UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CAMPUS SOBRAL
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA - PPGB

MOISES BRUNO MARINHO ROCHA

AVALIACAO DO POTENCIAL DA PIPERINA EM REDUZIR OS EFEITOS
ADVERSOS CAUSADOS PELA DOXORRUBICINA EM TECIDO OVARIANO
DE CAMUNDONGOS FEMEAS

SOBRAL
2023



MOISES BRUNO MARINHO ROCHA

AVALIACAO DO POTENCIAL DA PIPERINA EM REDUZIR OS EFEITOS
ADVERSOS CAUSADOS PELA DOXORRUBICINA EM TECIDO OVARIANO DE
CAMUNDONGOS FEMEAS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P04s-Graduagcdo em
Biotecnologia da Universidade Federal
do Ceara, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia. Area de concentragio:
Biotecnologia. Linha de Pesquisa:
Andlises Integrativas de  Sistemas
Bioldgicos. Area tematica: Fisiologia
Reprodutiva.

Orientador: Prof. Dr. José Roberto Viana
Silva.

Co-orientador: Prof. Dr. Anderson Weiny
Barbalho Silva.

SOBRAL

2023



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas

Gerada automaticamente pelo moédulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

R574a Rocha, Moisés
Bruno Marinho.
AVALIAC;AO DO POTENCIAL DA PIPERINA EM REDUZIR OS EFEITOS
ADVERSOS CAUSADOS PELA DOXORRUBICINA EM TECIDO OVARIANO DE
CAMUNDONGOS FEMEAS /
Moisés Bruno Marinho Rocha. — 2023.
68 f. : il. color.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Campus de Sobral, Programa de
Pds-Graduacao em Biotecnologia, Sobral, 2023.

Orientacdo: Prof. Dr. José Roberto Viana

Silva. Coorientacéo: Prof. Dr. Anderson

Weiny Barbalho Silva.

1. Piperina. 2. Doxorrubicina. 3. Gonadotoxicidade. 4. Fertilidade. 5. Modelo in vivo. I.
Titulo.

CDD 660.6




MOISES BRUNO MARINHO ROCHA

AVALIACAO DO POTENCIAL DA PIPERINA EM REDUZIR OS EFEITOS
ADVERSOS CAUSADOS PELA DOXORRUBICINA EM TECIDO OVARIANO DE
CAMUNDONGOS FEMEAS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduacdo em
Biotecnologia da Universidade Federal
do Ceard, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia. Area de concentracgo:
Biotecnologia. Linha de Pesquisa:
Analises Integrativas de  Sistemas
Bioldgicos. Area tematica: Fisiologia
Reprodutiva.

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. José Roberto Viana Silva (Orientador)
Universidade Federal do Ceara — UFC

Prof. Dr. Anderson Weiny Barbalho Silva (Co-orientador)
Universidade Federal do Ceara — UFC

Prof. Dr. Geovany Amorim Gomes (Examinador)
Universidade Estadual Vale do Acarad — UVA

Prof. Dra. Alana Nogueira Godinho (Examinadora)
Universidade Federal do Ceard — UFC



Dedico este trabalho,
primeiramente, a Deus, aos meus pais
que sdo essenciais em minha vida e aos
meus professores que foram primordiais

para meu desenvolvimento.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus, por ser essencial em minha vida, quem me deu forca para

seguir em frente.

A minha familia por todo apoio e investimento em mim. Mée, por ter sido pessoa
fundamental nessa trajetdria pelo excessivo cuidado comigo. Pai, pelo cuidado e por me

da esperanca de um futuro profissional.

A minha esposa Débora Couto Marques que ao longo de todo 0 mestrado esteve
sempre me apoiando a superar todas minhas insegurancas, sempre presente nos momentos
de dificuldade.

Agradeco também ao meu orientador, Prof. Dr. José Roberto Viana Silva e ao
coorientador, Prof. Dr. Anderson Weiny Barbalho Silva pelo convivio, compreensao e

apoio nesse momento final.

A minha banca examinadora pela presenca e sugestdes de melhoria do meu
trabalho de conclusdo de curso de mestrado. E um prazer té-los na minha banca

examinadora.

A todos os professores do curso sejam internos e/ou externos ao programa que

foram pessoas importantes para minha formagao académica.

Ao Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Reprodutiva — LABIREP e ao
Nucleo de Pesquisa em Experimentacdo Animal — NUPEX, que me acolheram e

auxiliaram nos demais experimentos e na trajetdria de producéo escrita durante o curso.

Aos meus colegas de curso, que ao longo desses anos estiveram comigo em todos

0s momentos felizes e em todos os momentos dificeis.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
pelo apoio financeiro para as pesquisas e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES), pela concessdo da bolsa de estudos durante a realizacdo do

Curso de Mestrado, fundamentais para a concretizagdo das minhas atividades de pesquisa.

Enfim, muito obrigado a todos que contribuiram para elaboracéo deste estudo e

para minha formagéo profissional.



RESUMO

O uso de quimioterapicos tem ocasionado problemas de fertilidade nos altimos anos,
assim, os produtos naturais surgem como um potencial fator farmacoldgico capaz de
reduzir os danos ovarianos in vivo. Dessa forma, esta proposta objetivou avaliar a acdo
da piperina (PIP) sob a toxicidade ovariana induzida por doxorrubicina (DOX) em
camundongos fémeas, utilizando o modelo in vivo. Para tanto, esse projeto foi submetido
a apreciacgdo ética pela CEUA da Universidade Federal do Ceara campus de Sobral e
aprovado sob o protocolo N° 08/21. Foi realizado o seguinte protocolo experimental: os
animais receberam uma dose Unica de DOX e foram tratados durante 10 dias por via oral
(gavagem) com PIP. A experimentacao seguiu a partir da avaliacdo dos seguintes grupos
(n=6/grupo): (Grupo 1) Controle Negativo (DMSO); (Grupo 2) Controle Positivo (NAC
(150 mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (Grupo 3) DOX (10 mg/kg); (Grupo 4) PIP 0,1 + DOX
(10 mg/kg); (Grupo 5) PIP 1,0 + DOX (10 mg/kg); (Grupo 6) PIP 10,0 + DOX (10
mg/kg); (Grupo 7) PIP 0,1; (Grupo 8) PIP 1,0; (Grupo 9) PIP 10,0. Os ovérios foram
destinados para as andlises histoldgicas, de colageno, além de analise bioguimica e
expressdo relativa por PCR em tempo real para enzimas antioxidantes. As porcentagens
de foliculos foram avaliadas pelo teste qui-quadrado. Os dados de fibras colagenas e
densidade celular do estroma foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de comparacdo de Dunn e p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.
Os dados obtidos sugerem que a PIP (0,1, 1 e 10 mg/kg) ndo possui efeitos tdxicos sobre
os foliculos ou tecido ovariano em camundongos e contribui aumentando as taxas de
crescimento e sobrevivéncia folicular in vivo. Quando administrado associado a DOX (10
mg/kg), a PIP (0,1 mg/kg) foi capaz de diminuir os efeitos deletérios nas células do
estroma ovariano e capaz de manter o desenvolvimento folicular. Na avaliagdo
bioguimica de enzimas antioxidantes, a presenca de DOX ndo afetou negativamente,
enguanto a presenca de PIP protegeu contra os danos causados por estes farmacos. Além
disso, a expressdo génica mostrou que a capacidade antioxidante foi determinante
mostrando que a PIP (0,1 mg/kg) possuia melhor capacidade antioxidante frente aos
danos causados pela DOX. Diante do exposto, podemos concluir que a PIP 0,1 mg/kg

sugerem um efeito protetivo ao ovéario de camundongos fémeas tratadas com DOX.

Palavras-chave: Doxorrubicina; Piperina; Gonadotoxicidade; Fertilidade; Modelo in

Vivo.



ABSTRACT

The use of chemotherapy drugs has caused fertility problems in recent years, therefore,
natural products emerge as a potential pharmacological factor capable of reducing ovarian
damage in vivo. Therefore, this proposal aimed to evaluate the action of piperine (PIP)
on ovarian toxicity induced by doxorubicin (DOX) in female mice, using the in vivo
model. To this end, this project was submitted to ethical assessment by the CEUA of the
Federal University of Ceard, Sobral campus and approved under protocol No 08/21. The
following experimental protocol was carried out: the animals received a single dose of
DOX and were treated for 10 days orally (gavage) with PIP. The experiment continued
based on the evaluation of the following groups (n=6/group): (Group 1) Negative Control
(DMSO); (Group 2) Positive Control (NAC (150 mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (Group 3)
DOX (10 mg/kg); (Group 4) PIP 0.1 + DOX (10 mg/kg ); (Group 5) PIP 1.0 + DOX (10
mg/kg); (Group 6) PIP 10.0 + DOX (10 mg/kg); (Group 7) PIP 0.1; (Group 8) PIP 1.0;
(Group 9) PIP 10.0. The ovaries were used for histological and collagen analyses, in
addition to biochemical analysis and relative expression by real-time PCR for antioxidant
enzymes. The percentages of follicles were evaluated by the chi test -square. Data on
collagen fibers and stromal cell density were analyzed using the Kruskal-Wallis test,
followed by Dunn's comparison test and p < 0.05 was considered statistically significant.
The data obtained suggest that PIP (0.1, 1 and 10 mg/kg) does not have toxic effects on
follicles or ovarian tissue in mice and contributes to increasing follicular growth and
survival rates in vivo. When administered in combination with DOX (10 mg/kg), PIP (0.1
mg /kg) was able to reduce the deleterious effects on ovarian stromal cells and was able
to maintain follicular development. In the biochemical evaluation of antioxidant enzymes,
the presence of DOX did not affect negatively, while the presence of PIP protected against
damage caused by these drugs. Furthermore, gene expression showed that antioxidant
capacity was decisive, showing that PIP (0.1 mg/kg) had better antioxidant capacity
against the damage caused by DOX. Given the above, we can conclude that PIP 0.1 mg/kg

suggests a protective effect on the ovaries of female mice treated with DOX.

