolégicos sobre a funcéo
reprodutiva da fémea. A MOIFOPA tem sido considerada como uma excelente
ferramenta para avaliar o impacto de substancias antitumorais sobre a fertilidade da
fémea, investigacao dos mecanismos de acao destas substancias e no impacto das
drogas antineoplasicas no ovario (Baldassare, 2008; Guerreiro et al., 2016, 2019).

Nos ultimos anos, animais de producdo destinados ao abate tém sido
amplamente utilizados como doadores de ovarios (Silva et al., 2019; Naupas et al.,
2021) e odcitos (Van Woudenberg et al.,, 2017; Sa et al.,, 2019). Devido as
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semelhancas morfofisiologicas do ovario, na duracdo da foliculogénese e no
desenvolvimento folicular entre as espécies humana e ovina, essa Ultima se
caracteriza como um excelente modelo translacional para a primeira (Cazarin, 2004,
Naupas et al., 2021). Portanto, no presente estudo foram utilizados ovarios de ovelhas
oriundos de abatedouros locais para investigar a toxicidade da cromomicina As sobre
a sobrevivéncia, ativacdo e desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais inclusos

em tecido ovariano.



35

4 HIPOTESE CIENTIFICA

A cromomicina As ndo apresenta efeito citotoxico nos foliculos ovarianos pré-
antrais dose-dependente, ndo induz a morte celular e ndo reduz a reserva de foliculos

primordiais no ovario mamifero.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

e Avaliar a toxicidade da cromomicina As sobre o desenvolvimento in vitro de

foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano de ovelhas.
5.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos toxicos da cromomicina As nas concentragfes de (0, 100, 200
e 300nM) sobre a densidade do estroma, a sobrevivéncia, a ativacdo e o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais presentes no tecido ovariano cultivados
in vitro por 1 e 6 dias;

e Avaliar a marcacdo de lipofuscina, estimando a ocorréncia de senescéncia
ovariana.

e Investigar a presenca de dano ao DNA pelo ensaio de TUNEL e proliferacédo
celular através da analise da expressao de PCNA.

e Verificar a expresséo génica de fatores relacionados a foliculogénese (FOXL2) a

apoptose (BAX, BCL-2 e caspase-3).
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6 METODOLOGIA

6.1 Coleta de ovarios

Todo o experimento foi realizado respeitando os principios éticos de bem-estar
animal, sendo o projeto aprovado pelo comité de ética da Universidade Estadual do
Ceara sob o numero (N°05135399/2023). Os ovérios (n = 12) foram coletados de 6
ovelhas adultas, sem raga definida, em abatedouro local. Imediatamente post-mortem,
os ovarios foram lavados com alcool (70%), seguido de duas lavagens em Meio
Essencial Minimo (MEM) suplementado com penicilina (100 pg/mL), estreptomicina
(100 pg/mL) e HEPES (25 mM — MEM-HEPES). Os ovarios foram transportados para
o laboratério no meio MEM-HEPES a 4 °C no periodo méaximo de 1 hora (Chaves et
al., 2008).

6.2 Meio de Cultivo

O meio de cultivo basico (cultura controle) consistia em a-MEM (pH 7,2 - 7,4)
suplementado com 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), insulina 10 pg/mL,
transferrina 5,5 pg/mL e selénio 5 ng /mL (ITS), glutamina 2 mM e hipoxantina 2 mM ,

que foi chamada de a-MEM*.

6.3 Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de ovinos inclusos em fragmentos do

cortex ovarianos

No laboratério, cada par de ovario o cértex ovariano foi dividido fragmentos (3
x 3 x 1 mm). Posteriomente, os fragmentos foram fixados imediatamente para analise
histologica (controle ndo cultivado = NC). Os demais fragmentos foram distribuidos
em cinco (5) tratamentos, a saber: a-MEM* sozinho (MEM*); a-MEM* com adicdo de
0,3 pg/mL de doxorrubicina (DOX) como controle positivo; a-MEM* com adi¢gédo de
100nM da cromomicina As (CAs100), 200nM cromomicina As (CAs200) ou 300nM
cromomicina As (CAs300). O cultivo in vitro (CIV) foi realizado por 1 e 6 dias, em placas
de 24 pocos contendo 1 mL de meio, a 38,5 °C e 5% de CO2 em atmosfera umidificada.
A troca total do meio foi realizada a cada 2 dias. Cada tratamento foi replicado 6 vezes.
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6.4 Andlise morfologica dos foliculos pré-antrais cultivados in vitro

Apoés o término do periodo de CIV, em cada tratamento, os fragmentos foram
fixados em solucdo de Davidson (22,2% de formaldeido, 33,4% de etanol, 11% de
acido acético glacial e 33,4% de agua destilada) a temperatura ambiente por 12 horas
e destinados a histologia classica. Os fragmentos foram desidratados, diafanizados e
inclusos em parafina. Posteriormente, os blocos confeccionados foram seccionados a
espessura de 5 ym. Cada secdo foi montada em lamina e corada pelo método do
acido periddico de Schiff (PAS)-hematoxilina. Somente foram analisados os foliculos
pré-antrais cujos odcitos apresentaram o nucleo evidente na se¢éo observada.

