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RESUMO 

A quimioterapia permanece como a principal estratégia terapêutica no tratamento do câncer, 

entretanto, seu uso está associado à indução de falência ovariana prematura, impactando 

severamente a qualidade de vida de mulheres em idade reprodutiva. Agentes antineoplásicos 

podem acelerar o envelhecimento ovariano através da indução de senescência celular, um 

estado de parada irreversível do ciclo celular associado a um fenótipo secretor inflamatório 

(SASP). Nesse contexto, busca-se identificar novos compostos com potencial antitumoral que 

apresentem menor gonadotoxicidade. Dentre esses candidatos, destacam-se os vitanolídeos, 

metabólitos secundários isolados da planta Athenaea velutina, que demonstraram propriedades 

antiproliferativas relevantes. Assim, este estudo avaliou, a longo prazo, os efeitos da exposição 

in vivo aos derivados de vitanolídeos na sobrevivência folicular, ativação e indução de 

senescência em ovários de camundongos. Para isso, foram utilizadas camundongos-fêmeas 

C57BL/6J, distribuídas em grupos controles jovem (6w) e idoso (1y) e tratadas com 2 mg/kg 

de Withaferina A (WTA), 27-desoxi-24,25-epoxiwithaferina A (WT1) e 27-desoxiwithaferina 

(WT2) por 14 dias alternados. Após um ano, realizou-se análise da morfologia, 

desenvolvimento e sobrevivência folicular (PAS); quantificação de lipofuscina (Sudan Black 

B); avaliação de fibrose estromal (Tricrômico de Masson); e detecção de fragmentação de DNA 

(TUNEL). Os resultados demonstraram que o envelhecimento natural (grupo 1y) reduziu o 

desenvolvimento folicular e aumentou significativamente a deposição de lipofuscina no tecido 

ovariano. O tratamento com WT1 preveniu o acúmulo desse pigmento e preservou a proporção 

de folículos em desenvolvimento em níveis semelhantes aos do controle jovem (6w); contudo, 

induziu elevada fragmentação do DNA e fibrose moderada, sugerindo um quadro de toxicidade 

celular e burnout folicular. Por outro lado, o WT2 exibiu um perfil citoprotetor sobre o estroma, 

mantendo a integridade tecidual com níveis basais de fibrose e de fragmentação de DNA 

equivalentes aos do grupo jovem. Em contraste, o WTA apresentou-se como o derivado mais 

gonadotóxico, desencadeando senescência precoce associada a um exacerbado acúmulo de 

lipofuscina e intensa deposição fibrótica no estroma. Esses achados indicam que os derivados 

de vitanolídeos exercem efeitos distintos sobre o ovário a longo prazo. Embora o WT1 evite o 

acúmulo de alguns marcadores de senescência, sua ação está associada à toxicidade apoptótica 

e ao burnout folicular. Em contrapartida, o WT2 destaca-se pela proteção da integridade do 

estroma induzindo quiescência celular. O estudo demonstra o potencial desses compostos na 

modulação da senescência ovariana, ressaltando o derivado WT2 como um candidato 

quimioterápico promissor, capaz de visar não apenas o combate ao tumor, mas também a 

redução dos danos tardios à reserva ovariana. 



 

Palavras-chave: toxicidade; envelhecimento; foliculogênese; Athenaea velutina 

  



 

ABSTRACT 

Chemotherapy remains the main therapeutic strategy in cancer treatment; however, its use is 

associated with the induction of premature ovarian failure, severely impacting the quality of 

life of women of reproductive age. Antineoplastic agents can accelerate ovarian aging through 

the induction of cellular senescence, a state of irreversible cell cycle arrest associated with an 

inflammatory secretory phenotype (SASP). In this context, the aim is to identify new 

compounds with antitumor potential that exhibit lower gonadotoxicity. Among these 

candidates, withanolides stand out, which are secondary metabolites isolated from the plant 

Athenaea velutina that have demonstrated relevant antiproliferative properties. Thus, this study 

evaluated, in the long term, the effects of in vivo exposure to withanolide derivatives on 

follicular survival, activation, and induction of senescence in mouse ovaries. For this purpose, 

C57BL/6J female mice were used, distributed into week old (6w) and 1 year old (1y) control 

groups and treated with 2 mg/kg of Withaferin A (WTA), 27-deoxy-24,25-epoxywithaferin A 

(WT1), and 27-deoxywithaferin (WT2) on alternate days for 14 days. After one year, the 

analysis of morphology, follicular development and survival (PAS); quantification of lipofuscin 

(Sudan Black B); evaluation of stromal fibrosis (Masson's Trichrome); and detection of DNA 

fragmentation (TUNEL) were performed. The results demonstrated that natural aging (group 

1y) reduced follicular development and significantly increased lipofuscin deposition in the 

ovarian tissue. Treatment with WT1 prevented the accumulation of this pigment and preserved 

the proportion of developing follicles at levels similar to those of the young control (6w); 

however, it induced high DNA fragmentation and moderate fibrosis, suggesting a condition of 

cellular toxicity and follicular burnout. On the other hand, WT2 exhibited a cytoprotective 

profile on the stroma, maintaining tissue integrity with basal levels of fibrosis and DNA 

fragmentation equivalent to those of the young group. In contrast, WTA presented itself as the 

most gonadotoxic derivative, triggering premature senescence associated with an exacerbated 

accumulation of lipofuscin and intense fibrotic deposition in the stroma. These findings indicate 

that withanolide derivatives exert distinct long-term effects on the ovary. Although WT1 avoids 

the accumulation of some senescence markers, its action is associated with apoptotic toxicity 

and follicular burnout. In contrast, WT2 stands out for the protection of stromal integrity by 

inducing cellular quiescence. The study demonstrates the potential of these compounds in the 

modulation of ovarian senescence, highlighting the derivative WT2 as a promising 

chemotherapeutic candidate capable of aiming not only at combating the tumor, but also at 

reducing late damage to the ovarian reserve. 

Keywords: toxicity; aging; folliculogenesis; Athenaea velutina   
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1 INTRODUÇÃO 

Para meninas e mulheres em idade reprodutiva, a gonadotoxicidade decorrente do uso 

de antineoplásicos após tratamento quimioterápico, representa um grande impacto na 

fertilidade, pois podem culminar na depleção acelerada da reserva folicular e na indução da 

Falência Ovariana Prematura (FOP) (Yavari et al., 2025; Wu et al., 2024). O dano induzido por 

agentes quimioterápicos ao ovário, não ocorre exclusivamente pela indução da morte celular 

programada (apoptose) dos oócitos e células foliculares, mas também por perturbação no 

microambiente ovariano. Diversas classes de antineoplásicos, a exemplo da doxorrubicina, 

cisplatina e ciclofosfamida, têm sido reportadas indutores da senescência celular precoce no 

estroma ovariano (Xu et al., 2023; Du et al., 2022; Gao et al., 2023).  

A senescência caracteriza-se por uma parada irreversível do ciclo celular, associada a 

danos persistentes ao DNA e resistência à apoptose. As células senescentes acumulam no tecido 

e expressam o Fenótipo Secretor Associado à Senescência (SASP), liberando de forma contínua 

citocinas pró-inflamatórias, deposição anormal de fibras de colágeno, acúmulo de lipofuscina 

e danos ao DNA, levando à exaustão e fibrose do tecido ovariano adjacente (Guo et al., 2024). 

Para mitigar a gonadotoxicidade severa induzida pelas terapias convencionais, busca-se 

identificar compostos antitumorais que preservem a integridade do sistema reprodutor. Nesse 

cenário, produtos de origem natural representam uma fonte relevante de novas moléculas 

terapêuticas. Dentre elas, destacam-se os vitanolídeos, lactonas esteroidais extraídas de plantas 

da família Solanaceae, como a Athenaea velutina, espécie endêmica brasileira amplamente 

investigada por seu potencial biológico (Rodrigues; Knapp; Stehmann, 2019). 

Estudos prévios corroboram as potentes propriedades antiproliferativas e pró-

apoptóticas de derivados específicos de vitanolídeos, como a Withaferina A (WTA), a 27-

desoxi-24,25-epoxiwithaferina A (WT1) e a 27-desoxiwithaferina (WT2). Estes compostos 

demonstraram expressiva citotoxicidade contra diversas linhagens de células cancerígenas 

humanas, incluindo tumores do sistema nervoso central (SNB-19), próstata (PC-3), cólon 

(HCT-116) e leucemia (HL-60), em baixas concentrações inibitórias que variaram entre 0,19 e 

8,96 µg/mL (Kumar, 2023; Dantas Rocha et al., 2025). No entanto, a investigação de seus 

impactos no sistema reprodutor é indispensável. Nesse contexto, avaliando a toxicidade 

ovariana, Guerreiro et al. (2019) evidenciaram que a exposição in vitro ao vitanolídeo D 

promoveu toxicidade sobre o desenvolvimento de folículos pré-antrais caprinos, exibindo um 

perfil de degeneração semelhante ao induzido pelo quimioterápico paclitaxel. Por outro lado, 

recentemente, um estudo in vivo desenvolvido por Palomino et al. (2024) demonstrou que a 
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administração sistêmica desses mesmos derivados (WTA, WT1 e WT2) exibiu baixa toxicidade 

sobre o desenvolvimento de folículos pré-antrais murinos na concentração de 2 mg/kg, 

sugerindo uma seletividade favorável às células de alta divisão metabólica sem comprometer 

imediatamente a fertilidade. 