Keywords: Doxorubicin; Piperine; Gonadotoxicity; Fertility; In vivo model.
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1 INTRODUCAO

As terapias utilizadas para o tratamento das doencas oncoldgicas envolvem
medicamentos citotoxicos com alto poder de lesdo as células germinativas, especialmente
odcitos, gerando como processo final o bloqueio da foliculogénese e atresia folicular (VILAR
et al., 2018). O risco de infertilidade e os efeitos gonadotoxicos dessas drogas dependem dos
medicamentos usados, das doses administradas e da idade da paciente no momento do
tratamento. Nesse sentido, a protecéo da reserva folicular ovariana se tornou uma das principais
questdes para preservar a fertilidade e aumentar a qualidade de vida das pacientes (SONIGO;
BEAU; BINART; GRYNBERG, 2019).

Estudos revelam como as drogas quimioterdpicas podem afetar os diferentes
componentes celulares do ovario, causando rapida deplecdo da reserva folicular ovariana,
causando insuficiéncia ovariana prematura ao induzir a morte e/ou ativacdo acelerada dos
foliculos primordiais e aumento da atresia de foliculos em crescimento (SPEARS et al., 2019).
Dentre os quimioterapicos mais utilizados na prética clinica podemos destacar a doxorrubicina
(DOX). A DOX é um medicamento utilizado por muitos anos para tratar uma ampla variedade
de canceres, no entanto, seu uso € limitado devido a toxicidade significativa que pode ocorrer
ndo apenas durante, mas também anos apds o tratamento. Possui multiplos mecanismos de acéo,
incluindo intercalacdo de DNA, inibicdo da topoisomerase Il e producdo de radicais livres
(MOISEEVA et al., 2023). Os efeitos adversos dessa substancia incluem toxicidade ovariana
em camundongos, reduzindo a taxa de ovulacédo e o tamanho dos ovarios (WANG et al., 2019),
bem como a menopausa precoce e aumento da taxa de infertilidade em mulheres que mantém
a atividade ovariana ap6s quimioterapia (WATSON; GADIKOTAB; BARLEVA;
BECKERMANB, 2022). Assim, a compreensdo detalhada das macromoléculas envolvidas nas
interacOes entre as células somaticas e germinativas no curso da foliculogénese podera permitir
0 estudo de foliculos ovarianos como ponto de partida para a regulacdo da fertilidade dos

mamiferos.

A quimioterapia induz faléncia ovariana, causando gonadotoxicidade por meio da
estimulacdo do estresse oxidativo (NIRINGIYUMUKIZA et al., 2019). Para contornar estes
efeitos secundarios e na tentativa de se encontrar alternativas eficazes para preservar a
fertilidade de mulheres em idade reprodutiva que estiveram frente ao tratamento

guimioterapico, os antioxidantes naturais tém sido apontados como alternativa promissora para
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proteger as células ovarianas. A respeito da reproducdo das fémeas, as a¢des dos antioxidantes
sdo de fundamental importancia, visto que os niveis fifgsdas Espécies Reativas de Oxigénio
(EROS) quando presentes em excesso, podem comprometer varios aspectos, incluindo a
foliculogénese, maturacéo, ovulacdo e lutedlise (SILVA et al., 2020). Assim, a investigacao
acerca de substancias que possam bloguear ou reduzir os efeitos adversos causados por
quimioterapicos, como a DOX, possui um grande potencial, podendo amenizar o impacto que
esses farmacos tém na fertilidade feminina. Nesse sentido, o uso de compostos extraidos de

especiarias, poderiam ser eficazes na prevencéo da toxicidade causada pela DOX.

A piperina (PIP) é um componente bioativo presente na pimenta preta (Piper
nigrum) e utilizado na medicina tradicional chinesa, possuindo atividades anti-inflamatorias,
antioxidantes, analgésica e preventiva do cancer (KIM; SHIN; YOO; SHIN, 2018). Esta planta
é comumente utilizada na medicina popular para aliviar dor, inflamacéo e para o tratamento de
disturbios menstruais (BAHRAMI et al., 2022). No entanto, ainda hé pouca investigagdo sobre
a utilizacdo dos seus compostos sobre a fertilidade feminina. Dada a importancia do estudo, €
necessaria a investigacao acerca da seguranca do uso deste sobre a fertilidade feminina quando
administrado no periodo reprodutivo e ainda se esta substancia € capaz de reduzir os efeitos
adversos causados pela administragdo da DOX.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi de investigar a acdo da PIP em ovarios de
camundongos fémeas induzidas a quimioterapia com DOX utilizando um modelo in vivo.
Assim, para um maior esclarecimento da importancia deste estudo, a revisdo de literatura a
seguir ira abordar aspectos relacionados aos ovarios dos mamiferos, desenvolvimento folicular,
ativacdo e atresia folicular. Ainda sobre os aspectos que envolvem o cancer, impactos desses
agentes quimioterapicos na saude reprodutiva feminina, produtos naturais, como 0 composto

PIP, além do modelo animal utilizado na experimentacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oogénese e foliculogénese em mamiferos

O ovario dos mamiferos € um o6rgdo heterogéneo que contém foliculos ovarianos,
corpo lateo e varios tipos de células somaticas, e dividido em duas regides distintas, uma por¢édo
cortical e uma medular. A regido medular é composta de tecido conjuntivo frouxo
vascularizado, repleto de vasos sanguineos e linfaticos que promovem a nutricao e sustentacdo
do 6rgdo, ja a cortical é onde encontra-se a populacdo de foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento (MCKEY et al., 2022). As funcdes do ovario estdo relacionadas com a
producdo de hormdnios e de odcitos maduros que permitem a perpetuacao da espécie (ZHANG
etal., 2021).

No ovario ocorrem dois processos importantes, sendo eles, a oogénese e
foliculogénese. A oogénese é o processo de formagao dos odcitos, sendo um processo complexo
que envolve vérias etapas. Primeiramente, a formacao de odcitos primarios comeca durante o
desenvolvimento. Nesse estagio, as células germinativas primordiais se dividem por mitose
para formar o6citos primarios. Posteriormente ocorre a parada na profase I, onde os odcitos
priméarios ficam em estado de dorméncia na préfase | da meiose, isso significa que eles
permaneceram parados no processo de divisdo celular até serem ativados (ARHIN; LU; XI;
JIN, 2018). Durante o ciclo, sob a influéncia de hormdnios gonadotréficos, um ou mais foliculos
ovarianos comecgam a se desenvolver e a amadurecer em resposta aos sinais hormonais. Ocorre
ainda a continuacdo da meiose I, quando o o6cito que é ativado continua a meiose, chegando a
metafase I, mas ndo completa a divisdo. No ciclo, o foliculo maduro se rompe, liberando o
odcito secundario do ovario em um processo chamado ovulacdo. A conclusdo da meiose Il
ocorre quando o odcito secundario completa a segunda divisdo da meiose, tornando-se um
odcito maduro (MERICO et al., 2021). Concomitante ao processo de oogénese tem-se a

foliculogénese.

A foliculogénese € um processo preciso e ordenado que se inicia com a formacéo
dos foliculos primordiais e termina com o foliculo pré-ovulatorio (Figura 1) (POURJAFARI et
al., 2020). Os foliculos ovarianos podem ser divididos em pré-antrais ou antrais. Os foliculos
pré-antrais, ou seja, aqueles que ndo possuem cavidade antral, sdo classificados em:
primordiais, primarios e secundarios. Os foliculos primordiais sdo considerados 0s estagios

mais imaturos dos foliculos ovarianos, nos quais os 6vulos estdo em desenvolvimento inicial.
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Cada foliculo primordial é composto por um o6vulo imaturo, também chamado de ovdcito
primario, que esté envolto por uma camada de células achatadas chamadas de células foliculares
planas. Os foliculos priméarios sdo os estagios seguintes aos foliculos primordiais durante o
processo de desenvolvimento dos foliculos ovarianos em mamiferos, incluindo camundongos.
Eles representam uma etapa intermediaria no amadurecimento dos foliculos ovarianos
(ZHANG et al., 2022).

No estagio de foliculo primario, as células foliculares ao redor do évulo imaturo
passam por alteracfes morfoldgicas e se tornam cuboidais ou colunares. Essas células formam
uma camada mais espessa em torno do ovécito primario e sao responsaveis por fornecer suporte
nutricional e hormonal ao 6vulo em desenvolvimento. Os foliculos primarios também exibem
uma reorganizacao da zona pellcida, uma matriz extracelular composta por glicoproteinas, que
envolve o ovacito (ISOLA et al., 2020).

Os foliculos secundarios sao estagios posteriores de desenvolvimento dos foliculos
ovarianos em mamiferos, incluindo camundongos. Eles sdo uma etapa intermediaria entre os
foliculos primérios e os foliculos terciarios ou antrais. Durante a transicéao de foliculos primarios
para secundarios, ocorrem mudancas estruturais adicionais nos foliculos ovarianos (COSTA et
al., 2022). Os foliculos secundarios sdo caracterizados pela presenca de uma cavidade
preenchida por liquido chamada de antro, que se forma entre as células foliculares. As células
foliculares no foliculo secundério se dividem e se organizam em camadas concéntricas ao redor
do antro. A camada mais interna de células foliculares é chamada de granulosa, e a camada
mais externa é a teca (OKUNOMIYA et al., 2021).