Os foliculos foram classificados de acordo com o estagio de desenvolvimento
em primordiais (oécito rodeado por uma camada de células da granulosa
pavimentosa) ou em desenvolvimento, os quais foram divididos em intermediarios
(od6cito rodeado por uma camada de células da granulosa pavimentosa e cubdides),
primarios (odcito rodeado por uma camada de células da granulosa cubdides) ou
secundarios (od6cito rodeado por duas ou mais camadas de células da granulosa
cubdides) (Silva et al., 2000). De acordo com a morfologia, os foliculos foram ainda
classificados em normais ou degenerados, considerando as seguintes caracteristicas:
presenca ou auséncia de corpos picnoéticos, retracao citoplasmatica e organizacao das
células da granulosa (Chaves, 2008). Cada foliculo foi examinado em cada secao em
que apareceu e combinado com mesmo foliculo em secc¢bes adjacentes para evitar
contagem dupla, garantindo assim que cada foliculo foi contado apenas uma vez,

independentemente do seu tamanho.
6.5 Avaliacéo da ativacao folicular

Para avaliar a ativacao folicular, consideramos caracteristicas morfologicas dos
foliculos ovarianos, como a proliferacdo das células da granulosa. O foliculo
primordial, inicialmente circundado por células da granulosa pavimentosas,
transforma-se em formato cubico, tornando-se um foliculo primario. Foram registrados
apenas os foliculos morfologicamente normais e com um nucleo de odcito visivel
(secéo equatorial). Essa analise foi realizada no dia 0 (controle fresco) e apdés 1 ou 6
dias de cultivo com os tratamentos, calculando-se a proporcao de foliculos primordiais

€ em crescimento.
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6.6 Densidade do estroma

Um total de 10% dos cortes histoldgicos para cada fragmento ovariano foram
analisados. A média de quatro quadrantes aleatérios por segdo (area de cada
quadrante: 50 x 50 ym = 2.500 ym?) foram examinados sob um microscépio 6ptico
com ampliagado de 400x, e as células foram contadas usando o software NIS Elements
AR da Nikon v.4.50. A selecao dos quadrantes e a contagem de células estromais
foram efetuadas nos nucleos celulares presentes no estroma, conforme preconizado
por Alves et al. (2016).

6.7 Sudan black B

Para a analise do acumulo de lipofuscina, foi realizada a coloracdo com SBB.
Para isso, fragmentos de tecido ovariano CIV por 6 dias na presenga de MEM*; MEM*
com adi¢do de DOX (0.3 pug/mL) como controle positivo; MEM* com adi¢cdo da CAs
(100 e 300nM), foram fixados em solucéo de Davidson (22,2% de formaldeido, 33,4%
de etanol, 11% de acido acético glacial e 33,4% de agua destilada) a temperatura
ambiente por 12 horas, incluidos em blocos de parafina e seccionados com espessura
de 5 ym. Em seguida, as laminas foram processadas de acordo com o protocolo
descrito por Evangelou & Gorgoulis (2017) com modificacdes. As laminas foram
desparafinadas com xilol, lavadas em um gradiente de alcoois e coradas com SBB
(Dindmica, Santa Catarina, Brasil) por 3 minutos, seguidas de imersdo em alcool
etilico a 50% por 2 minutos. Posteriormente, foram lavadas em agua destilada por 2
minutos e finalmente contracoradas com eosina por 2 minutos e montadas com
glicerol a 40%. Para a avaliacdo, quatro imagens por animal foram obtidas utilizando
imagens fotografadas em padrdo RGB de um microscopio 6ptico com ampliacéo de
400x e as células com coloracdo positiva para lipofuscina foram quantificadas. O
namero de pixels nas imagens foi obtido por meio do software Fiji/lmage J (Wayne

Rasband, NIH, EUA) e entéo foi calculado o nimero médio de células marcadas.
6.8 Analise imunohistoquimica (IHC)