Diante do exposto e para um melhor entendimento do presente estudo, a revisão de 

literatura a seguir abordará tópicos essenciais sobre a morfologia ovariana, a oogênese, a 

foliculogênese e a morte celular associada à senescência ovariana. Serão abordados também os 

marcadores de senescência celular no ovário, a toxicidade dos agentes antineoplásicos no tecido 

ovariano e a busca por novos compostos naturais anticancerígenos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Morfologia da gônada feminina 

O ovário mamífero atua como a gônada feminina, sendo fundamental para a perpetuação 

da espécie por meio da produção e armazenamento das células germinativas (oócitos). Além 

disso, também funciona como uma glândula endócrina, controlando a fisiologia, o 

desenvolvimento e as características sexuais secundárias através da produção hormonal (Edson 

et al., 2009). Anatomicamente, este órgão é composto por duas regiões: a medular e a cortical. 

A medula é a porção interna, rica em vasos sanguíneos, nervos e tecido conjuntivo, sendo 

responsável por fornecer suporte estrutural e nutrição ao órgão. A região cortical, por sua vez, 

abriga os oócitos e a maioria dos folículos ovarianos em diferentes estágios de 

desenvolvimento. É também no córtex onde se encontra a reserva ovariana, formada por 

milhares de folículos primordiais que compõem o estoque de gametas femininos (Neto et al., 

2024).       

O microambiente ovariano é o local de ocorrência de dois processos biológicos 

fundamentais: a oogênese e a foliculogênese. Esses eventos, coordenados por uma cascata de 

sinalização e eventos sequenciais, promovem alterações estruturais e funcionais no oócito e nas 

células foliculares. Essa complexa coordenação é essencial para a diferenciação celular, o 

desenvolvimento folicular e a maturação oocitária subsequente (Bonnet et al., 2013). O folículo 

ovariano é a unidade morfológica e funcional básica do ovário mamífero. Seu papel 

fundamental é abrigar o oócito, estabelecendo um ambiente protetor ideal e propício para que 

seu crescimento, desenvolvimento e maturação ocorram de maneira satisfatória (Gomes et al., 

2021). 

 

2.2 Oogênese e foliculogênese 

A oogênese inicia-se no desenvolvimento fetal, quando as células germinativas 

primordiais (CGPs) migram do epiblasto para o saco vitelino e, subsequentemente, para gônada 

primitiva (Mclaren, 2000). Nesta gônada, as CGPs realizam mitose e se diferenciam até a 

formação de oogônias, que evoluem para oócitos primários. Estes oócitos interrompem sua 

divisão celular e entram em um estado de dormência na Prófase I da primeira meiose, onde 

permanecem até serem ativados para prosseguir com o processo meiótico (Arhin et al., 2018). 

Paralelamente ocorre a foliculogênese, processo responsável pela formação, crescimento e 

desenvolvimento dos folículos ovarianos (Silva et al., 2017). O folículo é reconhecido como a 
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unidade morfofuncional do ovário dos mamíferos, podendo ser classificado de acordo com seu 

estágio de desenvolvimento em pré-antrais (primordial, primário e secundário) e antrais 

(terciário e pré-ovulatório). Esta classificação é caracterizada pela ausência ou presença de uma 

cavidade repleta de líquido, denominada antro (Figueiredo et al., 2011).   

Aproximadamente 90 a 95% da população folicular é constituída por folículos pré-

antrais, os quais são diferenciados pelo tamanho, forma e número de camadas de células da 

granulosa (CG) circundante ao oócito (Santos et al., 2018). Os folículos primordiais são 

constituídos por uma única camada de células somáticas pavimentosas (pré-granulosa) 

(Grossman; Shalgi, 2016). A ativação do folículo primordial culmina no aumento do volume 

citoplasmático e na alteração da morfologia das células da granulosa, que adquirem formato 

cúbico, caracterizando o folículo primário (Basso; Esper, 2002; Fair et al., 1997). O folículo 

secundário, por sua vez, é definido pela multiplicação das células da granulosa em duas ou mais 

camadas completas. A partir desse estágio, as células da teca começam a se organizar na 

periferia. Por fim, os folículos terciários (antrais) são caracterizados pela presença de uma 

cavidade antral (Hyttel et al., 1997). No entanto, devido a um processo fisiológico que pode 

ocorrer por diferentes vias apoptóticas ou degenerativas, denominado atresia, a grande maioria 

desses folículos não alcança o estágio de folículos pré-ovulatórios (Figueiredo et al., 2008). 

 

Figura 1: Esquema representativo da foliculogênese. 

 
Fonte: Adaptado de Sá et al., 2019 

 

A quantidade de folículos totais na população feminina após o nascimento é de 

aproximadamente 2.000.000 (Baker, 1963). No entanto, esses folículos sofrem redução 

contínua ao longo da vida reprodutiva, podendo essa redução iniciar entre os 20 anos e 

intensificar aos 30 anos de idade (Eijkemans et al., 2014; Mneimneh et al., 2013). A redução 

do número de folículos é acompanhada pela diminuição da qualidade oocitária com o avançar 

da idade da fêmea (Secomandi et al., 2022), caracterizando o processo contínuo de depleção da 

reserva folicular. Com o tempo, essa redução progressiva da fertilidade é uma das principais 
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características do envelhecimento ovariano em mamíferos, também conhecido por senescência 

ovariana (Du et al., 2022). 

 

2.3 Morte celular e senescência ovariana       

 A drástica redução da reserva folicular que ocorre ao longo da vida reprodutiva da fêmea 

é atribuída a dois fenômenos fisiológicos principais: a ovulação e a atresia folicular (Shaw et 

al., 2000). Nos ovários de mamíferos, a eficiência reprodutiva é drasticamente limitada pela 

atresia folicular, um processo que leva à degeneração de 99% dos folículos; apenas 1% 

completa a maturação e a ovulação. Este fenômeno de perda celular é estritamente regulado por 

um mecanismo crucial, a morte celular programada, ou apoptose, que desempenha papel central 

tanto na seleção folicular quanto na manutenção da homeostase ovariana (Xi et al., 2024).            

A apoptose é um processo celular altamente regulado, essencial para a manutenção da 

homeostase tecidual. Uma de suas características fundamentais é a natureza não inflamatória 

da morte celular, protegendo o tecido das consequências danosas de uma resposta inflamatória 

(Salminen et al., 2011). Enquanto a senescência celular, representa um destino celular distinto,  

no qual a célula interrompe permanentemente seu ciclo proliferativo, mantendo-se 

metabolicamente ativa, com consequências teciduais importantes, especialmente com o avançar 

da idade (Victorelli et al., 2024). No contexto ovariano, a apoptose é o mecanismo que governa 

a atresia e sua detecção pode ser realizada pela identificação de enzimas-chave, como a caspase-

3 ativada, e pela fragmentação do DNA nuclear em células somáticas e oócitos, utilizando 

técnicas como o TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) (Liu 

et al., 2023) (Liu et al., 2023). Ainda que fisiologica, a atresia pode ser antecipada e/ou 

acelerada precocemente em mulheres jovens após a exposição a agentes tóxicos, como os 

agentes quimioterápicos, resultando em falência ovariana precoce (Guerreiro et al., 2015).       

Em contraste, a senescência celular é um processo pelo qual as células sofrem uma 

parada permanente no ciclo celular em resposta a diferentes estímulos de estresse (Du et al., 

2022). Existem dois principais tipos de senescência celular: 1) induzida por estresse, que ocorre 

em resposta à eventos moleculares, como danos ao DNA; e 2) replicativa, resultando do 

encurtamento dos telômeros (Teixeira & Guariento, 2010). O fenótipo senescente caracteriza-

se morfologicamente pela presença de células com citoplasma expandido e achatado, além de 

núcleos hipertróficos (Xiao et al., 2023). Molecularmente, o bloqueio do ciclo celular é 

orquestrado pela superexpressão de inibidores de quinase dependentes de ciclina (CDKIs), 

notavelmente p16 e p21. A expressão desses marcadores, em conjunto com a ausência do 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651325002763?via%3Dihub#bib50
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marcador de proliferação PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), é fundamental para 

identificar células senescentes (Saito; Yamamoto; Chikenji, 2024).        