Apos o estagio dos foliculos secundérios, os foliculos ovarianos passam para a fase
de foliculos antrais ou vesiculares. Os foliculos antrais sdo caracterizados pela presenca de um
antro bem desenvolvido e preenchido por liquido folicular. E nessa fase que ocorre o maior
crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos. Os foliculos antrais continuam a crescer em
tamanho, impulsionados pelo acimulo de liquido folicular no antro. As células da granulosa
que circundam o ovocito se multiplicam e formam uma camada espessa. Essas células também
se organizam em uma massa compacta chamada cumulus oophorus, que fica na parte superior
do ovécito (FIGUEIREDO et al., 2008).
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Figura 1: Processo de foliculogénese em murinos.
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Fonte: Adaptado de SOUSA, 2013.

A populacdo folicular é bastante varidvel entre as espécies, sendo populacédo
estimada em 1.500 em camundongos e 2.000.000 em mulheres (SHAW et al., 2000;
BETTERIDGE et al., 1989; AMORIM et al., 2000; LUCCI et al., 1999; ERICKSON et al.,
1986). A reserva ovariana € influenciada pela idade, genética e variaveis ambientais. Embora
seja um desafio prever a taxa de declinio da reserva ovariana de um individuo, dela esta
diretamente relacionada com a fertilidade (KALTSAS et al., 2023). Além disso, no que se refere
a idade, o envelhecimento reprodutivo em fémeas de mamiferos é um processo irreversivel
associado ao declinio da qualidade do odcito, que € um fator limitante da taxa de fertilidade
(BERTOLDO et al., 2020).

Nos foliculos ovarianos, podem ocorrer diferentes tipos de morte celular, incluindo
apoptose e atresia folicular. Esses processos sdo essenciais para a regulagéo e controle do
desenvolvimento dos foliculos, garantindo a manutencdo de um nimero adequado de foliculos
funcionais. A apoptose é um tipo de morte celular programada que ocorre naturalmente no
desenvolvimento dos foliculos ovarianos. Durante a apoptose, ocorrem alteracdes morfologicas
nas células, como a condensacéo do nucleo e a fragmentacdo do DNA (ZHANG et al., 2018).
Esse processo é controlado por vias de sinalizacdo intracelulares e envolve a ativacdo de
proteases conhecidas como caspases, que desempenham um papel central na degradacdo das
células. A apoptose dos foliculos ovarianos pode ocorrer em diferentes estagios de
desenvolvimento, desde os foliculos primordiais até os foliculos antrais. A apoptose & um

mecanismo importante para eliminar foliculos que ndo atingiram a maturacdo adequada ou que
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apresentam danos no DNA, garantindo assim a sele¢éo e sobrevivéncia dos foliculos saudaveis
(PAJOKH et al., 2018).

A atresia folicular € um processo de degeneracdo dos foliculos ovarianos que ocorre
ao longo do tempo. Durante a atresia, os foliculos ovarianos regridem e sdo reabsorvidos pelo
organismo. Esse processo pode envolver a apoptose das células foliculares e do ovdcito, além
de alteracdes na vascularizacao e invasdo de células imunes (SALES et al., 2019). A regulacgéo
da apoptose e da atresia folicular nos foliculos ovarianos € complexa e envolve a interacao de
diversos fatores, como hormonios, fatores de crescimento e sinalizacdo local. Esses processos
sdo cruciais para o equilibrio entre a reserva de foliculos ovarianos e a disponibilidade de

foliculos saudaveis para a ovulacdo e fertilidade (PEREIRA et. al., 2020).

2.2 Cancer e fertilidade feminina

Cancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado e desordenado
de células anormais no organismo. Essas células, conhecidas como células cancerigenas ou
malignas, tém a capacidade de invadir tecidos e 6rgdos adjacentes, podendo também se espalhar
para outras partes do corpo através da corrente sanguinea ou do sistema linfatico. O cancer pode
afetar qualquer parte do corpo e existem diferentes tipos de cancer, dependendo do local de
origem das células malignas. Alguns exemplos comuns incluem cancer de mama, cancer de
pulmao, cancer de prostata, cancer colorretal e cancer de pele, entre muitos outros, e, ainda, o
cancer ainda disponibiliza possibilidades de tratamento, como exemplo, 0 processo
quimioterapico (LEWANDOWSKA et al., 2019).

A quimioterapia envolve 0 uso de substancias citotoxicas, administradas
principalmente por vias sisttmicas e seu uso ocasiona efeitos colaterais na medula 6ssea,
ocasiona imunossupressdo, toxicidade renal, cardiotoxicidade, toxicidade pulmonar,
neurotoxicidade, lesdo gonadal e esterilidade (LAI, 2018). A quimioterapia pode causar efeitos
colaterais significativos, incluindo danos aos ovarios e potencialmente levar a infertilidade
feminina. As sequelas relacionadas a quimioterapia podem variar dependendo de varios fatores,
como o tipo de quimioterapia utilizada, a dose administrada, a idade da paciente e a reserva
ovariana inicial. A quimioterapia pode afetar a fun¢do ovariana e levar a diminuigdo da reserva
de oOvulos, resultando em uma diminuicdo da capacidade de conceber naturalmente ou de

responder a técnicas de reproducéo assistida (WALD et al., 2019).
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Os estudos que investigam o0s mecanismos de acdo das diversas drogas
quimioterapicas estdo fornecendo mais detalhes sobre os seus efeitos especificos nos diferentes
tipos de células do ovario e o mecanismo geral por tras do dano ovariano induzido pela
quimioterapia (Quadro 1). O aumento do conhecimento das especificidades das vias envolvidas
revela novos alvos para agentes de protecdo com o objetivo de reduzir ou prevenir danos
ovarianos (ROSARIO; CUI; ANDERSON, 2022). As terapias utilizadas para o tratamento das
doencas oncologicas envolvem medicamentos citotoxicos com alto poder de lesdo as células
germinativas, especialmente odcitos, inibindo a oogénese e foliculogénese, levando a atresia
(VILAR et. al, 2018).

Quadro 1: Drogas quimioterapicas e seus mecanismos de acao.

Classe da droga | Exemplos Mecanismo de acao

Agentes Ciclofosfamida | Os metabolitos ativos formam ligacOes

alquilantes Busulfan cruzadas com o DNA, impedindo a
Clorambucil desespiralizacdo deste, resultando em inibicéo
Bussulfano da sintese e funcdo do DNA.

Quebras na fita dupla de DNA e morte

apoptética mediada por p63 em foliculos

primordiais.
Compostos a | Cisplatina Ligacdo de forma covalente ao DNA para
base de platina Carboplatina formar ligacGes cruzadas, levando a quebra do

DNA durante a replicacdo e inibicdo da sua

transcricao, sintese e funcao.

Antimetabolicos | Metotrexato Inibicdo da sintese de DNA, RNA, timidilato e
Citarabina purina.
5-Fluorouracil

Alcaloides/ Vincristina Inibicdo da polimerizagédo da tubulina e ruptura
Taxanos Vinblastina da montagem dos microtibulos durante a
Paclitaxel mitose, impedindo a ocorréncia desta durante

Docetaxel a metafase, o que leva a morte celular.
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Antibidticos Doxorrubicina Inibicdo da topoisomerase Il, ocasionando
antraciclinas Daunorrubicina | quebras no DNA. Também forma radicais
Bleomicina livres de oxigénio que induzem quebras no

DNA. Portanto, inibe a sintese e funcdo do
DNA.

Fonte: Adaptado de Bedoschi, Navarro e Oktay (2016) e Guerreiro et al. (2016).

2.3 Doxorrubicina e as espécies reativas de oxigénio

A DOX é um dos medicamentos anticancer mais comumente usados, mas que
possui efeitos adversos para a fertilidade pois causa danos aos foliculos ovarianos (HAN et al.,
2020). E utilizada em sarcomas (MARUZZO et al., 2013), ovarios, tumores de mama
(MORGAN et al.,2013), entre outros. Os efeitos dessa substancia incluem toxicidade ovariana
em camundongos, afetam a taxa de ovulagdo e o desenvolvimento dos ovéarios (ANDERSEN
et al., 2021), bem como a menopausa precoce e aumento de infertilidade em mulheres apds
quimioterapia (ARECCO et al., 2021). Nas células cancerigenas, a DOX se intercala no DNA
e interrompe a acdo do reparo do DNA mediado pela topoisomerase-11 e promove a geracéo de

radicais livres e danos &s membranas celulares, ao DNA e as proteinas (GEWIRTZ et al., 1999).

A qualidade de vida e a preservacdo da fertilidade sdo questbes que devem ser
cuidadosamente discutidas entre mulheres submetidas ao tratamento de cancer em idade
reprodutiva (KNEZ; MAHDAWI; TAKAC; SOBOCAN, 2021). Embora o tratamento
oncologico, mediante a administracdo de agentes quimioterapicos, venha aumentando a
sobrevida dessas pacientes, ele pode aumentar o risco de faléncia ovariana e infertilidade
(RUSHING et al., 2021). Segundo Soleimani et al. (2011), ainda ndo existem estudos com
humanos que examinem a qualidade dos o6ocitos e dos embrides apds o tratamento
quimioterapico. Porém, sabe-se que 0s agentes quimioterdpicos podem causar efeitos
gonadotoxicos, interrompendo processos celulares bésicos, e interferindo na proliferacdo

celular.