Para imunohistoquimica, os fragmentos ovarianos foram fixados em
paraformaldeido por 4h a temperatura ambiente, desidratados em alcool, diafanizados
com xilol, embebidos em parafina, seccionados a 5 um, carregadas positivamente e

processados para imunohistoquimica.
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A recuperacdo antigénica foi realizada incubando as laminas em tampéao de
recuperacdo com pH proteico especifico por 20 min a 98 °C. O bloqueio da atividade
da peroxidase enddgena foi realizado com 10% de peroxido de hidrogénio em
metanol. As laminas foram incubadas por 30 minutos com anticorpos primarios
monoclonais determinados para PCNA. Apoés incubacéo em PA, foi realizado um novo
blogueio da atividade da peroxidase. Posteriormente, as laminas foram incubadas
com anticorpo secundario IgG anti-coelho de cabra por 30 min. Em seguida, incubados
por 30 minutos com o complexo enzimatico avidina-biotina (ABC) e a localiza¢cdo das
proteinas demonstrada com 3,3'-diaminobenzidina em solucdo cromogénica (DAB).
Finalmente, as secc¢des foram contracoradas com hematoxilina e solucdo de aménia
a 0,5%. Os controles negativos foram o tecido submetido a mesma reacao, no entanto,

com omissao dos anticorpos primarios.

6.9 Ensaio de fragmentacdo de DNA para deteccdo de células apoptoéticas
(coloracdo TUNEL)

A fragmentacdo do DNA foi analisada pelo teste de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated biotinylated deoxyuridine triphosphates nick
end-labeling), utilizando o kit de deteccéo de morte celular in situ, POD (Roche Applied
Science, Mannheim, BW, Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
recuperacdo antigénica foi realizada incubando os cortes dos tecidos em tampéo
citrato de sodio 0,01 M (pH 6,0) por 5 min, em panela de pressdo. Para bloquear a
peroxidase endogena, as laminas foram incubadas com 3% de H202 em metanol e
depois bloqueadas por 1 h a temperatura ambiente utilizando PBS contendo 5% de
BSA e 3% de Triton X. Apés a lavagem, as laminas foram incubadas com a mistura
de reacdo TUNEL (50 uL) por 1 h a 37 °C. O conversor POD foi adicionado e a
localizacdo da expressdo da proteina foi revelada por incubacdo com DAB.
Finalmente, as secc¢Bes foram contracoradas com hematoxilina. As células do tecido
ovariano foram consideradas com DNA fragmentado quando foram detectados a cor
marrom escuro (Yucebilgin et al., 2004). Como controle positivo interno, as seccoes
foram tratadas com DNase | a 10 U/mL (InvitrogenTM, Carlsbad, CA) por 15 min a
temperatura ambiente, antes da incubacdo com TUNEL para induzir as quebras
inespecificas do DNA. Para o controle negativo foi estabelecido a omissdo da enzima

terminal de desoxinucleotidil transferase (Tarumi et al., 2009).
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6.10 Extracao de acido ribonucleico (RNA) e PCR quantitativo em tempo real

Para a avaliacao dos niveis de expressao génica para caspase-3 ativada, BAX,
BCL-2 e FOXL2, os fragmentos ovarianos foram submetidos a extracdo de RNA com
Trizol. As preparagfes de RNA isoladas foram tratadas com DNase | e Kit Pure Link
™ Mini RNA. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA isolado
usando o SuperscriptTM Il RNase H Reverse Transcriptase. As reacdes gPCR foram
um volume final de 20 pL que tem os seguintes componentes: 1 pL de cDNA como
modelo em 7,5 pL de SYBR Green Master Mix 5,5 pyL de &gua ultrapura e 0,5 pL de
cada primer. Os primers foram projetados para realizar a amplificacdo de Caspase-3
ativada, FOXL2, BAX e BCL-2 (Tabela 1). Como controle enddgeno, foi usado a
Peptidylprolyl isomerase A (PPIA). As reacdes foram realizadas usando um sistema
de deteccdo de PCR em tempo real IQ5 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A
transformacdo dos valores limiares do ciclo (Ct) em niveis de expressao relativos
normalizados de mRNA (Livak e Schmittgen, 2001). Os dados foram analisados
usando o método Delta-Delta-Ct com correcao de eficiéncia de acordo com Silva et
al. (2011).

Tabela 1. Sequéncia de iniciadores de RT-gPCR e numero de acesso usados para

analises quantitativas de expressao génica no tecido ovariano cultivado por 6 dias.