Embora a senescência desempenhe funções fisiológicas cruciais no desenvolvimento 

normal e na manutenção da homeostase tecidual, com sua regulação sendo influenciada pelo 

nível e duração da exposição ao indutor inicial da senescência e pelo tipo de célula (Roger; 

Tomas; Gire et al., 2021).  À medida que as células entram em um estado senescente, elas 

secretam uma variedade de citocinas, fatores de crescimento, mediadores inflamatórios e 

proteinases, coletivamente chamados de fenótipo secretor associado à senescência (SASP) 

(Guo et al., 2024). A remoção adequada de células senescentes é crucial para eliminar SASP e 

restaurar a função tecidual de forma eficiente (Ritschka et al., 2017).  

Nesse sentido, o acúmulo de células senescentes afeta negativamente a capacidade 

regenerativa dos tecidos, sendo um dos principais mecanismos subjacentes ao envelhecimento 

ovariano e à falha ovariana prematura (Secomandi et al., 2022). Portanto, a identificação de 

células senescentes no tecido ovariano é fundamental para o entendimento das alterações 

funcionais que ocorrem com o envelhecimento ou em resposta a agentes lesivos, como os 

quimioterápicos. 

 

2.4 Marcadores de senescência celular no ovário 

A identificação de células senescentes no ovário requer a combinação de múltiplos 

biomarcadores devido a não existência de um marcador único e universal (Gorgoulis et al., 

2019). Assim, para confirmar a senescência celular faz-se necessária a combinação de 

indicadores como: a presença de dano ao DNA (TUNEL), ausência de proliferação celular 

(PCNA), acúmulo de grânulos de lipofuscina e expressão de um fenótipo secretor pró-

inflamatório (SASP) (Gao et al., 2023). Essa estratégia combinada de avaliações tem sido 

amplamente adotada em estudos recentes sobre senescência tecidual e envelhecimento ovariano 

(Kudlova; De Sanctis; Hajduch, 2022; Yan et al., 2024). 

 

 No ovário, o acúmulo de células senescentes tem sido relacionado ao envelhecimento 

fisiológico, mas também à disfunção induzida por tratamentos antineoplásicos. Embora a 

senescência celular possa atuar como mecanismo protetor contra proliferação descontrolada 

(ex.: câncer, fibrose), o acúmulo persistente dessas células contribui para processos 

degenerativos e inflamatórios (McHugh, Durán & Gil, 2025). Portanto, a identificação precoce 

desses marcadores é essencial para a avaliação do impacto de quimioterápicos sobre a reserva 
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folicular e para o desenvolvimento de estratégias de preservação da fertilidade. 

2.4.1 Marcadores de dano ao DNA e apoptose 

 O ensaio TUNEL identifica quebras no DNA, evento característico da apoptose e estado 

celular associado a danos genotóxicos relevantes. A técnica utiliza a enzima terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT), que catalisa a incorporação de nucleotídeos marcados nas 

extremidades 3’-OH livres geradas durante a fragmentação do DNA. Esses nucleotídeos são 

posteriormente detectados por anticorpos conjugados a fluorócromos, permitindo a 

visualização e quantificação das células com elevado grau de dano ao DNA (Darzynkiewicz; 

Galkowski; Zhao, 2008). No tecido ovariano, a marcação por TUNEL deve ser interpretada em 

associação com marcadores de apoptose e senescência, permitindo a correta distinção entre 

morte celular programada e respostas celulares adaptativas ao estresse genotóxico induzido por 

quimioterápicos. 

 

2.4.2 Marcadores de proliferação celular  

A avaliação de marcadores de proliferação celular como o antígeno nuclear de 

proliferação celular (PCNA) é amplamente utilizada para identificar células em atividade 

proliferativa. Essa técnica baseia-se na detecção nuclear do PCNA por meio de anticorpos 

específicos, permitindo a visualização e a quantificação de células proliferativas em cortes 

histológicos (Tan; Fleming, 2004; Liu et al., 2020). No contexto da senescência ovariana, a 

redução da marcação por PCNA constitui um indicador funcional de parada proliferativa 

celular, devendo ser interpretada em associação com marcadores de danos ao DNA e apoptose, 

para diferenciar senescência de quiescência ou morte celular programada. 

 

2.4.3 Acúmulo de lipofuscina 

Classicamente denominada como "pigmento do envelhecimento", a lipofuscina é 

constituída por agregados altamente oxidados e reticulados de proteínas, lipídeos e metais de 

transição (Brunk; Terman, 2002). O acúmulo intracelular desse composto é uma das 

características morfológicas mais consistentes do envelhecimento tecidual. Estes polímeros 

insolúveis depositam-se progressivamente no compartimento lisossomal de células pós-

mitóticas e senescentes, num processo decorrente do declínio funcional dos sistemas de 
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degradação celular, notadamente a via ubiquitina-proteassoma e os mecanismos de autofagia 

(Höhn; Grune, 2013). 

No microambiente ovariano, o estresse oxidativo e os danos ao DNA induzidos por 

agentes genotóxicos, a exemplo dos compostos antineoplásicos, aceleram significativamente a 

formação e a deposição desse pigmento. O acúmulo de lipofuscina nas células do estroma 

reflete o dano oxidativo cumulativo, correlacionando-se fortemente com a exaustão fisiológica 

do órgão, a disfunção orgânica e o estabelecimento SASP (Gao et al., 2023; Hense et al., 2024). 

Dessa forma, a identificação in situ deste pigmento atua como um parâmetro robusto para a 

avaliação do envelhecimento reprodutivo fisiológico e patológico. 

Para o diagnóstico da senescência ovariana e distinção entre células metabolicamente 

saudáveis e senescentes, a coloração com Sudan Black B (SBB) consolida-se como uma 

ferramenta metodológica indispensável (Evangelou et al., 2017). O SBB é um corante diazo 

lipofílico que apresenta elevada afinidade pelos componentes lipídicos oxidados e não 

extraíveis que estruturam os grânulos de lipofuscina (Georgakopoulou et al., 2013). 

2.5 Toxicidade dos antineoplásicos no ovário 

 A quimioterapia permanece sendo o tratamento mais prevalente para o câncer, e os 

avanços terapêuticos têm elevado significativamenteas taxas de cura e sobrevivência dos 

pacientes (De et al., 2022; Sung et al., 2021). Entretanto, os quimioterápicos atuam de forma 

inespecífica, afetando células normais que compartilham características com as tumorais, como 

alta taxa de proliferação e intensa atividade mitótica. Entre os tecidos mais vulneráveis, destaca-

se o ovário, cuja função reprodutiva pode ser comprometida (Morgan et al., 2012). Os principais 

efeitos colaterais do uso de quimioterápicos destaca-se a gonadotoxicidade, podendo resultar 

na falência ovariana prematura, devido à drástica redução dos folículos ovarianos, culminando 

em infertilidade (Du et al., 2022; Bedoschi et al., 2016). Em nível celular, o dano induzido pela 

quimioterapia leva ao acúmulo de células senescentes no microambiente ovariano. Estas, por 

sua vez, secretam um conjunto de mediadores pró-inflamatórios conhecido como SASP, 

contribuindo diretamente para o envelhecimento ovariano acelerado (Hense et al., 2022). Os 

principais mecanismos envolvidos na gonadotoxicidade causada pelos quimioterápicos são 

multifatoriais, incluindo a depleção de folículos primordiais e indução de apoptose; e o grau de 

dano causado depende de fatores como o tipo de medicamento, dosagem e protocolo 

estabelecido (Bedoschi et al., 2016).    

No entanto, a disfunção celular é uma consequência direta da genotoxicidade dos 

agentes antineoplásicos, que induzem danos extensos ao DNA, predominantemente na forma 
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de quebras de fita dupla (Zhang et al., 2023). Diante desse insulto genotóxico, as células 

ovarianas podem ativar vias de resposta distintas, como 1) a apoptose, que é desencadeada 

quando o dano se torna irreparável, culminando na eliminação do folículo por morte 

programada, ou 2) a Senescência Precoce Induzida por Estresse (SIPS), uma parada 

proliferativa permanente, como tentativa de prevenir a progressão de mutações (Muthamil et 

al., 2024). Quando ativada, a via apoptótica, mediada pela cascata de caspases, atua como um 

importante marcador de morte celular, sendo possível detectar a fragmentação do DNA através 

do ensaio de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Por 

outro lado, a diminuição ou ausência de proliferação, utilizando o marcador PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen) (Saito; Yamamoto; Chikenji, 2024). Dessa forma, diversos 

estudos têm sido realizados na busca por compostos naturais que atuem como anticancerígenos 

reduzindo os efeitos colaterais, como a gonadotoxicidade, principalmente na função 

reprodutiva. 