Os agentes quimioterapicos rotineiramente utilizados no tratamento do cancer de
mama sdo extremamente toxicos para os ovarios, particularmente para os foliculos primordiais
(GADDUCCI et al., 2008). Porém, esses quimioterapicos ndo exercem efeito citotoxico apenas

sobre os foliculos primordiais, podendo atuar também sobre os foliculos em crescimento. A
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presenca dos foliculos em crescimento inibe o recrutamento dos foliculos primordiais, e a perda
crescente dessa populacdo folicular leva ao aumento na ativacdo de foliculos primordiais, e
assim, a perda da reserva folicular. Além disso, 0s quimioterapicos podem atuar diretamente
sobre 0 00cito ou sobre as células da granulosa. Assim, a morte do odcito pode ocorrer de forma
direta, ou resultar da morte das células da granulosa, uma vez que a sobrevivéncia do odcito

dependente de fatores secretados pelas células da granulosa (SHAO et al., 2022).

O estresse oxidativo é resultado de um desequilibrio na quantidade de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROS) e nos niveis de agentes antioxidantes, culminando em processos
deletérios e, consequente, morte celular. As EROS sdo atomos, moléculas ou quaisquer
compostos que contenham um ou mais elétrons desemparelhados em seus orbitais atdbmicos
(OFOEDU et al., 2021). Elas sdo geradas, principalmente, na mitocéndria, pelo metabolismo
energético normal da célula e, em condigBes homeostaticas. As EROS intracelulares mantidas
em concentragdes adequadas atuam como “moléculas sinalizadoras” ou “mensageiros
secundarios” envolvidas em funcdes fisioldgicas fundamentais as células e ao proprio
organismo (Figura 2) (DOWLING; SIMMONS, 2009). As EROS passam a ter um efeito
prejudicial ao organismo quando ocorre um aumento excessivo na sua produgdo, causando
injarias as células, como a peroxidacdo dos lipidios das membranas, danos ao DNA e morte
celular por apoptose ou necrose (KAJARABILLE; LATUNDE-DADA, 2019).



24

Figura 2: Fontes exdgenas e enddgenas de espécies reativas de oxigénio (EROS).

Fontes Exogenas
Fontes Enddgenas

Irradiagao

Alimentos Células (ex. neutrofilos)

Farmacos Enzimas que produzem EROS

Poluentes diretamente (ex. NO sintase)
Xenobidticos Enzimas que produzem EROS

Toxinas indiretamente (ex. xantina oxidase)

Metabolismo celular (ex.
mitocondria)

Doencgas (ex. processos isquémicos)

Fonte: Adaptado de Kohen, R. e Nyska, A., 2002.

Dentre as fontes exdgenas causadoras do aumento das EROS temos a DOX, para
isso, na presenca de NADPH, a DOX se torna substrato da enzima citocromo P450 redutase,
formando intermediarios de radicais semiquinonas. Estes, por sua vez, reagem prontamente
com oxigénio molecular (O2) e produzem os principais precursores de outras EROS mais
reativas - os radicais superoxido (Oz2). A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a
decomposigdo dos radicais O2 em peréxido de hidrogénio (H202), que, por sua vez, é
decomposto pela enzima catalase (CAT) em moléculas de agua (CARDOSO; BONDAN,
2018).

2.3 Preservacao da fertilidade em mulheres submetidas a quimioterapia

A perda do potencial reprodutivo na mulher com cancer raramente se deve a propria
patologia, mas ao efeito gonadotdxico do tratamento (Figura 3). As pacientes que se
submeteram a terapia oncoldgica tém alto risco de Insuficiéncia Ovariana Prematura (IOP),
como resultado de deplecdo folicular, fibrose estromal e injuria vascular causadas pela
quimioterapia e radioterapia (CASTILLO et al., 2021). Tal condigdo afeta gravemente a

qualidade de vida da paciente, ja que uma menopausa precoce reflete em uma maior prevaléncia
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de doenca cardiovascular, osteoporose e desordens do humor, como depresséo (GILMER et al.,
2023).

Figura 3: Os mecanismos de dano ao ovario induzido pela quimioterapia. Agentes quimioterapicos gonadotoxicos,
como a doxorrubicina, causam danos em odcitos de foliculos primordiais. A quimioterapia pode levar a diminuicao

da reserva de foliculos primordiais através de mecanismos diretos agudos e indiretos retardados.
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Fonte: Adaptado de Katarzyna J. Szymanska, Xiujuan Tan e Kutluk Oktay, 2020.

Os efeitos adversos do tratamento dependem do tipo de céancer, da droga
administrada e da sua respectiva dose, do local/campo de irradiacéo e da idade da paciente. A
escolha do tratamento para preservagéo da fertilidade feminina deve levar em consideracao a
idade da paciente; o tipo de cancer e seu respectivo tratamento; a existéncia de um parceiro ou
a possibilidade de utilizar gameta de doadores; o tempo disponivel para a terapia de
preservacdo, e a probabilidade de metéstase ovariana (LIN et al., 2022). Os métodos de
oncofertilidade bem estabelecidos consistem na criopreservacdo de oocitos e embrides, ambos

métodos utilizados de rotina no tratamento de mulheres inférteis, além da transposicéo ovariana,
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quando a radioterapia faz parte do esquema terapéutico. Métodos experimentais, como
congelamento de tecido ovariano e criopreservagdo de odcitos imaturos in vitro, ja sdo
utilizados em alguns centros; porém, necessitam de mais estudos para confirmar seus resultados
e aperfeicoar suas técnicas (BOZZETTI; ZANDONA; HENTSCHKE; PETRACCO, 2018).

Os antioxidantes podem ser uma estratégia promissora na preservacao da fertilidade
feminina devido ao seu papel na reducdo do estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre
qguando ha um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a
capacidade do organismo de neutraliza-las com antioxidantes endégenos (WANG et al., 2022).
O estresse oxidativo tem sido associado a danos nas células dos ovarios, incluindo os foliculos
ovarianos, que sdo as estruturas responsaveis pelo desenvolvimento e maturacdo dos évulos.
Altos niveis de EROS podem causar danos no DNA, nas proteinas e nos lipidios celulares,
levando a disfuncdo e a morte celular. Ao introduzir antioxidantes, que séo substancias capazes
de neutralizar os EROS, é possivel reduzir o estresse oxidativo e proteger as células dos ovarios
contra danos. Isso pode ter um impacto positivo na preservacdo da fertilidade feminina,

ajudando a manter a funcdo ovariana e a qualidade dos évulos (HE et al., 2021).

Além disso, alguns estudos sugerem que os antioxidantes podem ter efeitos
benéficos no desenvolvimento e na maturacdo dos foliculos, aumentando a taxa de
sobrevivéncia dos évulos e melhorando a qualidade embrionaria. 1sso pode ser particularmente
importante em casos em que a fertilidade pode estar comprometida devido a fatores como a
idade avancada, tratamentos médicos agressivos ou condi¢cbes médicas que afetam a reserva
ovariana. Os antioxidantes podem ser administrados por via oral, como suplementos
nutricionais, ou por meio de injecBes diretamente nos ovarios. Alguns exemplos de
antioxidantes comumente estudados na preservacdo da fertilidade incluem a vitamina C,
vitamina E, coenzima Q10, melatonina, acido folico e N-acetilcisteina (FLOROU et al., 2020).
Um dos antioxidantes que tem despertado o interesse de pesquisadores e que merece destaque

é a piperina.

2.4 Piperina

O uso de plantas com a finalidade de tratamento e cura de enfermidades é quase tao
antigo quanto a espécie humana e, por vezes, o conhecimento sobre a aplicabilidade de plantas

medicinais pode representar no Unico recurso terapéutico de diversas comunidade e grupos
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étnicos. Indiretamente, a cultura medicinal pode despertar o interesse de pesquisadores em
estudos multidisciplinares (MACIEL et al., 2002). Ademais, a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) recomenda a pratica do uso de plantas medicinais nos programas de atencéo primaria a
salde como forma de diminuir os custos destes programas e ampliar o nimero de beneficiados,
principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento onde persistem os grandes
bolsdes de pobreza (NIAZIAN, 2019).

As plantas medicinais sdo utilizadas ha anos como fonte de alimento, especiarias e,
na medicina tradicional, como remédio para inimeras doencas. A Piper nigrum (Figura 4),
conhecida popularmente como pimenta-preta ou pimenta-do-reino, pertencente a familia
Piperaceae, ¢ uma das especiarias mais utilizadas em todo o mundo, possuindo um sabor
acentuado distinto atribuido a presenca do fitoquimico piperina. Além de seu uso como
tempero, a Piper nigrum é frequentemente usada para fins medicinais
(HAQ; IMRAN; NADEEM; TUFAIL; GONDAL; MUBARAK, 2020).

Figura 4: Imagem da Piper nigrum.

Fonte: Getty images.

A piperina (PIP) é o alcal6ide principal da pimenta-do-reino ou pimenta-preta, a
qual é comumente usada como condimento e também em varios preparos tradicionais da
medicina popular, relatada em diversos estudos como perspectivas para diversos usos na saude
(TRIPATHI; RAY; MISHRA, 2022).

A piperina é um alcaloide nitrogenado, sua formula quimica é C17H1sNOs (Figura
1), e com o nome IUPAC 1-(5-[1,3-benzodioxol-5-il]-1-0x0-2,4-pentadienly) piperidina. Sua
férmula estrutural € composta por trés subunidades: (1) uma funcdo amida que consiste em um

anel piperidina com uma porc¢do carbonila a-b-insaturada, (2) um grupo 1,3-benzodioxol,
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também chamado de ndcleo piperonal e (3) uma cadeia de butadieno. A piperina tem peso
molecular de 285,34 g/mol, ponto de fusdo de 130 °C (QUIJIA CR, ARAUJO VH, CHORILLI
M, 2021).

Figura 5. Férmula estrutural da piperina.

O composto mais conhecido na semente de P. nigrum é a amida, sendo o metabdlito
secundario presente em maior concentracdo na semente da planta. A analise do germoplasma
de P. nigrum de diferentes distribuidores na América do Norte mostrou que os niveis de piperina
nas sementes secas flutuaram junto com o teor total de piperamidas. Semente moida de P.
nigrum, pimenta em grdo ou baga seca contém 10,8% em peso de oleorresina, 5,7% em peso
de piperina, 1,5% (v/m) de 6leo essencial e 9% em peso de agua (LUCA et al., 2021).