Transcricbes Sequénciade primers (5'-3") N° de acesso

CASPASE-3 F: TTTGTCCAGGAGCTACGGTT XM_018041755.1
R:TGCAAAGGATGGATGAGGGT

FOXL2 F: CGCTGTCCGGCATCTACCAG XM_027959904.2
R: CCGGGTCCAGCGTCCAGTAG

BAX F: GTTTTCCGACGGCAACTTC JN036558.1
R: GGATGGTCCTGATCAACTCG

BCL-2 F: ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA XM_004020687.1
R: GCCAGGAGAAATCAAACAGG

PPIA F: TCATTTGCACTGCCAAGACTG XM_018047035.1
R: TCATGCCCTCTTTCACTTTGC
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6.11 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistical
Package for Social Science (SPSS — versao 27.0). Inicialmente, foram avaliadas a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade de variancia (testes de
Levene). Sequencialmente, para comparar o efeito do cultivo, cada tratamento do D1
foi comparado por teste de Dunnett com o controle NC. Em seguida, para comparar o
efeito dos compostos testados, os tratamentos foram comparados entre si nos dias 1
e 6 por GLM seguido de teste SNK. Por fim, para verificacdo do efeito do tempo de
cultivo, os mesmos tratamentos foram comparados nos dias 1 x 6 por teste t pareado.
Os dados séo apresentados como média (+ SEM) e os resultados foram considerados

significativos quando p<0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 Morfologia folicular

Um total de 2.640 foliculos pré-antrais (240 foliculos/tratamento) foram
analisados quanto a sua morfologia. A Figura 2 mostra alteracées morfologicas
observadas nos foliculos pré-antrais apés CIV. Dentre as alteracdes, foliculos com
retracdo do odcito e nudcleos picnoticos (Fig. 2C e 2E) foram registrados nos
tratamentos com DOX e CAs300. Foliculos com morfologia normal foram mais
presentes no tecido ovariano néo cultivado e cultivado somente com MEM+ (Fig. 2A
e 2B). A Figura 3A mostra o percentual de sobrevivéncia representado pelo nimero
de foliculos considerados normais quanto a sua morfologia em todos os tratamentos
testados. Apos 24h de cultivo, foi possivel observar que os fragmentos cultivados em
MEM* e CAs100, mantiveram (P>0,05) o percentual de sobrevivéncia folicular
semelhante ao controle NC. Além disso, € importante destacar que o tratamento
CAs300 apresentou a menor (P<0,05) taxa de sobrevivéncia folicular logo no dia 1 de
cultivo quando comparado aos demais tratamentos. ApOos 6 dias de cultivo, os
tratamentos CAs200 e CAs300 apresentaram as menores (P<0,05) taxa de
sobrevivéncia folicular quando comparados aos demais tratamentos. Adicionalmente,
gquando comparado o tratamento nos dias 1 e 6 de cultivo, apenas o MEM* néo
apresentou reducao (P>0,05) da sobrevivéncia folicular.

Na Figura 3B, foi observado que, logo apés 24h de CIV, os tratamentos com
DOX, CAs200 e CAs300 reduziram significativamente o percentual de foliculos
primordiais normais em relagdo ao controle NC. Ainda no dia 1 de cultivo, os
tratamentos MEM* e CAs100 se mantiveram semelhantes ao controle NC e foram
semelhantes entre si quanto ao percentual de primordiais normais. Entretanto, apés 6
dias de cultivo, ndo houve diferenga entre os tratamentos testados com relacdo ao
namero de primordiais normais. Vale ressaltar que o CAs300 foi 0 Unico que reduziu
significativamente o percentual de foliculos primordiais normais entre os dias 1 e 6 de
cultivo.

A Figura 3C demonstra, o percentual de foliculos pré-antrais em
desenvolvimento (taxa de ativacao folicular) normais. Apés 1 dia de cultivo, todos os
tratamentos mantiveram o percentual de foliculos em desenvolvimento semelhante ao

controle NC. No entanto, ainda no dia 1 de cultivo, o MEM* apresentou o maior
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percentual de foliculos em desenvolvimento e a CAs300 apresentou o menor
percentual quando comparados aos demais tratamentos. Ja no dia 6 de cultivo, as
concentracbes mais altas CAs200 e CAs300, apresentaram percentual de
desenvolvimento significativamente menor quando comparados aos demais. Vale
ressaltar que, CAs100, assim como o MEM*, mantiveram o percentual de foliculos

normais em desenvolvimento folicular entre os dias 1 e 6 de cultivo.

Figura 2. Imagens representativas da morfologia folicular em diferentes tratamentos.
(A) Controle NC; (B) MEM™; (C) DOX; (D) CAs100; (E) CAs200; (F) CAs300. As setas
amarelas e vermelhas indicam foliculos normais e degenerados, respectivamente.