2.6 Busca por novos compostos naturais anticancerígenos 

 Considerando a severa gonadotoxicidade associada aos quimioterápicos convencionais, 

há um esforço contínuo na busca por novos agentes antineoplásicos que apresentam alta eficácia 

antitumoral associada a menores impactos negativos sobre a reserva ovariana. Os produtos de 

origem natural despontam como excelentes fontes de moléculas bioativas, sendo históricamente 

utilizados como protótipos para o desenvolvimento de fármacos oncológicos mais seguros 

(Newman; Cragg, 2020; Ju et al., 2024). Nesse sentido, os vitanolídeos surgem como uma 

classe de compostos naturais promissora. 

Embora a espécie botânica Withania somnifera seja historicamente reconhecida como a 

fonte primária do vitanolídeo clássico, a Withaferina A (WTA) (Lavie et al., 1965), 

investigações da biodiversidade neotropical revelaram que gêneros endêmicos brasileiros são 

fontes proeminentes destas lactonas esteroidais. A espécie Athenaea velutina destaca-se como 

um arbusto com importante centro de distribuição no estado do Ceará (Rodrigues; Knapp; 

Stehmann, 2019). O estudo fitoquímico das folhas dessa espécie nativa permitiu não apenas o 

isolamento da WTA, mas também a elucidação de derivados estruturais inéditos, como a 27-

desoxi-24,25-epoxiwithaferina A (WT1) e a 27-desoxiwithaferina (WT2) (Dantas Rocha et al., 

2025). 
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2.6.1 Vitanolídeos 

 Os vitanolídeos constituem uma importante classe de metabólitos secundários, 

caracterizados quimicamente como lactonas esteroidais derivadas do esqueleto ergostano C28. 

A notável bioatividade e a capacidade citotóxica destes compostos contra células tumorais estão 

intimamente relacionadas à sua conformação estrutural, com destaque para a presença de um 

sistema α,β-conjugado, um grupo hidroxila e um anel epóxido (Dantas Rocha et., 2025; 

Guerreiro et al., 2019).  

Embora a espécie Withania somnifera seja historicamente reconhecida como a fonte 

primária do vitanolídeo clássico, a Withaferina A (WTA) (Lavie et al., 1965), investigações da 

biodiversidade neotropical revelaram que a Athenaea velutina é um arbusto com importante 

centro de distribuição no estado do Ceará, é uma fonte proeminente destas lactonas esteroidais 

(Rodrigues; Knapp; Stehmann, 2019). O estudo fitoquímico dessa espécie endêmica permitiu 

o isolamento da WTA e de derivados estruturais como a 27-desoxi-24,25-epoxiwithaferina A 

(WT1) e a 27-desoxiwithaferina A (WT2) (Dantas Rocha et al., 2025).  

 No âmbito oncológico, esses compostos demonstram expressiva capacidade 

antiproliferativa ao induzir cascatas apoptóticas e danos severos ao DNA em diversas linhagens 

neoplásicas (Guerreiro et al., 2019). Contudo, a avaliação de sua toxicidade em tecidos 

saudáveis é um pressuposto fundamental para a viabilidade terapêutica. Investigações recentes 

in vivo demonstraram que a administração intraperitoneal de WTA, WT1 e WT2 na dose de 2 

mg/kg apresentou reduzida toxicidade aguda sobre a reserva folicular ovariana em 

camundongos. Por outro lado, concentrações mais elevadas (5 e 10 mg/kg) desencadearam 

super ativação folicular compensatória, acúmulo de biomarcadores de senescência precoce e 

apoptose (Palomino et al., 2024). 

 

Figura 2: Estrutura dos derivados de vitanolídeos (WTA, WT1 e WT2). 

 
Fonte: Adaptado de Palomino et al., 2024 

 

 

 

WTA WT1 WT2 
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3 JUSTIFICATIVA 

Os efeitos adversos da quimioterapia a longo prazo, como a exaustão irreversível da 

reserva folicular, são impulsionados pela senescência celular, uma parada proliferativa 

permanente que degrada o microambiente ovariano através do fenótipo secretor associado à 

senescência (SASP) (Guo et al., 2024). O acúmulo crônico dessas células senescentes no 

parênquima ovariano decorre do avanço da idade ou quando induzido precocemente através da 

exposição a agentes genotóxicos, como os antineoplásicos, e desencadeiam respostas 

inflamatórias locais severas (Hense et al., 2024). Consequentemente, a integridade do estroma 

e a viabilidade dos folículos pré-antrais são diretamente comprometidas, predispondo o órgão 

a danos estruturais que culminam na falência ovariana prematura e na infertilidade (Xu et al., 

2023; Prasanna et al., 2021). 

Diante do impacto destrutivo das terapias convencionais sobre a fertilidade mediado 

primordialmente pela indução da senescência ovariana precoce, a bioprospecção de compostos 

de origem natural, como os vitanolídeos, vem despertando grande interesse devido às suas 

propriedades antiproliferativas e pró-apoptóticas promissoras para a oncologia (Dantas et al., 

2022). Apesar da promissora perspectiva, estudos recentes, conduzidos por Palomino et al. 

(2024) demonstraram que os derivados Withaferina A (WTA), 27-desoxi-24,25-

epoxiwithaferina A (WT1) e 27-desoxiwithaferina (WT2) apresentam notável atividade 

citotóxica in vivo no ovário de camundongos. Embora a citotoxicidade aguda dessas substâncias 

tenha sido reportada, os seus efeitos específicos na indução da senescência ovariana e, as 

consequências funcionais a longo prazo após a administração sistêmica ainda são 

desconhecidas. 

Dessa forma, o presente estudo justifica-se por investigar os efeitos gonadais dos 

vitanolídeos a curto e longo prazo. Para tal, serão utilizadas camundongos-fêmeas da linhagem 

C57BL/6J, modelo consolidado para o estudo do envelhecimento ovariano (Dai et al., 2023). O 

estudo também irá comparar os animais em diferentes estágios de vida: jovens (6 semanas) e 

adultas (1 ano). Esta abordagem comparativa permitirá identificar se a sensibilidade aos 

vitanolídeos varia conforme a idade e o estado basal da reserva ovariana. A aplicação de 

análises histológicas para grânulos de lipofuscina (marcador de senescência) e o ensaio TUNEL 

(marcador de apoptose) possibilitará uma caracterização detalhada dos danos celulares e 

teciduais. Com isso, espera-se consolidar os conhecimentos sobre a toxicidade reprodutiva de 

novos agentes antitumorais, trazendo importantes aportes para o desenvolvimento de protocolos 

oncológicos que priorizem a manutenção da reserva folicular e a preservação da fertilidade 

feminina.   
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4 HIPÓTESE CIENTÍFICA           

 A exposição in vivo a derivados de vitanolídeos (WTA, WT1 e WT2) induz a 

senescência celular e alterações morfofuncionais em ovários de camundongos fêmeas a longo 

prazo, resultando no comprometimento da qualidade e na redução quantitativa da reserva 

folicular pré-antral. 

5 OBJETIVOS 

5.1 Geral: 

 Avaliar, a longo prazo, os efeitos da exposição in vivo aos derivados de vitanolídeos 

(WTA, WT1 e WT2) sobre a sobrevivência, desenvolvimento, morte folicular ou senescência 

em ovários de camundongos fêmeas.       

 

5.2 Específicos: 

Avaliar o impacto da administração de 2mg/kg dos derivados de vitanolídeos no tecido ovariano 

murino na: 

 

⮚ Sobrevivência, ativação, crescimento de folículos ovarianos pré-antrais pela coloração 

de Ácido Periódico-Schiff (PAS); 

⮚ Acumulação de grânulos de lipofuscina no tecido ovariano utilizando a coloração Sudan 

Black B (SBB); 

⮚ Quantificação de fibras colágenas do estroma ovariano por meio da coloração de 

Tricrômico de Masson; 

⮚ Fragmentação do DNA no tecido ovariano pela técnica de TUNEL, por 

imunofluorescência; 

⮚ Quantificação da proliferação celular em folículos ovarianos e células estromais por 

meio da expressão da proteína PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), por 

imunohistoquímica; 
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ABSTRACT 

 

A quimioterapia é uma das principais estratégias terapêuticas no tratamento do câncer, mas 

frequentemente induz insuficiência ovariana prematura e senescência celular, comprometendo 

a fertilidade feminina. Nesse contexto, investigar compostos antitumorais com menor 

gonadotoxicidade, como os vitanolídeos (isolados de Athenaea velutina), torna-se relevante. 