A piperina apresenta dificuldade em se solubilizar, sendo uma limitacéo
significativa de sua atividade bioldgica, necessitando, assim, de uma correlagdo com outros
compostos para melhorar sua atividade e garantir a permeabilidade frente aos sistemas
biologicos (STASILOWICZ et al., 2021). A piperina tambeém foi usada como bioestimulador
para melhorar a absorcéo de drogas in vivo. Os resultados mostraram que a cocristalizacéo de
drogas pode ser positiva e benéfica para estudos futuros que exijam uma relagdo medicamentosa
(LIU et al., 2018).

2.5 Mecanismo de agdo antioxidante da piperina

O aumento das EROS intracelulares demonstra um papel fundamental nas respostas
inflamatdrias (MORRIS; GEVEZOVA; SARAFIAN; MAES, 2022). A piperina entdo exibe
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efeitos protetores e exerce fortes efeitos de eliminacdo direta nos radicais DPPH, para avaliagéo
de sua capacidade antioxidante, e exibe capacidades de eliminacdo de radicais livres (JAISIN
et. al., 2020). A eletroquimica foi estudada de forma inovadora para relatar as potenciais
propriedades antioxidantes desse composto com diferentes ensaios de peroxidacao e reducdo in
vitro. A piperina reagiu prontamente com radicais oxidantes, além de se ligar a ions metélicos
redox-ativos semelhantes a outros antioxidantes também estudados (CARP; MORARU,;
PINTEALA; ARVINTE, 2021). Uma atividade anti-radical das amostras testadas foi
demonstrada em alto nivel, influenciando a capacidade de eliminar os radicais livres DPPH e
os resultados obtidos mostraram que o teor de Oleos essenciais na piperina influenciou
significativamente a atividade antioxidante medida com seu uso. Uma fraca correlagédo
significativa entre esses parametros mostra que, a medida que o teor de 6leo essencial aumenta,
a capacidade da especiaria de sequestrar os radicais DPPH também aumenta (LUCA et al.,
2021).

Em adicdo, a capacidade de DPPH e ABTS, foram considerados como um método
para medir a atividade antioxidante por meio de radicais. Em sua composic¢do fitoquimica,
pode-se notar que as amostras mais ativas em DPPH, ABTS, entre outras, foram aquelas em
que foi possivel notar as propriedades antioxidantes nos metabdlitos (Figura 2) (ADEFEGHA,
OBOH; OKEKE, 2021) (NUTMAKUL; CHEWCHINDA, 2023).

Figura 6. Formula estrutural de DPPH e ABTS.
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ABTS

Zahin et al. (2021) visualizaram o poder antioxidante da folha de P. nigrum
avaliado por meio de uma série de ensaios. Trés extratos de solvente (acetato de etila, acetona
e aquoso) determinaram todo o desenho do estudo. O extrato de acetato de etila teve o maior
efeito de eliminacdo no DPPH, ABTS e anion superoxido, enquanto o extrato de acetona exibiu
a maior inibigdo contra o perdxido de hidrogénio, 6xido nitrico e foi mais eficaz no ensaio de
fosfomolibdénio. Por outro lado, o extrato aquoso foi o redutor férrico mais forte. Da mesma
forma, a piperina elimina espécies reativas, incluindo peroxido de hidrogénio, radicais livres de
anions, radicais hidroxila e radicais DPPH. Isso indica que a piperina protege as mitocondrias

contra danos toxicos induzidos por sua atividade antioxidante (DUTTA et al., 2014).

2.7 Efeitos antioxidantes in vivo e in vitro da piperina

Existe uma infinidade de evidéncias cientificas sobre os varios efeitos da piperina
in vivo e in vitro. Em alguns estudos, a piperina mostrou que poderia atuar no controle do
estresse oxidativo (ZHANG et al., 2023). O mecanismo molecular de acdo da piperina foi
testado nas seguintes doses (0,25, 1,25 e 6,25 pM, in vitro; 1 e 10 mg/kg, in vivo). Assim, houve
uma melhora na defesa celular, mostrando que o tratamento foi eficiente contra os danos do
estresse oxidativo, promovendo assim o fator nuclear relacionado ao eritroide 2 (Nrf2) (SAHA
et al., 2022).

O Nrf2 atua como regulador de vérias enzimas antioxidantes; alterando o equilibrio
redox no estresse oxidativo celular. Regula a atividade de componentes de defesa antioxidante,
como superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), heme oxigenase-1 (HO-
1), glutationa redutase, tiorredoxina redutase, ferritina e NAD(P)H:quinona oxidorredutase 1
(NQO1) (SAJADIMAJID S, KHAZAEI M, 2018; YUAN et al., 2021). A influéncia protetora
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da piperina sugere que o efeito entre as células ajusta o sistema redox celular e aumenta as
enzimas antioxidantes intracelulares, mostrando um aumento nas atividades de SOD, CAT e
GSH e reduz os niveis de EROS (DUAN et al., 2022). Portanto, o tratamento profilatico com
piperina ativa a via de sinalizacdo Nrf2, que aciona mediadores da resposta antioxidante como
GSH, GPx, CAT, SOD e elimina EROS (REHMAN et al., 2020).

No tecido epitelial in vivo, a piperina nas doses de 10, 25, 50 e 100 mg/kg tem papel
unico na atividade metabolica e no equilibrio homeostatico, regulando o transporte de
substancias nutricionais, ions e antioxidantes. O GSH, ou glutationa, € um composto
tripeptidico que desempenha um papel importante na protecdo das células contra danos
oxidativos e € frequentemente referido como um antioxidante celular, ele demonstrou dano
oxidativo no tecido epitelial consistindo em mecanismos pos-transcricionais e transcricionais.
A primeira consiste em EROS como o anion superéxido (O-) formado devido a luz ultravioleta,
a qual os seres humanos sdo expostos durante suas vidas. O perdxido de hidrogénio (H202) e
outros oxidantes induzem dano oxidativo a macromoléculas e proteinas de membrana, causando
EROS (VURMAZ et al., 2019).

No sistema bioldgico de camundongos com neurotoxicidade, o estresse oxidativo
compreende uma sequéncia de eventos envolvendo producédo excessiva de ERO (O *— (anions
superoxido), OHe (radicais hidroxila), H2O2 (peroxido de hidrogénio) e NO (6xido nitrico) que
sobrecarrega mecanismos celulares de defesa antioxidante. No estudo em questdo, foram
utilizados modelos animais e foi adicionada piperina na concentragdo de 25mg/kg, em
combinacdo com timoquinona. Assim, foi demonstrado que o potencial antioxidante foi
melhorado com a combinacdo dos dois compostos do que eles sozinhos, sendo evidenciada

melhor absorcéo e biodisponibilidade em sua associagdo (ABDEL-DAIM et al., 2019).

A piperina na concentracdo de 5 mg/kg apresentou acédo antioxidante, reduzindo o
estresse oxidativo e melhorando os niveis de Nrf2. A suplementagcdo com o0 composto aumentou
a capacidade antioxidante total (FRAP) e reduziu o nivel do marcador de estresse oxidativo
(MDA), ambos na avaliacao do potencial antioxidante (NASRNEZHAD et al., 2021).

Nesse sentido, considerando o uso da piperina como composto alternativo e natural
na preservacao da fertilidade, é de grande importancia avaliar o efeito do composto frente aos
efeitos adversos do uso de antineoplasicos, como a DOX, em modelo murino in vivo, bem como

os efeitos do seu uso durante o periodo reprodutivo.
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3 JUSTIFICATIVA

O tratamento quimioterapico representa um momento delicado na vida da paciente
e requer cuidados especiais, pois os efeitos colaterais podem influenciar negativamente a vida
reprodutiva. A maioria dos medicamentos quimioterdpicos podem danificar as células
germinativas femininas, culminando, para alguns pacientes, em uma reducdo no potencial
reprodutivo e por consequéncia, gerando infertilidade. Dentre os agentes antineoplasicos
amplamente utilizados, destaca-se a doxorrubicina (DOX), que apesar de sua eficacia no
tratamento anticancer, pode apresentar uma alta toxicidade para os gametas. Assim, o efeito
desta substancia na reserva ovariana exige uma investigagdo mais aprofundada. Os efeitos
deletérios da DOX estdo associados principalmente a formacao de espécie reativas de oxigénio
(EROS), que consequentemente promove o estresse oxidativo, culminado na morte celular (L1
et al., 2021). O estresse oxidativo também pode provocar efeitos deletérios ao sistema
reprodutor, ocasionando problemas desde o processo de maturacdo do odcito até a gestacdo
(HUSSAIN et al., 2021). Nesse sentido, 0 uso concomitante de um agente antioxidante, como

a Piperina, podera auxiliar na prevencéo aos danos ovarianos ocasionados pela DOX.

A piperina é o principal alcaldide da pimenta-do-reino ou pimenta preta (Piper
nigrum), a qual é comumente usada como condimento e em varios preparos tradicionais da
medicina popular. Este composto apresenta-se como um componente nutracéutico e exerce
efeito terapéutico sobre o sistema imunolégico, a exemplo de doencas que levam a
imunossupressao, como a quimioterapia e radioterapia no tratamento de cancer. Foi relatado
ainda que o tratamento de piperina em ratos modula o indice de adiposidade relacionados ao
estado antioxidante do corpo (BRAHMANAIDU et al., 2014). Em um modelo animal com
identificacdo de camundongos imunocomprometidos induzidos por cddmio, o tratamento com
piperina mostrou melhora consideravel nas enzimas antioxidantes e alteracdes no apoptose
(VERMA et al., 2020).