Ampliacdo da imagem = 400x%; Barra de escala = 50um. Nu=nucleo, Ct=citoplasma,

Gc=células da granulosa.
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Figura 3. Percentual de foliculos pré-antrais ovinos morfologicamente normais no
tecido ovariano fresco (controle NC), ou apds CIV em MEM* (sozinho), na presenga
de DOX (0,3ug/mL) ou de CAs nas concentracdes de 100, 200 ou 300nM/mL por 1 ou
6 dias (médiatSEM). A) Percentual de foliculos pré-antrais normais (sobrevivéncia
folicular). B) Percentual de foliculos primordiais morfologicamente normais. C)
Percentual de foliculos em desenvolvimento morfologicamente normais. (*) Compara
tratamentos com controle NC no dia 1 de cultivo. (A,B,C) Comparam 0 mesmo
tratamento entre os dias 1 e 6 (P<0,05). (a,b,c) Comparam diferenca entre tratamentos
no mesmo dia de cultivo (D1 ou D6; P <0,05).

7.2 Densidade do estroma

Foi observada reducéo (P<0,05) da densidade celular no estroma (Tabela 3),
apos 24 horas de CIV em todos os tratamentos comparados ao controle NC. A DOX
apresentou menor (P<0,05) densidade estromal aos demais tratamentos em ambos
os dias de cultivo (1 e 6). No D6, a CAs nas concentracdes de 200 e 300nM reduziram
(P<0.05) a densidade celular quando comparadas ao MEM*. Curiosamente, a CAs100
além de manter (P>0,05) a densidade estromal semelhante ao MEM®*, apresentou
aumento (P<0,05) dessa densidade entre os dias 1 e 6 de cultivo.
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Densidade de células do estroma

Tratamentos (células/2500 ym2)
Controle NC 277.2 £ (7.24)
D1 D6

MEM* 213.5 + (15.30)B2* 263.0 + (13.90) A2
DOX 126.0 + (4.87) A" 116.3 + (7.30) A°
CAs100 1935 + (7.98) 8" 257.0 + (7.76) A
CAs200 206.2 + (20.7) A" 198.7 + (6.66) A
CAs300 180.7 + (10.6) A" 172.3 + (8.98) A

Tabela 2. Densidade das células do estroma (médiatSEM) em tecido ovariano néo
cultivado (controle NC) ou apds CIV em MEM®* (sozinho), na presenca de DOX
(0,3ug/mL) ou de CAs nas concentragdes de 100, 200 ou 300nM/mL por 1 ou 6 dias.
(*) compara todos os tratamentos com controle NC no dia 1 de cultivo. (#B) Comparam
0 mesmo tratamento entre os dias 1 e 6 (mesma linha, entre colunas; (P<0,05). (2b-)
Comparam diferenga entre tratamentos no mesmo dia de cultivo (mesma coluna, entre
linhas; P<0,05).

7.3 Senescéncia celular
Os tratamentos MEM* e DOX apresentaram menor e maior marcacado de

acumulo de granulos de lipofuscina nos tecidos ovariano, respectivamente,

comparados aos demais tratamentos (Figura 4).
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Figura 4. Marcagao de lipofuscina representada pelo % de senescéncia em tecido
ovariano CIV apoés 6 dias em MEM*, na presenca de DOX (0.3 pg/mL) ou de CAs (100

e 300nM). (a,b,c) Comparam os tratamentos.
7.4 Proliferacéo celular

A Figura 5 mostra a andalise do antigeno de proliferacdo PCNA no tecido
ovariano CIV por 6 dias. Foi possivel observar uma redugéo significativa na
proliferacdo celular nos grupos tratados com DOX e CAs quando comparados ao
MEM*.
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Figura 5. Marcacao do antigeno de proliferacédo nuclear (PCNA) em tecido ovariano
apos 6 dias em MEM*, na presenca de DOX (0.3 pg/mL) ou de CAs (100 e 300nM).
(a,b,c) Comparam os tratamentos.

7.5 Deteccao da fragmentacdo do DNA pelo ensaio de TUNEL

A Figura 6 mostra a fragmentagdo do DNA pelo ensaio TUNEL no tecido
ovariano apos 6 dias de CIV. O tratamento CAs300 foi 0 Unico que apresentou um
aumento significativo no nimero de células apoptéticas quando comparado ao MEM*,
enquanto os tratamentos cultivados com DOX e CAs100 n&o diferiram do controle
cultivado (MEM").
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Figura 6. Marcacdo de fragmentacdo do DNA pela técnica de TUNEL no tecido
ovariano apos 6 dias de CIV com MEM*, na presenca de DOX (0.3 pg/mL) ou de CAs

(100 e 300nM). (a,b,c) Comparam os tratamentos.
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Figura 7. Imagens representativas da imunomarcacdo pela técnica de TUNEL em
fragmentos ovarianos CIV, durante 6 dias. As células TUNEL positivas s&o
representadas pela coloracdo marrom. (A) MEM*; (B) DOX 0.3 pg/mL; (C) CAs100;
(D) CAs300; (E) Controle Positivo; (F) Controle Negativo.