Este estudo avaliou a longo prazo os efeitos in vivo de derivados de vitanolídeos sobre a 

morfologia folicular e marcadores de senescência ovariana em camundongos. Fêmeas 

C57BL/6J foram distribuídas em grupos controle jovem (6 semanas) e controle idoso (1 ano), 

além de grupos tratados com 2 mg/kg de Withaferina A (WTA), 27-desoxi-24,25-

epoxiwithaferina A (WT1) e 27-desoxiwithaferina A (WT2), administrados em dias alternados 

por 14 dias. Os ovários foram avaliados quanto à morfologia, lipofuscina (Sudan Black B), 

fibrose (Tricrômico de Masson), fragmentação de DNA (TUNEL) e proliferação celular 

(PCNA). Os resultados mostraram que o WT1 preveniu o acúmulo de lipofuscina e manteve 

folículos em desenvolvimento, mas induziu apoptose e fibrose, sugerindo burnout folicular. Já 

o WTA demonstrou elevada gonadotoxicidade, induzindo senescência precoce, com intenso 

acúmulo de lipofuscina e fibrose. Em contraste, o WT2 manteve a integridade estromal com 

níveis basais de fibrose e apoptose, induzindo um estado de quiescência celular evidenciado 

pela menor taxa proliferativa entre os grupos. Conclui-se que os derivados exercem efeitos 

distintos, destacando-se o WT2 como candidato antitumoral promissor por seu menor impacto 

na reserva ovariana. 

 

Keywords: Senescência ovariana, vitanolídeos, foliculogênese, toxicidade, camundongos, 

Athenaea velutina 
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1. Introdução 

A quimioterapia é amplamente empregada no tratamento do câncer devido à sua eficácia 

na redução tumoral e na eliminação de células malignas (Liern et al., 2021). Contudo, os efeitos 

colaterais relacionados à sua toxicidade, como menopausa precoce (Gao et al., 2023), 

insuficiência ovariana prematura (Xu et al., 2023) e aumento da senescência ovariana (Guo et 

al., 2024), podem resultar em infertilidade, afetando de maneira significativa a saúde 

reprodutiva de mulheres em idade fértil. Diante disso, cresce o interesse por compostos naturais 

com propriedades antitumorais que apresentem menor impacto sobre tecidos saudáveis, 

especialmente os do sistema reprodutor feminino (Marques et al., 2022). Por outro lado, 

recentemente, um estudo in vivo desenvolvido por Palomino et al. (2025) demonstrou que a 

administração sistêmica desses mesmos derivados (WTA, WT1 e WT2) exibiu baixa toxicidade 

sobre o desenvolvimento de folículos pré-antrais murinos na concentração de 2 mg/kg, 

sugerindo uma seletividade favorável às células de alta divisão metabólica sem comprometer 

imediatamente a fertilidade. 

Apesar de esses achados indicarem um potencial farmacológico relevante, os efeitos 

desses compostos sobre processos celulares específicos no tecido ovariano, como a senescência 

celular, permanecem pouco compreendidos, o que limita o entendimento de como esses 

compostos poderiam contribuir para a preservação ou para o comprometimento da fertilidade 

feminina. A senescência celular é caracterizada pela interrupção irreversível do ciclo celular 

em resposta a diferentes tipos de estresse. Seu acúmulo no ovário está associado à redução da 

reserva folicular e à diminuição da fertilidade ao longo do tempo (Zhang et al. 2023). O conceito 

foi apresentado por Leonard Hayflick e Paul Moorhead em 1961, relacionando a senescência 

celular e envelhecimento do corpo (Hayflick, Moorhead, 1961). Além disso, células 

senescentes secretam fatores do fenótipo secretor associado à senescência (SASP), que 

influenciam as células vizinhas (Han et al., 2024). O SASP é uma característica marcante da 

senescência celular, envolvendo a secreção de fatores pró-inflamatórios e moduladores do 

microambiente tecidual (Khavinson et al., 2022). Esses incluem mediadores de dano ao DNA, 

moléculas associadas à fibrose e redução de marcadores de proliferação celular (Gao et al., 

2023). Dessa forma, a avaliação desses marcadores de senescência celular pode auxiliar na 

compreensão dos efeitos dos vitanolídeos sobre a senescência ovariana.  

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos a longo prazo da 

administração in vivo dos derivados de vitanolídeos WTA, WT1 e WT2 sobre a senescência 

ovariana em camundongos fêmeas, por meio da análise do acúmulo de lipofuscina, fibrose, 

danos ao DNA e proliferação celular. 



17 
 

 

2. Materiais e métodos 

2.1 Aprovação ética, animais e siplementação nutricional  

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado e conduzido de acordo com as 

recomendações do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob o processo nº 

03248567/2021 da Universidade de Fortaleza (UNIFOR).  

Camundongos fêmeas C57BL6J (7 semanas de idade; peso 20 - 25 g) foram obtidos do 

Núcleo de Biologia Experimental (NUBEX) da UNIFOR. Os animais foram alojados em caixas 

de polietileno, com livre acesso à ração e água, e mantidos sob ciclo claro-escuro de 12h. 

 

2.2 Produtos químicos 

 Unless otherwise mentioned, the reagents and chemicals used in the present study were 

purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 

Os compostos WTA, WT1 e WT2 foram fornecidos pelo Laboratório de análises 

fitofarmacêuticas II da Universidade Federal do Ceará (UFC). 

 

2.3 Desenho experimental  

Foram utilizadas 25 camundongos fêmeas C57BL6J, provenientes do biotério do Centro 

de Biologia Experimental da Universidade de Fortaleza (UNIFOR), distribuídas aleatoriamente 

em cinco grupos experimentais principais (n=5 por grupo). Dois grupos controle não receberam 

qualquer intervenção farmacológica: controle jovem (6 semanas - 6w), cujos animais foram 

eutanasiados com seis semanas de idade, e controle idoso (1 ano - 1y), eutanasiado ao completar 

um ano de idade. Os demais animais iniciaram o experimento com seis semanas de idade e 

foram distribuídos em três grupos tratados de acordo com o derivado de vitanolídeo 

administrado (2 mg/kg): WTA (Withaferina A), WT1 (27-desoxi-24,25-epoxiwithaferina A) e 

WT2 (27-desoxiwithaferina A). Os compostos foram administrados por via intraperitoneal 

(i.p.), em dias alternados, durante um período de 14 dias. Após o término do tratamento as 

fêmeas foram mantidas em acompanhamento longitudinal, sem novas intervenções, até 

completarem um ano de idade, quando então foram eutanasiadas para a coleta dos ovários. Os 

ovários foram então fixados e submetidos às análises histológicas e moleculares, incluindo 

histologia clássica, coloração por Sudan Black B, Tricrômico de Masson, ensaio de 

imunofluorescência para detecção de fragmentação de DNA (TUNEL) e imunohistoquímica 

para avaliação da proliferação celular (PCNA).  
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Figura 1 – Representação esquemática do delineamento experimental. Camundongos fêmeas 

da linhagem C57BL/6J foram distribuídos em grupos controle (6 semanas – 6w; e 1 ano – 1y) 

e grupos tratados que receberam administração intraperitoneal (i.p.) de derivados de 

vitanolídeos (2 mg/kg): Withaferina A (WTA), 27-desoxi-24,25-epoxiwithaferina A (WT1) e 

27-desoxiwithaferina A (WT2).  

 

2.4 Morfologia e desenvolvimento folicular  

Para a análise histológica, os ovários foram fixados em solução de Davidson (22.2% 

formalin, 33.4% alcohol, 11% glacial acetic acid, and distilled water) por 12 horas à temperatura 

ambiente, e posteriormente processados, iniciando-se pela desidratação em concentrações 

crescentes de etanol, seguida de clarificação em xileno e inclusão em parafina. Em seguida, os 

blocos de tecido foram seccionados à espessura de 7 µm e corados pelo método do ácido 

periódico de Schiff-hematoxilina (PAS) para as análises foliculares, realizadas por microscopia 

de luz (Nikon, Tóquio, Japão). 

Foram considerados os folículos pré-antrais cujos oócitos apresentavam núcleos 

claramente visíveis, sendo então, classificados em: primordiais (uma camada de células da 

granulosa achatadas ou achatadas e cuboides); primários (uma camada completa de células da 

granulosas cuboides circundando o oócito), e secundários (duas ou mais camadas de células da 

granulosas cuboides, sem sinal de formação de antro). Na avaliação morfológica, os folículos 

foram categorizados em normais, quando isentos de sinais degenerativos, ou degenerados. A 

degeneração folicular foi caracterizada pela presença de de pelo menos uma das seguintes 
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alterações: retração oocitária, núcleo picnótico, inchaço celular ou desorganização e 

desprendimento das células da granulosa da membrana basal (Palomino et al., 2024). Para evitar 

dupla contagem, o folículo foi considerado apenas quando, na primeira secção, era visualizado 

o núcleo central do oócito. Todas as contagens foram realizadas às cegas por um único 

avaliador. 