Com seus benéficos supracitados em diversos sistemas do organismo, a piperina
traz uma nova perspectiva de estudos e explanacdo. Como ja se conhece seus efeitos protetores
em processo antioxidante, é ainda necessario avaliar seus efeitos protetores frente aos danos
sofridos no sistema reprodutor feminino, o que sé vem a endossar a necessidade de estudos que
minimizem ao maximo o0s possiveis danos a reserva folicular presente no ovério. Portanto,
projetos que buscam a insercdo de compostos extraidos de frutos de plantas comumente usadas
pela comunidade devem ser considerados estratégias prioritarias para minimizar os efeitos

causados pelos quimioterapicos.
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4 HIPOTESES

Diante do exposto, foram formuladas as seguintes hipoteses cientificas:

- A piperina possui atividade protetora em ovarios de camundongos fémeas.

- Ap0s tratamento in vivo a piperina reduz os niveis de EROS e influencia
positivamente o crescimento e a manutencdo da morfologia, integridade e viabilidade de

foliculos ovarianos em camundongos fémeas tratadas com doxorrubicina.

- A piperina é capaz de diminuir o processo apoptético de foliculos ovarianos de
camundongos fémeas frente aos efeitos adversos causados por doxorrubicina quando

administrada in vivo.



34

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade da piperina em reduzir os efeitos adversos causados por

doxorrubicina em ovarios de camundongos fémeas tratadas in vivo.

5.2 Objetivos Especificos

i. Identificar os efeitos do tratamento com diferentes doses de piperina (0,1, 1,0 ou
10,0 mg/kg) no tratamento ap6s inducdo a quimioterapia com doxorrubicina (10 mg/kg) sobre
a morfologia folicular, ativacdo e desenvolvimento folicular em camundongos fémeas in vivo.

ii. Analisar o efeito da doxorrubicina e piperina na configuracdo da matriz
extracelular (MEC) e na densidade das células do estroma ovariano de camundongos fémeas.

iii. Verificar na analise bioquimica a expressao de enzimas antioxidantes (SOD e
CAT) e tiol em ovérios de camundongos fémeas apds o tratamento in vivo com doxorrubicina
e piperina sozinhas ou em associacao.

iv. Analisar a expressdao de RNAm para os genes envolvidos na acdo antioxidante
(SOD, CAT e NRF2) em ovarios de camundongos fémeas ap0s o tratamento in vivo com

doxorrubicina e piperina sozinhas ou em associagéo.



6 CAPITULO 1

Protective effect of piperine on mice ovarian toxicity induced by doxorubicin

35



36

Protective effect of piperine on mice ovarian toxicity induced by doxorubicin

Running title: Protective effect of piperine on mice ovaries.

Rocha, M.B.M.}?; Assis, E.I.T. 12; Azevedo V. A. N.%?; Lima Neto, M.F. 1?; Silva,

A.W.B.12 Godinho, A.N.2; Freire, J.M.0.2; Araujo, V.R.* Gomes, G.A.3; Silva, J.R.V.1.2*

1 Laboratory of Biotechnology and Physiology of Reproduction (LABIREP), Federal

University of Ceara, Sobral, CE, Brazil.

2> Nucleus for Research in Animal Experimentation (NUPEX), Federal University of Ceara,

Sobral, CE, Brazil.
3 State University of Vale do Acarad, Sobral, CE, Brazil.
4 Graduate Program in Physiological Sciences, Higher Institute of Biomedical Sciences,

State University of Ceara’, Fortaleza, CE, 60714-903, Brazil.

*Corresponding author (SILVA, J.R.V.): Federal University of Ceara, Av. Comandante

Maurocélio Rocha Ponte 100, CEP 62041-040, Sobral, CE, Brazil. Phone / Fax: +55

8836118000. [jrvsilva@ufc.br]



37

Abstract

This study evaluated the potential of piperine (PIP) to reduce the deleterious effects of
doxorubicin (DOX) on mouse ovaries in vivo. The animals from control group received
intraperitoneally saline solution, while those from treated groups received both N-acetilcisteine
(NAC) and DOX, DOX (10 mg/kg); both DOX PIP (0.1,1.0, 10.0 mg/kg or only PIP (0.1,1.0,
10.0 mg/kg). After chemotherapy induction, piperine treatments were administered orally by
gavage for the next 10 days. At the end of the experimental period, the animals were euthanized
and the tissues and biological material were destined for the following analyses: histology
(ovarian follicle morphology, growth and activation, extracellular matrix configurations and
stromal density), biochemical analysis (superoxide dismutase [SOD], catalase [CAT] and thiol)
and real time PCR (mRNA levels of SOD, CAT, and factor-related erythroid nuclear factor 2
[NRF2]). The results showed that the percentage of normal follicles was reduced, while an
increase in collagen fibers was seen in animals treated with DOX. Additionally, DOX also
reduced stromal density when compared to the other groups. Neither DOX nor PIP influence
the activity of SOD and CAT, as well as the levels of thiol . DOX reduced the levels of mRNAfor
NRF2, while both DOX and 0.1 mg/kg PIP increased the levels of mRNA for CAT. In
conclusion, piperine treatment has the potential to increase follicular growth and survival rates

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

Keywords: Chemotherapy; Ovary; Gonadal Toxicity; Fertility; In vivo model.
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Introduction

The therapies used to treat cancer involve cytotoxic drugs with high power to damage
germ cells, especially the oocytes [1]. The risk of infertility and the gonadotoxic effects depend
on the type of medication used, the doses administered and the age of patient at the time of
treatment. In this sense, the protection of the ovarian follicular reserve has become one of the
main issues to preserve fertility and to increase the quality of patient life [2]. Recent studies
reveal that doxorubicin (DOX) causes premature ovarian failure by accelerating activation of
primordial follicles and inducing death of growing follicles [3]. The DOX is used to treat a wide
variety of cancers, however, it can cause toxicity from the beginning to the end of treatment. It
has multiple mechanisms of action, including DNA intercalation, topoisomerase Il inhibition,
and free radical production [4]. This substance induces ovarian toxicity in mice, reduces
ovulation rate and ovary size [5], as well as causes early menopause and increases infertility
rate after chemotherapy [6]. Thus, it is very important to develop new alternatives to preserve
fertility of patients by protecting ovarian follicles against the oxidative stress [7].

Among the phytomedicines that are candidate to protect the ovaries against deleterious
effects of DOX, piperine is a bioactive component present in black pepper (Piper nigrum) and
it is used in traditional Chinese medicine, having anti-inflammatory, antioxidant, analgesic and
cancer preventive activities [8]. In the gonads, piperine protect the cells against oxidative
damage, and inhibits free radicals and reactive oxygen species (Adicionar uma REF). In
addition, black pepper or piperine has been shown to reduce lipid peroxidation in vivo and
beneficially influence cellular thiol status, antioxidants and antioxidant enzymes [9].

The aims of this study were to investigate the potential of different doses of piperine to
protect mice ovaries against the damages caused by DOX. Furthermore, the effects of piperine

on follicular morphology and development, maintenance of ovarian stromal cell density,
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extracellular matrix configuration, levels of thiol, activity of antioxidant enzymes (SOD and

CAT) and on the levels of mMRNA for NFR2, SOD and CAT were evaluated.

Material and methods
Chemicals

The tested drugs were doxorubicin (Libbs, Fauldoxo®, doxorubicin hydrochloride,
injectable solution, 2 mg/mL) and piperine (TCI - CAS number: 94-62-2, 97%).

Dimethylsulfoxide (DMSO: 0,2%) was used to dilute piperine.

Animals and evaluation of estrous cycle

Female Swiss mice (Mus musculus) (n=54) were kept with free access to filtered water
and food (Nuvilab) at an average temperature of 22+2°C, following a 12-hour light-dark cycle.
The experiment was performed in accordance with the guidelines and normative resolutions of
the Conselho Nacional de Controle em Experimentacdo Animal (CONCEA). The entire process
was only started after approval by the Ethics in the Use of Animals Committee (CEUA)
(protocol number 08/21).

Mice weighting 18g and/or 2 months old had their estrous cycle evaluated once a day,
for 20 days, between 8 and 9 am, by a single evaluator [10]. According to the observed cells,
estrus cycle was classified as proestrus, estrus, metestrus or diestrus. Only females with a

regular cycle, with a duration of 4 to 5 days, were used in the experiments.

Experimental design
Female mice (n=54) (weight/age: 189/2 months) had water and food released throughout

the experimental period. From day 1 to day 10, female mice were monitored daily to determine
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the stage of the estrus cycle (diestrus, proestrus, estrus, metestrus), as previously described (Fig.
1) [10]. Mice were divided into nine groups, i.e., animals from control group saline solution
and DMSO (0.2%), while those from positive control —were treated with both NAC (150mg/kg)
and DOX (10mg/kg). For the treatments, the animals received DOX (10mg/kg), both DOX and
PIP (0.1, 1.0 or 10.0 mg/kg or only PIP (0.1, 1.0 or 10.0 mg/kg From the 11° to the 20° day,
female mice were treated as mentioned above, where, after that period, all aminals were
euthanasiade and tissues were collected and the ovaries collected for histology analysis,

biochemical analysis and gene expression by real-time PCR, described below.