7.6 Expressao relativa do mRNA de FOXL2, BAX, BCL2 e CASPASE-3

A Figura 8A mostra a expressao relativa de mRNA do FOXL2 que codifica a
expressdo do fator de transcricdo forkhead box L2 envolvido nos processos de
ativagéo e crescimento folicular no ovéario. Apds 6 dias de CIV, os tratamentos CAs300
foram semelhantes ao MEM* na expresséo relativa do mRNA do FOXL2, enquanto
gque esta mesma expressao foi reduzida nos tratamentos DOX e CAs100 quando
comparado ao MEM* (P<0,05).

A Figura 8B mostra a relacdo entre os genes pro e antiapoptotios BAX e BCL2
(razdo BAX/BCL2) e observa-se no tratamento com DOX um aumento significativo na
relacdo BAX/BCL2, quando comparado aos demais tratamentos.

A Figura 8C demonstra que a expressao relativa da enzima caspase-3 foi maior
em todos os tratamentos testados, enquanto que no MEM®, ndo foi detectada a
expressao relativa deste gene nas condi¢des testadas.
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Figura 8. MédiatSEM da expressdo do mRNA dos genes FOXL2, BAX/BCL2 e
Caspase-3 avaliados por gPCR (A-C). (a,b) Comparam os tratamentos (P<0,05).
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8 DISCUSSAO

O presente estudo investigou pela primeira vez o efeito da cromomicina As no
desenvolvimento in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais ovinos. A exposicdo do
tecido ovariano ovino as doses de 100, 200 e 300nM de CAs, apés 6 dias de CIV,
resultou na perda progressiva dos foliculos primordiais e em desenvolvimento. As
concentracbes mais altas de CAs testadas no presente estudo (200 e 300nM),
demonstraram maior toxicidade logo apos 1 dia de CIV, enquanto que a menor dose
testada se mostrou similar ao tecido ovariano cultivado somente em MEM*. Ao final
do cultivo, as maiores doses também levaram maiores taxas de degeneracao,
independente da categoria folicular e sendo ainda mais toxicas do que o
quimioterapico doxorrubicina. Com relacéo aos foliculos primordiais, as doses de CAs
de 200 e 300nM também se mostraram mais deletérias, o que indica o potencial
citotoxico desta substancia no pool de reserva de foliculos ovarianos. Com relacdo
aos foliculos em desenvolvimento, enquanto a menor dose testada (100nM) manteve
taxas de sobrevivencia de foliculos em desenvolvimento similares ao controle
cultivado, as doses de 200 e 300nM foram ainda mais téxicas aos foliculos em
desenvolvimento do que a doxorrubicina. Isso sugere que a CAs pode causar um efeito
deletério na reserva folicular e levar a faléncia ovariana, uma vez que os foliculos
primordiais constituem o pool de reserva de gametas. Além disso, esses efeitos
toxicos podem se estender a funcdo enddcrina do ovéario que é dependente da
capacidade de proliferacéo e diferenciacao das células da granulosa e do crescimento
folicular. De forma semelhante, o estudo de Costa et al. (2021), observou efeitos
citotoxicos na maturacao in vitro de oocitos bovinos quando cultivados in vitro nestas
mesmas doses de CAs, mostrando que o potencial citotéxico desta substancia no
ovario é independente da fase de desenvolvimento do gameta feminino.

Estudos anteriores relatam que um dos mecanismos que levam a falha
ovariana apos quimioterapia é o efeito burnout, estimulo acelerado da ativagdo
folicular que leva posteriormente a completa deplecdo do pool de reserva folicular
(Sonigo et al., 2019; Guerreiro et al., 2020; De Assis et al. 2023). Alguns estudos
relatam que os efeitos da DOX no desenvolvimento folicular murino pode causar perda
tanto de foliculos primordiais como de foliculos em desenvolvimento, afetando
principalmente as células da granulosa mitoticamente ativas, levando a uma reducao

nas taxas de ovulagéo (Wang et al., 2019; Herrero et al., 2023). Um estudo de Titus
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et al. (2021) mostrou que a exposicao ao quimioterapico ciclofosfamida em um modelo
de xenoenxerto ovariano humano, induziu a morte aguda por apoptose de foliculos
primordiais sem, no entanto, promover o efeito burnout. Os achados do presente
estudo podem sugerir que a morte de foliculos primordiais causada pela CAs seja
provocada diretamente por danos as células foliculares que podem levar a morte
folicular por apoptose, sem no entanto, causar ativacdo macica dos foliculos
primordias, o feito burnout.