 

2.5 Coloração de Sudan Black B e Tricrômico de Masson  

Para análise dos grânulos de lipofuscina, foi realizada a coloração com Sudan Black B. 

Para isso, fragmentos de tecido ovariano foram fixados com paraformaldeído 4% (pH 7,2) por 

4 h, incluídos em blocos de parafina e seccionados na espessura de 5 μm. Em seguida, as 

lâminas foram desparafinizadas com xileno, reidratas em gradiente de álcoois e coradas com 

Sudan Black B (Dinâmica, Santa Catarina, Brasil) por 3 min, seguidas de imersão em álcool 

etílico a 50 % por 2 min. Posteriormente, as lâminas foram lavadas em água destilada por 2 

min, contracoradas com eosina por 2 min e montadas com glicerol a 40%. Para avaliação, quatro 

campos aleatórios (2.500 μm2) de cada secção por lâmina (3 por grupo) foram examinados em 

microscópio óptico (Nikon v.4.50) com ampliação de 400x, e quantificada pela área de 

lipofuscina positiva no software Image J versão 1.47 (NIH, Bethesda, MD, USA). 

Para análise das áreas fibróticas, o tecido ovariano foi fixado, processado e cortado nas 

mesmas condições mencionadas anteriormente e corado com kit Tricrômico de Masson 

(Histokit EasyPath; Erviegas groups, Indaiatuba, SP, Brasil). Em seguida, as lâminas foram 

desidratadas em concentrações crescentes de álcool e, finalmente, montada com Bálsamo do 

Canadá. Para a avaliação, quatro campos de cada seção (2.500 μm2) por lâmina (3 por grupo) 

foram examinados usando microscopia de luz (Nikon v.4.50) com ampliação de 400x. As 

microfotografias foram capturadas no padrão RGB e, em seguida, analisadas no software 

Fiji/Image J (Wayne Rasband, NIH, USA). 

 

2.6 Imunofluorescência (IF) 

A análise TUNEL foi realizada utilizando um kit comercial (In Situ Cell Death 

Detection, POD, Roche, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), seguindo as instruções do 

fabricante. As etapas de fixação e recuperação antigênica foram realizadas conforme o 

protocolo de imunofluorescência. Para a recuperação antigênica, as lâminas foram incubadas 

em tampão de recuperação por 10 minutos em banho térmico pressurizado. Após o resfriamento 

dos cortes, estes foram lavados em PBS e as lâminas incubadas com H₂O₂ a 3% (v/v) de em 
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metanol. Em seguida, os cortes foram lavados novamente em PBS e bloqueados por 1 hora à 

temperatura ambiente, utilizando PBS contendo 1% (p/v) de BSA. Após duas lavagens em PBS, 

de 5 minutos cada, as lâminas foram incubadas com a reação TUNEL (50 μL) por 1 hora a 37 

°C, com exceção do controle positivo, que foi previamente incubado com DNAse por 10 

minutos. Posteriormente, todas as lâminas foram lavadas três vezes em PBS, por 5 minutos 

cada. Por fim, as secções foram contra coradas e montadas utilizando o meio de montagem 

Fluoroshield™ com DAPI (Abcam, ab104139). Para a análise, as imagens foram capturadas 

em um microscópio confocal (Nikon, Tóquio, Japão) com ampliação de 400×. Para cada 

lâmina, foram examinados quatro campos aleatórios utilizando os filtros DAPI (4’,6-diamidino-

2-fenilindol; 359/457 nm excitação/emissão) e FITC (isotiocianato de fluoresceína; 495–519 

nm excitação/emissão). O índice de células positivas (apoptóticas) foi então quantificado pela 

intensidade de fluorescência utilizando o software Image J versão 1.47 (NIH, Bethesda, MD, 

USA).  

 

2.7 Análise imunohistoquímica (IHQ) 

Os folículos de todos os grupos experimentais foram fixados em paraformaldeído a 4%, 

desidratados em uma série crescente de etanol, clarificados em xileno incluídos em parafina e 

seccionados em série com espessura de 5 μm. As secções foram montadas em lâminas 

carregadas positivamente e processadas para imunolocalização do Antígeno Nuclear de Células 

em Proliferação (PCNA) durante 5 minutos a 98°C. A recuperação antigênica foi realizada pela 

incubação das lâminas em tampão de recuperação de proteínas com pH específico da proteína 

(Dako, Santa Clara, CA, EUA). Para bloquear a atividade da peroxidase endógena, foi usado 

peróxido de hidrogênio a 10% em metanol. Subsequentemente, as lâminas foram incubadas por 

30 minutos com anticorpo primário policlonal de coelho anti-pcna (1:500; Abcam Inc., 

Cambridge, Reino Unido. Em seguida, as lâminas foram incubadas por 30 minutos com 

anticorpo secundário anti-IgG de coelho de cabra (1: 200; Abcam Inc.) e, posteriormente, por 

mais 30 minutos com o complexo enzimático avidina-biotina (ABC; Vector laboratorys, 465 

Burlingame, CA, EUA) para reação com cromógeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB; Scytek, 

Utah, EUA). As lâminas foram posteriormente contra coradas com hematoxilina, seguida de 

amônia a 5%. Fragmentos de intestino de camundongo foram usados como controle positivo. 

A avaliação do PCNA foi realizada como descrito anteriormente por Ñaupas et al., (2026), 

sendo analisados 4 campos aleatórios por secção (2500 µm² cada), utilizando o software Nikon 

NIS-Elements AR v.4.50. A porcentagem de células PCNA-positivas foi calculada com base 
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no número de células do estroma em proliferação utilizando o software Image J versão 1.47 

(NIH, Bethesda, MD, USA). 

 

2.8 Análise estatística  

 

Os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média (SEM) ou percentual, 

utilizando software Statistical Package for Social Science (SPSS - version 27.0). A normalidade 

dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-wilk. Os dados de morfologia foram analisados 

pelo Teste Exato de Fisher, enquanto os dados do TUNEL foram analisados por ANOVA 

seguida do teste da Diferença Mínima Significativa (DMS). Em ambas as análises, as diferenças 

foram consideradas significativas quando p < 0,05. 
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3. Resultados 

3.1 Morfologia e desenvolvimento folicular 

Um total de 803 folículos pré-antrais (primordiais, primários e secundários) foi 

analisado no presente estudo, dos quais 70,9% (570/803) foram classificados como 

morfologicamente normais (Figura 2). A análise da morfologia folicular (Figura 2A) revelou 

variações influenciadas tanto pela idade quanto pela exposição aos vitanolídeos. Observou-se 

que o percentual de folículos primordiais normais no grupo de 6 semanas (6w) apresentou uma 

redução (P<0,05) quando comparado ao grupo controle de 1 ano (1y); porém foi semelhante ao 

observado nos grupos WT1 e WT2. Por outro lado, o grupo 1y apresentou comportamento 

semelhante ao grupo tratado com WTA em todas as categorias foliculares avaliadas. 

Notavelmente, o tratamento WT1 foi o único que apresentou porcentagem de folículos 

secundários semelhantes às do grupo jovem (6w), além de resultados comparáveis nas demais 

classes foliculares. As características morfológicas dos folículos considerados normais estão 

ilustradas na Figura 2B. 

 

 

A B 
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Figura 2. Avaliação da morfologia folicular em ovários de camundongos fêmeas dos grupos 

controle (6w e 1y) e tratados com 2 mg/kg dos derivados de vitanolídeos WTA, WT1 e WT2. 

(A) Porcentagem de folículos pré-antrais morfologicamente normais por categoria (primordiais, 

primários e secundários). Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos (P < 

0,05). (B) Imagens representativas de folículos morfologicamente normais (a–c). As setas azul, 

amarela e vermelha indicam folículos primordial, primário e secundário, respectivamente. 

 

Os dados referentes ao desenvolvimento folicular após os tratamentos estão 

apresentados na Figura 3. Observou-se que o grupo 1y apresentou menor percentual de folículos 

em desenvolvimento (primários e secundários morfologicamente normais) quando comparado 

ao grupo 6w (P < 0,05). Por outro lado, os grupos WT1 e WT2 apresentaram valores 

semelhantes aos observados no grupo 6w. No entanto, o grupo tratado com WTA apresentou 

percentual em desenvolvimento foi diferente do 6w (P < 0,05). 