G1 - Control (DMSO)
G2 - NAC + DOX (10
mg/kg)
G3 - DOX (10 mg/kg)
G4 - PIP 0.1 mg/kg + DOX -

Experiment
G5 - PIP1mg/kg + DOX

G6 - PIP 10 mg/kg + DOX
G7 - PIP 0.1 mg/kg
G8 - PIP 1 mg/kg
G9 - PIP 10 mg/kg

2
Pretreatment (oral) Treatment (oral)
1 hour later
i.p
G1- DMSO G1- DMSO f G1- DMSO
G2 - NaCl G2 - DOX 10 mg/kg G2 - NAC
G3 - NaCl G3 - DOX 10 mg/kg G3 - NaCl
G4 - PIP 0.1 mg/kg G4 - DOX 10 mg/kg G4 - PIP 0.1 mg/kg
G5 - PIP1mg/kg =—» |G5 - DOX 10 mg/kg -> G5 - PIP1mg/kg
G6 - PIP 10 mg/kg G6 - DOX 10 mg/kg Gé6 - PIP 10 mg/kg
G7 - PIP 0.1 mg/kg G7 - NaCl G7 - PIP 0.1 mg/kg
G8 - PIP 1 mg/kg G8 - NacCl G8 - PIP 1 mg/kg
. G9 - PIP 10 mg/kg G9 - NaCl G9 - PIP 10 mg/kg
Experimental | U r L J
- Day 0 For 10 days
design

Figure 1. Experimental design. DMSO: Dimethylsulfoxide; NaCl: Sodium chloride; NAC: N-acetylcysteine;

DOX: Doxorrubicin; PIP: Piperine.

Analysis of follicle morphology and stromal cell density in the ovaries
At the end of the experimental period, the ovaries were fixed in 4% paraformaldehyde

for 24 h and destined for classical histology. The ovaries were dehydrated in increasing
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concentrations of ethanol (Dindmica), clarified in xylene (Dindmica) and embedded in paraffin
(Dinamica). Serial 5 um thick sections were stained with hematoxylin and eosin (Vetec) and
evaluated by using an optical microscope (Nikon). The follicles were classified according to
their stage of development as primordial, primary, secondary and antral follicles. Furthermore,
these follicles were individually classified as morphologically normal when an intact oocyte is
present and surrounded by granulosa cells well organized in one or more layers and without
pyknotic nuclei. Degenerated follicles were defined as those with a retracted or vacuolated
oocyte, containing a pyknotic nucleus, surrounded by disorganized granulosa cells. To avoid
double counting of the same follicles, one follicle was counted in the first section in which the
oocyte nucleus was visible [11]. For evaluation of follicular growth, only morphologically
normal follicles with visible oocyte nucleus were recorded and the percentage of primordial and
developing (primary, secondary and antral) follicles was calculated in the different
experimental groups. In total, 150 follicles were evaluated for each group of animal. To evaluate
ovarian stromal cell density, the number of stromal cells in an area of 100 um? was counted.
For each treatment, ten fields from different sections of histological preparations from five
different animals were evaluated. The average number of stromal cells per field was calculated
as previously described [12]. All assessments and measurements were performed by a single

operator.

Analysis of ovarian extracellular matrix

To evaluate the collagen fibers in extracellular matrix, the sections were staining with
Picrosirius Red (Abcam Kit) according to the methodology described previously [13] and
analyzed in an optical microscope (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan) under magnification of 400x.
For each treatment, the percentage of the area occupied by collagen fibers in ten different fields

was measured using a DS Cooled DS DS-Ril camera attached to a microscope (Nikon, Eclipse,
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TS 100, Japan). Only collagen fibers were stained in red with picrosirius staining, while follicles
remained uncolored (white). The images were analyzed by Image J Software (Version 1.51p,
2017) and the circumference of unstained follicles from the total area was automatically

excluded.

Analysis of total proteins in blood plasm of mice

The animals were anesthetized with a dose of 100mg/kg of ketamine and 10 mg/kg of
xylazine and after verifying the deep stage of anesthesia, and then 1 mL of blood was collected
through the abdominal vein. Blood plasm was obtained by centrifugation (3000rpm) for 15
minutes and then stored at -80°C until analysis of antioxidant enzymes SOD, CAT and (thiol).

The blood plasm was submitted to the analysis of total proteins where their
concentrations were determined by the Bradford method [14]. This method uses Coomassie
blue (Quick start/Bradford; Catalog No. 500-0205; Bio-Rad) to determine the total protein
concentration in each sample. When in contact with proteins, the Coomassie blue dye forms a
complex and emits a blue luminescence. Absorbance is directly related to the protein
concentration of the sample and was evaluated spectrophotometrically at a wavelength of 595
nm. The total protein concentration in the samples was determined using a standard curve
constructed using bovine albumin as a standard (0, 2.5, 5, 10, 15, 25, 35 and 50 mg/mL™?), and
was used to standardize levels of pro-oxidants (thiol) and antioxidants (SOD and CAT), as

described below.

Determination of pro-oxidant based on the thiol content
Total thiol content in the samples were determined using 5,50-dithiobis 2-nitrobenzoic
acid (DTNB; Dindmica D8130) as an index of reduced thiol. Thiol residues react with DTNB

(10 mM), cleaving the disulfide bond to form 2-nitro-5-thiobenzoate anion (NTB2-) at a neutral
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pH. NTB2- is quantified in a spectrophotometer by measuring absorbance at 412 nm, with

results expressed as nMol of reduced DTNB per milligram of protein [15].

Determination of SOD and CAT activity

The SOD activity was measured as the inhibition of adrenaline auto-oxidation [16]. The
oxidation of adrenaline, in the presence of CAT in basic medium, leads to the formation of the
02 radical, with which SOD reacts, delaying (‘inhibiting”) the oxidation of adrenaline. The
CAT solution (0.048 mg/mL-1; c9322; Sigma-Aldrich) was performed by adding (7:3) to the
glycine buffer, pH 10.2 (Dynamic), and then adrenaline (0.218 mg/mL_1; E4260; Sigma-
Aldrich) was added to initiate oxidation. Oxidation was measured at 480 nm every 10 s for 180
S.

The CAT activity was measured as consumption of H>O; as substrate at 240 nm [17]. A
solution of H2O2 (152uL/mL_1; PHO9717RA; Scientific Exodus) and phosphate buffered
saline (PBS; pH7.4) was mixed in a quartz cuvette at room temperature, and then 50 ul of blood

plasma were added. Every 30 s, the H20, consumption was measured twice.

Expression of mRNA for SOD, CAT and NRF2 in ovarian mice

Total RNA was extracted by the TRIzol® method (LifeTechnologies/Invitrogen) (0.1 g
of tissue/1.0 mL of TRIzol®) following the manufacturer's instructions. For this, the ovaries
were initially homogenized by the physical method using scalpel blade n° 20 under sterile
conditions, then 800 pl of Trizol® solution was added to each frozen sample and the lysate was
aspirated through a 20 Gauge needle before centrifugation at 10,000 g for 3 min at room
temperature. Subsequently, all lysates were diluted 1:1 with 70% ethanol and applied to a mini
column provided in the kit. After binding the RNA to the column, DNA digestion was

performed using RNAse-free DNAse (340K units/ml) for 15 minutes at room temperature.
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After washing the column three times, the RNA was eluted with 30 ml of RNAse-free water.
The RNA concentration was estimated by reading the absorbance at 260 nm and the purity was
verified at 280 nm in a spectrophotometer (Amersham, Biosciences Cambridge, England).
Before the reverse transcription reaction, the RNA samples were incubated for 5 min at 70°C
and then cooled on ice. Reverse transcription was performed in a total volume of 20 pl
consisting of 10 ul of sample containing 50 ng of RNA, 4 pul of reverse transcriptase buffer
(Invitrogen), eight units of RNAsin, 150 units of Superscript Il reverse transcriptase, 0.036 U
random primers, 10 mM of dithiothreitol and 0.5 mM of each dNTP (Invitrogen). The mixture
was incubated at 42.1°C for 1 hour, then at 80°C for 5 minutes and finally stored at -20°C. The
negative control was prepared under the same conditions, but without the addition of reverse
transcriptase.

The mRNA quantification was performed using SYBR Green. Each real-time reaction
(20 pl) contained 10 pl of SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK),
7.3 pl of ultrapure water, 1 pl of complementary DNA (cDNA) and 5 mM of each primer. The
primers were designed to carry out amplification of SOD, CAT, NRF2 and glyceraldehyde3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Table 1). The GAPDH was used as a housekeeping gene
for normalizing MRNA expression, as per previous studies [18]. The specificity of each pair of
primers was confirmed by analyzing the melting curve of the PCR products. Amplification
efficiency for all genes was verified according to protocol [19]. The thermal cycling profile for
the first round of PCR was initial denaturation and polymerase activation for 10 min at 95 °C,
followed by 40 cycles of 15s at 95 °C, 30 s at 58 °C, and 30 s at 72 °C. The final extension was
at 72 °C in a period of 10 minutes. All reactions were performed on a Step One Plus instrument
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The negative control was prepared under the
same conditions, but without the addition of cDNA. The 2*"AACt method was used to transform

Ct values into mRNA expression levels [20].
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Table 1. Primers pairs used for real-time PCR.

Target Primer sequence (5" — 3') Forward (F) GenI.Bank
gene Reverse (R) accession no.
GAPDH  GAACGGATTTGGCCGTATTG F CU214026.1
GTGAGTGGAGTCATACTGGAAC R :
SOD CTCGTCTTGCTCTCTCTGGTC F
CTTGCCTTCTGCTCGAAGTG R NM_011434.2
CAT CCAATGGCAATTACCCGTCC F NM_009804.2
CCTTGTGAGGCCAAACCTTG R
TTGCCCTAGCCTTTTCTCCG F
NRF2 T AGGAGATAGCCTGCTCGC R NM_010902.4

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. The percentages of
normal follicles, as well as primordial and developing follicles, were evaluated using the chi-
square test. Data on collagen fiber distribution, stromal cell density and mRNA expression were
evaluated for normality of distribution (Anderson-Darling, D'Agostino & Pearson, Shapiro-
Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests) and then analyzed individually by the test Kruskal-Wallis
test followed by the Dunn test. multiple comparison test. For the biochemistry results, they were
initially analyzed using the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn comparison. Results

were expressed as mean and standard error (mean = SEM).