Os dados aqui obtidos, demonstram que a CAs assim como a DOX,
apresentaram efeitos citotoxicos generalizados ao tecido ovariano, pois além de afetar
a sobreviéncia e o desenvolvimento folicular, acometeu de forma negativa também a
densidade e a capacidade proliferativa das células do estroma ovariano, mesmo na
menor dose testada de 100nM de CAs. Os efeitos da CAs encontrados neste estudo
sdo consistentes com os efeitos da DOX que causou uma reducdo no potencial
proliferativo das células foliculares do ovario de murino (Silva et al., 2023) e também
com de Herrero et al. (2023) e De Assis et al. (2023), que observaram danos ao
estroma ovariano de roedores também submetidos ao tratamento com DOX. As
células estromais desempenham uma variedade de funcBes essenciais na
manutencdo, formacao e desenvolvimento folicular. Danos a essas células podem ter
um impacto negativo na quiescéncia e no desenvolvimento folicular (Kierszebaum &
Tres, 2016; Spears et al., 2019; Cui et al., 2020). Os efeitos dos quimioterapicos na
células somaticas ovarianas incluem variados tipos de danos que podem resultar
desde uma reducéo temporaria da fertilidade feminina pela degeneracao dos foliculos
e 00citos em crescimento, até a completa exaustdo dos foliculos primordiais que
podem levar a uma falha ovariana precoce e permanente. Além disso, € relatado que
a degeneracao das ceélulas estromais podem levar a uma reducgdo na producéao de
estradiol e causar desequilibrio endocrino (Oktem & Oktay 2007).

Entretanto, os exatos mecanismos pelos quais essa toxicidade é exercida e 0

tipo de célula ovariana afetada, podem variar de acordo com o tipo de droga e o tempo
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de tratamento. As células somaticas do estroma e da granulosa sdo usualmente muito
afetadas e esses danos e podem levar a consequéncias mais deletérias, como a
destruicdo dos vasos sanguineos, danos aos microtubulos e ao DNA das células
estromais e da granulosa, com consequente degeneracdo do odcito (Codasi-Pisanelli
etal., 2017). A CAs testadas no presente estudo, pode estar causando um efeito toxico
nas células somaticas do tecido ovariano, podendo estimular uma consequente morte
dos foliculos em desenvolvimento.

O ensaio de TUNEL demonstrou uma fraca marcacao nos foliculos cultivados
somente com MEM* e até mesmo no tratamento com DOX. Por outro lado, foi
observada forte fragmentacdo do DNA nos foliculos expostos a CAs (Figura 7). Estes
dados corroboram com os resultados obtidos com o antigeno de proliferacdo PCNA
neste estudo. Este antigeno desempenha um papel crucial nos processos de reparo
e replicacdo do DNA, o que indica que as doses de CAs testadas estdo causando
danos irreparaveis ao DNA do tecido ovariano ao final de seis dias de cultivo in vitro.
Esses dados sé@o similares aos resultados de citotoxicidade da CAs em células
tumorais e reforcam seu forte potencial como droga quimioterapica (Pettit et al., 2015;
Pinto et al., 2020). Os quimioterapicos agem em uma gama de mecanismos celulares,
mas apresentam particular citotoxicidade as células em alta atividade proliferativa.
Esta acdo tem grande relevancia ao avaliar os efeitos destas substancias na funcéo
ovariana, pois o0citos e células somaticas podem apresentar diferentes
vulnerabilidades aos agentes toxicos em diferentes fases do desenvolvimento
folicular. Os od6citos ndo estédo se dividindo constantemente no ovario, mas as células
foliculares e o estroma ovariano apresentam alto grau de proliferagdo e podem
apresentar maior sensibilidade aos efeitos destas drogas (Morgan et al., 2012). O
ensaio de TUNEL no presente estudo, confirmou maiores danos tanto as células
foliculares como as células do estroma, o que mais uma vez pode indicar que a morte
folicular pode estar ocorrendo pela degeneracao inicial das células estromais e das
celulas da granulosa em proliferacéo.