 

 

Figura 3. Desenvolvimento folicular em ovários de camundongos dos grupos controle (6w e 

1y) e tratados (WTA, WT1, WT2). Percentual de folículos em desenvolvimento (folículos 

primário e secundário morfologicamente normais). Letras diferentes indicam diferença 

estatística entre os grupos (P < 0,05).  
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3.2 Quantificação de lipofuscina no tecido ovariano  

A Figura 4 apresenta a avaliação do acúmulo de lipofuscina no tecido ovariano dos 

diferentes grupos experimentais. As fotomicrografias representadas na Figura 4B (a-e) 

evidenciam a presença de grânulos de lipofuscina detectados pela coloração de Sudan Black B.  

A análise quantitativa da área de marcação (Figura 4A) demonstrou que tanto o avanço 

da idade quanto os tratamentos influenciaram o acúmulo desse pigmento no tecido ovariano. 

Observou-se um aumento significativo na área de marcação de lipofuscina nos ovários do grupo 

WTA quando comparado ao grupo 6w, WT1 e WT2, apresentando similaridade estatística 

apenas com o grupo controle de 1 ano (1y) (P>0,05). Em contraste, os animais tratados com 

WT1 apresentaram menor percentual de marcação após um ano, mantendo níveis de deposição 

de lipofuscina semelhantes aos observados no grupo controle jovem (6w) (P<0,05). Por sua 

vez, o grupo tratado com WT2 apresentou acúmulo de lipofuscina semelhante ao observado no 

grupo 1y (P>0,05), porém significativamente inferior ao observado no grupo WTA (P<0,05). 

 

 

  

Figura 4. Acúmulo de lipofuscina no tecido ovariano de camundongos dos grupos controle (6w 

e 1y) e tratados com vitanolídeos (WTA, WT1 e WT2). A) Percentagem média (± EPM) de 

células marcadas. B) Fotomicrografias representativas do tecido ovariano corado com Sudan 

Black B (20×), evidenciando grânulos de lipofuscina (a-e). Letras diferentes indicam diferença 

estatística (P<0,05). As barras representam média ± EPM.  

B 

A B 
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3.3 Fibrose no tecido ovariano  

A coloração por Tricrômico de Masson revelou diferenças significativas na 

porcentagem de colágeno entre os grupos avaliados (Figura 5). Os grupos controles de 6 

semanas (6w) e 1 ano (1y) apresentaram percentuais de colágeno semelhantes aos observados 

no grupo WT2, não havendo diferença estatística entre eles. Em contraste, o grupo WT1 

apresentou aumento significativo na deposição de colágeno quando comparado aos grupos 6w, 

1y e WT2 (P > 0,05). O grupo WTA apresentou a maior porcentagem de área positiva para 

colágeno, diferindo estatisticamente de todos os demais grupos experimentais (P < 0,05). 

 

 

Figura 5. Quantificação da fibrose estromal no tecido ovariano de camundongos dos grupos 

controle (6w e 1y) e tratados com vitanolídeos (WTA, WT1 e WT2). Os valores representam a 

porcentagem de área positiva para colágeno (%) detectada pela coloração de Tricrômico de 

Masson. As barras representam média ± EPM. Letras diferentes indicam diferenças 

estatisticamente significativas (P<0,05). 

 

 

3.4 Detecção da fragmentação do DNA pelo ensaio de TUNEL  

O ensaio de TUNEL revelou diferenças significativas na fragmentação do DNA entre 

os grupos avaliados (Figura 6). O grupo WT1 apresentou aumento significativo na 
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fragmentação do DNA em relação aos demais grupos (P < 0,05). De forma semelhante, o grupo 

WTA exibiu elevados níveis de fragmentação do DNA, diferindo significativamente dos grupos 

6w e WT2 (P < 0,05), porém, sem diferença estatística em relação ao grupo 1y.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Fragmentação de DNA no tecido ovariano avaliada pelo ensaio de TUNEL em 

camundongos fêmeas dos grupos controle (6w e 1y) e tratados com derivados de vitanolídeos 

(WTA, WT1 e WT2). (A) Quantificação da densidade de células apoptóticas (TUNEL⁺/mm²). 

(B) Imagens representativas da imunofluorescência de TUNEL no tecido ovariano. As barras 

representam média ± erro padrão da média (EPM). Letras diferentes indicam diferença 

estatística entre os grupos (P < 0,05). Aumento: 400×; barra de escala = 20 µm. 

 

3.5 Proliferação celular por PCNA 

 A atividade proliferativa no tecido ovariano foi avaliada por meio da imunomarcação 

para o antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA). A Figura 7 apresenta as 

fotomicrografias representativas evidenciando núcleos positivamente marcados em células 

estromais (Figura 8A) nos diferentes grupos experimentais. 

A análise quantitativa demonstrou efeito da idade sobre asas taxas de proliferação 

celular. Além disso, os grupos tratados com WTA e WT1 apresentaram percentual de células 

B 
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PCNA-positivas semelhantes ao grupo controle de 1 ano (1y) (P<0,05). Por sua vez, o grupo 

WT2 apresentou a menor taxa proliferativa entre os grupos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Avaliação da proliferação celular no tecido ovariano por imunomarcação de PCNA. 

A) Análise quantitativa de células PCNA-positivas no estroma e nos folículos. B) 

Fotomicrografias da imunomarcação de PCNA em células estromais (a-e). Barras indicam 

média ± EPM. Letras diferentes indicam diferença estatística (P < 0,05). Image magnification 

= 200x; scale bars = 1000 µm. 

 

4. Discussão  

 A avaliação da morfologia folicular e da dinâmica de desenvolvimento constitui um dos 

primeiros parâmetros para compreender o impacto toxicológico de agentes antineoplásicos 

sobre a reserva ovariana. Em nosso estudo, a análise morfológica quantitativa revelou que, a 

longo prazo (1 ano), a taxa de folículos pré-antrais morfologicamente normais não diferiu 

significativamente entre os grupos controles e os tratados com os derivados de vitanolídeos. 

Esse resultado indica que a exposição sistêmica à dose de 2 mg/kg não induziu um efeito 

deletério agudo ou persistente capaz de comprometer morfologicamente as células da granulosa 

B A 
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e o oócito dos folículos remanescentes. Este achado está em concordância com resultados 

prévios do nosso grupo, que demonstraram que a administração in vivo de WTA, WT1 e WT2 

na mesma concentração, não promove efeitos tóxicos agudos sobre a viabilidade morfológica 

de folículos pré-antrais murinos (Palomino et al., 2024). Em conjunto, esses dados indicam que, 

nessa dose, os derivados de vitanolídeos apresentam baixa toxicidade estrutural para o tecido 

ovariano. Entretanto, a preservação da morfologia folicular não necessariamente reflete a 

ausência de alterações celulares ou moleculares no tecido ovariano, uma vez que processos 

como apoptose, senescência celular e remodelamento estromal podem ocorrer antes de 

alterações morfológicas evidentes (Tilly e Sinclair, 2013; Mandelbaum, 2017;). Nesse contexto, 

a avaliação de marcadores adicionais, como fragmentação de DNA e alterações estromais, 

torna-se essencial para uma compreensão mais abrangente dos efeitos desses compostos sobre 

o envelhecimento ovariano. 

Apesar da manutenção da integridade estrutural geral, a exposição aos vitanolídeos 

promoveu alterações distintas no desenvolvimento das classes foliculares. Notavelmente, os 

animais tratados com o derivado WT1 apresentaram um padrão de desenvolvimento folicular 

semelhante ao observado no grupo controle jovem (6w). Embora a preservação de uma reserva 

folicular com características juvenis possa, à primeira vista, sugerir um possível efeito protetor, 

este achado provavelmente reflete uma consequência da toxicidade do composto. Nesse 

contexto, é possível que o WT1 tenha induzido atresia acelerada dos folículos que iniciaram o 

processo de ativação, fenômeno descrito como burnout folicular, resultando na predominância 

de folículos quiescentes no parênquima ovariano (Xu et al., 2023; Kalich-Philosoph et al., 

2013). A literatura reporta que danos induzidos por quimioterápicos podem promover depleção 

aguda do pool de folículos em crescimento, mascarando a real capacidade funcional do ovário 

(Spears et al., 2019). Em contraste, os grupos tratados com WTA e WT2 apresentaram um 

padrão de desenvolvimento folicular semelhante ao observado no grupo controle idoso (1y), 

sugerindo que essas moléculas podem mimetizar ou antecipar mecanismos associados ao 

envelhecimento ovariano natural. Uma possível explicação para esse efeito envolve a indução 

de senescência precoce induzida por estresse (stress-induced premature senescence, SIPS) no 

estroma ovariano, levando à parada proliferativa e à liberação de fatores do fenótipo secretor 

associado a senescência (SASP). A deterioração precoce do microambiente ovariano pode 

comprometer o suporte às unidades foliculares, contribuindo para a redução progressiva da 

reserva ovariana de maneira semelhante ao processo de envelhecimento fisiológico (Du et al., 