Sabe-se que os agentes quimioterapicos, podem induzir a senescéncia celular
em diversos 6rgdos, comprometendo a estrutura e a funcdo dos tecidos saudaveis
(Birch & Gil, 2020; Gao et al., 2023). Dessa forma, o presente estudo também
investigou o efeito da CAs na indugdo da senescéncia celular pela marcacdo de
lipofuscina no tecido ovariano. Observou-se um aumento no acumulo de de lipofuscina

nas concentragdes testadas de CAs. No entanto, a DOX apresentou uma maior
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marcacao de células senescentes do que a CAs. Esse resultado corrobora com um
estudo recente que demonstrou pela primeira vez que a DOX aumentou as células
senescentes em ovarios murinos (Gao et al., 2023). Estudos recentes também
relataram que a senescéncia celular € desencadeada em células da granulosa apoés
inducdo de insuficiéncia ovariana prematura por ciclofosfamida (Xu et al., 2023). A
senescéncia celular se caracteriza pela interrupcao irreversivel do ciclo celular e pela
resisténcia a apoptose, sua inducdo pode ser desencadeada por uma diversidade de
estimulos, tais como estresse oxidativo ou danos persistentes ao DNA (Herranz & Gil,
2018). No ovario, o acumulo dessas células pode resultar na deterioracdo do
microambiente tecidual, levando a diminuicdo da qualidade do odcito e,
consequentemente, a infertilidade (Briley et al., 2016; Xu et al., 2023).

Em relacdo a andlise da expressdo génica, o presente estudo avaliou a
expressdo do FOXL2, um gene que codifica um fator de transcri¢do forkhead expresso
no ovario, essencial na diferenciacdo das células da granulosa (Schmidt et al., 2004;
Uda et al., 2004). No presente estudo observou-se uma reducdo na expressao do
MRNA de FOXL2 no tecido ovariano cultivado na presenca da CAs100 e DOX. A
auséncia de FOXL2 impede a transicdo das células da granulosa nos foliculos
primordiais de uma Unica camada pavimentosa para uma camada de células cubicas
apos ativacao folicular, e os foliculos ativados sem o adequado suporte das células
da granulosa sofrem atresia, levando a deple¢édo precoce do conjunto de foliculos
primordiais e, eventualmente, leva a infertilidade (Schmidt et al., 2004). Isso sugere
gue a reducdo na expressdo do FOXL2, causada pela presenca da CAs, pode
influenciar diretamente os mecanismos de ativacdo, crescimento folicular e oocitario
durante o desenvolvimento do ciclo ovariano.

Com base nos resultados de gPCR, pode-se observar um aumento na razao
da expressdo entre BAX e BCL-2 no tecido ovariano cultivado com DOX. O
desequilibrio na relacdo entre as proteinas BAX (pré-apoptotica) e BCL-2
(antiapoptotica), em resposta a um estimulo letal intrinseco como dano ao DNA,
favorece a liberacdo do citocromo c e ativacdo das caspases, incluindo a caspase-3,
resultando na indugcdo da apoptose (Stringer et al., 2023). No entanto no presente
estudo, a expressdo de mRNA da caspase-3 nao foi alterada quando o tecido ovariano
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ovino foi cultivado com a CAs nas diferentes concentracdes testadas. Pesquisas
anteriores estabeleceram que o pico de execucao da apoptose no ovario pode ocorrer
em torno de 24 horas apoés tratamento com DOX, resultando na dimunuicdo da
expressdo da caspase-3 apos 72h (Wang et al., 2019; Gao et al., 2023). Essa
descoberta sugere que os resultados observados com a DOX e a CAs podem estar
ligados a um pico de atividade apoptotica que ocorre dentro desse intervalo de tempo

e apos esse periodo, hd uma reducéo da caspase-3 ndo sendo possivel detecta-la.
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9 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a CAs exerce um efeito téxico na
sobrevivéncia e no desenvolvimento de foliculos pré-antrais de ovelhas de maneira
dose dependente. A CAs ha menor concentragdo testada se mostrou menos toxica até
mesmo que a doxorrubicina para o desenvolvimento folicular, o que sugere verificar
seus efeitos no ovario em menores concentracdes. No entanto, as doses de CAs
utilizadas aqui, foram superiores as concentracoes testadas em estudos anteriores

em diferentes linhagens celulares tumorais.



57

10 PERSPECTIVA

Diante disso, investigacdes futuras serdo necessarias para confirmar se os
foliculos primordiais poderdo demonstrar maior resisténcia ao efeito antiproliferativo
da CAs em menores concentracdes. Estes foliculos, em estagio de dorméncia no
ovario, apresentam menor atividade mitética e assim, podem apresentar menor
sensibilidade ao efeito antiproliferativo CAs em menores concentragdes, tornando esta
substancia um potencial medicamento anticAncer com baixa toxicidade a funcédo

ovariana.
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