2022; Gao et al., 2023). 
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Para investigar o fenótipo de envelhecimento sugerido pelo desenvolvimento folicular 

do WTA e do WT2, avaliou-se o acúmulo intracelular de lipofuscina através da coloração de 

Sudan Black B. Inicialmente, o grupo controle idoso (1y) apresentou marcação superior ao 

grupo controle jovem (6w), evidenciando um acúmulo progressivo e significativo desse 

pigmento no estroma ovariano ao longo do envelhecimento fisiológico (Ansere et al., 2020; 

Hense et al., 2024). Em relação aos tratamentos, o derivado WTA induziu um acúmulo 

acentuado de grânulos de lipofuscina, semelhante ao observado no ovário do grupo controle 

idoso (1y). Esse aumento exacerbado sugere que a Withaferina A pode atuar como um potente 

indutor de estresse oxidativo, acelerando o tecido a um estado de senescência precoce induzida 

por estresse, fenômeno amplamente descrito após a exposição a agentes quimioterápicos, tais 

como cisplatina, ciclofosfamida e doxorrubicina (Du et al., 2022; Xu et al., 2023; Gao et al., 

2023). Por outro lado, a exposição ao WT1 preveniu o acúmulo de lipofuscina, mantendo níveis 

semelhantes aos observados em animais jovens (6w). Já o tratamento com WT2 apresentou 

marcação de lipofuscina inferior à observada no grupo WTA, equiparando-se dos níveis 

observados no envelhecimento fisiológico (1y). Por outro, considerando que o acúmulo de 

células senescentes observado de forma intensa no grupo WTA pode afetar negativamente o 

tecido por meio do SASP, a deposição de fibras de colágeno foi quantificada por meio da 

coloração com Tricrômico de Masson. Nossos achados revelaram que os tratamentos com WTA 

e WT1 induziram um aumento na porcentagem de colágeno no estroma ovariano. O grupo 

WTA apresentou os níveis mais elevados de deposição fibrótica, o que corrobora sua alta taxa 

de senescência, evidenciada pelo acúmulo de lipofuscina. De fato, citocinas pro-inflamatórias, 

fatores de crescimento e proteinases liberadas pelo SASP podem promover a deposição anormal 

de colágeno, contribuindo para a desestruturação do estroma ovariano (Guo et al., 2024). Esse 

processo de remodelamento estromal e deposição de colágeno tem sido associado à rigidez do 

microambiente ovariano e à progressiva perda da função folicular durante o envelhecimento 

(Briley et al., 2016; Amargant et al., 2020). O grupo tratado com WT1 apresentou níveis 

intermediários de fibrose, sugerindo um efeito moderado sobre o remodelamento estromal. Em 

contraste, o tratamento com WT2 não induziu resposta fibrótica significativa, mantendo a 

proporção de colágeno em níveis basais, semelhantes aos observados nos grupos controle (6w 

e 1y). 

Para elucidar de forma mais precisa as divergências estruturais e os possíveis 

mecanismos de dano associados a cada derivado, avaliou-se a extensão do dano genotóxico por 

meio do ensaio TUNEL. Nossos resultados demostraram que os tratamentos com WTA e WT1 

induziram um aumento significativo na fragmentação do DNA, indicativa de apoptose, um 
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padrão semelhante ao observado na toxicidade classicamente descrita para agentes 

antineoplásicos convencionais (Zhang et al. 2023; Wu et al., 2025). O alto índice de TUNEL 

observado no grupo WT1 fornece uma possível explicação para o paradoxo previamente 

descrito em relação à preservação aparente da população de folículos primordiais. Nesse 

contexto, o dano genotóxico agudo induzido por esse derivado parece desencadear 

predominantemente a ativação de vias apoptóticas, levando à eliminação precoce das células 

do tecido antes que ocorra o acúmulo de lipofuscina. Esse mecanismo sugere que a apoptose 

pode atuar como uma via predominante de remoção celular em resposta ao estresse induzido 

pelo WT1, impedindo a progressão para um estado de senescência celular estabelecida. Em 

contraste, o tratamento com WT2 manteve a densidade de células apoptóticas em níveis 

comparáveis aos observados no grupo controle jovem (6w) sugerindo um perfil citotóxico mais 

brando e menor indução de dano genômico no tecido ovariano. 

 

Por fim, para aprofundar a compreensão sobre o perfil de sobrevivência e o efeito 

proteção do WT2 em comparação aos demais vitanolídeos, a atividade proliferativa foi avaliada 

por meio da expressão da proteína PCNA. O grupo controle idoso (1y) apresentou evidente 

redução na marcação de PCNA em relação ao jovem (6w), confirmando o impacto fisiológico 

do envelhecimento sobre a atividade proliferativa ovariana, o que corrobora com a literatura 

atual (Saito; Yamamoto; Chikenji, 2024; Hense et al., 2024). Os tratamentos com WTA e WT1 

promoveram redução acentuada da proliferação em relação ao grupo jovem, apresentando 

níveis de marcação semelhantes aos observados no grupo 1y. Essa redução na expressão de 

PCNA, associada aos elevados índices de apoptose (TUNEL) e à maior deposição fibrótica 

observada nesses grupos, sugere a ocorrência de parada celular irreversível em resposta a danos 

severos ao DNA, acompanhada de comprometimento do microambiente estromal. Por outro 

lado, o WT2, apresentou uma depleção quase total da taxa proliferativa. Ao correlacionar a 

ausência de proliferação induzida por esse derivado com os baixos níveis de morte celular 

(TUNEL) e a ausência de fibrose observados nesse grupo (Tricrômico de Masson), fortalece-

se a hipótese de que o WT2 atua induz um estado profundo de quiescência estromal. Esse estado 

de "dormência" celular pode representar um mecanismo adaptativo de preservação tecidual, no 

qual a paralisação do ciclo celular reduz a suscetibilidade do microambiente ovariano à 

incorporação de erros replicativos e à ocorrência de quebras no DNA (Van den Boogaard et al. 

2022; Kashi; Meirow, 2023). Além disso, a indução de quiescência celular pode atuar como 

uma estratégia de manutenção da integridade tecidual em condições de estresse, permitindo a 

preservação do nicho ovariano e potencialmente retardando processos degenerativos associados 
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ao envelhecimento do tecido. 

Em síntese, os derivados de vitanolídeos modulam o microambiente ovariano a longo 

prazo de maneiras distintas. O WT1 atua predominantemente por meio de toxicidade apoptótica 

aguda, possivelmente associada ao fenômeno de burnout folicular. Por sua vez, o WTA 

promove comprometimento estromal por meio da indução de senescência precoce induzida por 

estresse, acompanhada de remodelamento fibrótico do tecido ovariano. Em contraste, o WT2 

destaca-se como um candidato promissor, ao suprimir de forma acentuada a atividade 

proliferativa e induzir um estado de quiescência celular. Essa estratégia pode reduzir a 

suscetibilidade do tecido à ocorrência de danos ao DNA e, consequentemente, contribuir para 

a preservação da integridade estrutural do ovário a longo prazo. 

 

5. Conclusão  

Este estudo demonstra que a administração sistêmica de derivados de vitanolídeos (2 

mg/kg) modula o microambiente ovariano por mecanismos distintos. Entre os compostos 

avaliados, o WT2 destacou-se como um candidato promissor, sendo capaz de induzir um estado 

de quiescência estromal associado à prevenção de apoptose, acúmulo de lipofuscina e deposição 

fibrótica. Em contraste, os derivados WTA e WT1 apresentaram perfis de toxicidade mais 

pronunciados, caracterizados pela indução de senescência precoce induzida por estresse e pelo 

fenômeno de burnout folicular. Assim, a indução de um estado de dormência celular pelo WT2 

pode representar um mecanismo importante para preservar a integridade estrutural do ovário, 

contribuindo potencialmente para a manutenção da reserva folicular e da fertilidade feminina.  
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7 CONCLUSÃO 

  

 De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, pudemos concluir que: 

A) Vitanolídeos administrados sistemicamente (2 mg/kg) afetam o microambiente 

ovariano de maneiras distintas; 

B) O WT2 mostrou maior potencial terapêutico ao promover um estado de quiescência 

estromal, associado à redução de apoptose, acúmulo de lipofuscina e fibrose. 

C) Os vitanolídeos WTA e WT1 apresentaram maior toxicidade, estimulando senescência 

precoce e esgotamento folicular. 
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