Results
Analysis of activation, survival and growth of ovarian follicles

Mice treated with only piperine (0.1, 1, or 10 mg/kg) had similar percentage of
morphologically normal follicles when compared to those from control group (saline solution)
(Fig. 2). On the other hand, mice treated with DOX had significantly reduced percentage of
normal follicles with compared to control group, but the presence of NAC or 0.1 or 10 mg/kg

piperine blocked the adverse effects of DOX (Fig. 2).
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Figure 2. Percentage of normal and degenerated follicles evaluated by classical histology, hematoxylin and eosin
staining. Ovaries were divided into PIP + DOX (0.1, 1, 10 mg/kg) and PIP (0.1, 1, 10 mg/kg) groups. a and b
indicate statistically significant differences between treatments (P <0.05).

Lower percentage of morphologically normal follicles were seen in animals that
received both DOX and 1 mg/kg piperine. Regarding to follicular growth, the DOX, both DOX
and NAC or only 1 or 10 mg/kg piperine did not inlucence the percentage of primordial or
developing follicles. However, mice that were treated with both DOX and 0.1, 1 or 10 mg/kg
piperine or only 0.1 mg/kg piperine had greater percentage of primordial follicles and lower

percentage of developing follicles than those from control group (P < 0.05) (Fig. 4 A and B).
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Figure 3. Percentage (mean + SE) of primordial follicles (A) and developing follicles (B). a and b indicate

statistically significant differences between treatments (P <0.05).
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Evaluation of collagen fiber in ovarian extracellular matrix
The results show tha mice treated with DOX had greater area of collagen than those
from control group or from other treatments (Fig. 4). Figure 5 shows histological section of

ovaries from different treatments stained with Picro Sirius red.

Stromal cell density

The results show tha mice treated with DOX had reduced number of ovarian stromal
cells when compared to those from control group or from other treatments (Fig. 6). Figure 7
shows histological sections of ovaries from mice from different treatements illustrating stromal

cell density.
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Figure 4. The levels of collagen fibers (mean = SD) in mice ovaries induced to che motherapy with DOX (10
mg/kg) or induced and treated with PIP (0,1, 1 and 10 mg/kg). Collagen fiber distribution was analyzed by the
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s comparison and no significant differences were observed between
treatments (p > 0.05). a and b indicate statistically significant differences between treatments.
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Figure 5. The levels of collagen fibers (mean = SD) in mice ovaries induced to chemotherapy in: (A) control; (B)
NAC + DOX (10 mg/kg); (C) DOX (10 mg/kg); (D) PIP (0.1 mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (E) PIP (1 mg/kg) +
DOX (10 mg/kg); (F) PIP (10 mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (G) PIP (0.1 mg/kg); (H) PIP (1 mg/kg) and (I) PIP (10
mg/kg). Scale bar: 100 pm (40
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Figure 6. Stromal cell density in mice ovaries induced to chemotherapy with DOX (10 mg/kg) or induced and
treated with PIP (0.1, 1 and 10 mg/kg). Stromal density was analyzed using the Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn’s comparison. a and b, different lowercase letters indicate statistically significant differences between
treatments (p < 0.05).
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Figure 7. Representative images of ovarian stromal density in: (A) control; (B) NAC + DOX (10 mg/kg); (C)
DOX (10 mg/kg); (D) PIP (0.1 mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (E) PIP (1 mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (F) PIP (10
mg/kg) + DOX (10 mg/kg); (G) PIP (0.1 mg/kg); (H) PIP (1 mg/kg) and (I) PIP (10 mg/kg). Scale bar: 100 pm

(400).
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Evaluation of antioxidant enzyme activity in the blood plasm

Based on histological results, samples of blood were collected of mice from control
group and from those that were treated with DOX, 0.1 mg/kg piperine, or both DOX and 0.1
mg/kg piperine. The results shows that these treatments neither influenced the levels of thiol

nor the activity of SOD and CAT (Fig. 8).
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Figure 8. Biochemical evaluation of SOD, CAT and THIOL in plasma of mice induced to chemotherapy with
DOX (10 mg/kg) or induced and treated with PIP (0.1 mg/kg). Biochemistry was analyzed using the Kruskal-
Wallis test, followed by the Dunn comparison. a and b, different lowercase letters indicate statistically significant
differences between treatments (p < 0.05).

Levels of MRNA for CAT, SOD and NRF2

The results showed that DOX, 0.1 mg/kg PIP or both DOX and 0.1 mg/kg piperine did
not influence the levels of SOD in mice ovaries (Fig. 9A). However, the levels of mRNA for
CAT was significantly higher in mice treated with both DOX and 0.1 mg/kg piperine than those
from control group, but did not differ from mice that received only DOX or piperine (Fig. 9B).
The DOX reduced the expression of NRF2 when compared to control group. However, there
was no difference in levels of mMRNA for NRF2 in mice treated with DOX, 0.1 mg/kg piperine,

or both DOX and 0.1 mg/kg piperine (Fig. 9C).



52

A SOD B CAT ¢ NRF?2
3 6 -
b 2
_ = 5 b %
E = a =
Z, f 4 - ab ? a
> 3 p
1 < 2 a 4 a
< % ‘ b
) 1 'n -
0 0 0 T T T
o iy R o g 40 o S & O S o
égq. Qo ><€i\q Q\Q T\&Q& Qo ><Q\q Q\q \;&q- Qo xq\q Q\q
¢ © ® © & ©
QO Qo 00

Figure 9. The levels of mRNA for (A) CAT, (B) SOD and (C) NRF2 in mice ovaries (n=4 ovaries per treatment)
treated with Control (DMSO), DOX (10 mg/kg), DOX + PIP 0,1 mg/kg and PIP 0,1 mg/kg. Levels of mRNA for
CAT, SOD and NRF2 were analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn comparison. a, b different
lowercase letters indicate significant difference between treatments (p<0,05).
Discussion

The present study demonstrates for the first time that 0.1 or 10.0 mg/kg of piperine
blocks the adverse effects of DOX on ovarian follicles and maintains the percentage of normal
follicles similar to that of mice in the control group, bringing results where certain
chemotherapy drugs, like DOX, are toxic to ovarian follicles. These chemotherapy drugs, like
others, are toxic to ovarian follicles because these products are designed to attack and Kill
rapidly dividing cells, a common trait of cancer cells. However, this feature also affects normal,
rapidly dividing cells, such as ovarian follicles, which contain immature oocytes.
Chemotherapy drugs work in several ways to interfere with the cell division cycle, damaging
the cells' DNA, preventing DNA replication or inhibiting cell division itself [20].

The DOX, both DOX and NAC or only 1 or 10 mk/kg piperine did not inlucence
follicular growth. However, both DOX and 0.1, 1 or 10 mk/kg piperine or only 0.1 mk/kg
piperine reduced follicular development in mice ovaries. Previous studies showsthat DOX has

dose-dependent toxicity on the development of ovarian follicles, hormone secretion and oocyte

maturation [21]. It has further been shown that granulosa cells from more advanced stages of
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follicles, such as secondary and antral follicles, are more susceptible to DOX-induced
cytotoxicity than primary and secondary bilayer follicles [12]. These results are consistent with
previous studies that follicular apoptosis in the mouse ovary is dependent on cell type and
follicle [22].

This study shows that DOX increase the area of collagen in mice ovaries. Excessive
deposition of extracellular matrix components and ovarian fibrosis have been associated with
decreased follicular density and ovarian dysfunction in women with ovarian endometriosis
cysts, suggesting that there may be a link between follicular depletion and fibrosis [23].
Previous studies have shown that the presence of collagen fibers in the cortical stroma after
chemotherapy is a characteristic sign of cell death and healing of ovarian tissue [24]. The
administration of piperine improved the morphological structure, increased the levels of
glycosaminoglycans and hydroxyproline, which indicate a beneficial role of piperine against
collagenase-induced injury [25].

The DOX reduced the density of stromal cells in the ovaries of mice. Follicular
development is strongly influenced by ovarian stromal cells, which support the tissue and play
several important roles. Thus, the ovarian stromal tissue secretes extracellular matrix proteins,
such as collagen [18]. Molecular pathways of DOX-induced ovarian damage such as apoptosis
is the mainprocess of cell death triggered by DOX in the ovary. Exploring DOX-triggered
apoptosis shows that granulosa and stromal/thecal cells from DOX-treated mice exhibit DNA
double strand breaks after chemotherapy injection [19].

This study shows that DOX did not influence the activity of SOD and CAT, and the
levels of thiol in blood plasma. Previous studies showed lack of statistical significance in the
thiol content and in the activity of antioxidant enzymes (SOD and CAT) in rats with polycystic
ovary syndrome. DOX uses oxidative stress pathway and apoptotic signaling to induce ovarian

damage [23]. In the present study, ovaries treated with PIP alone or in combination with DOX
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showed no difference between antioxidant enzymes [25]. SOD provides high protection against
oxidative tissue damage and aging by dismutation of superoxide radicals [24]. SOD and non-
enzymatic antioxidants act on ROS by dismutating O» and H20, and then CAT reduces H20z,
water and oxygen, promoting ovarian protection [26].

In the present study, relative expression data by PCR of antioxidant activity play
important roles in protecting cells against oxidative stress, a process that can cause cell damage.
In addition, SOD showed no difference in treatments, CAT and NRF2 brought statistically
inversely proportional data and brought effective protection. Ovarian function against cisplatin-
induced ovarian damage by reducing apoptosis, ROS production and mitochondrial damage
showed the same situation [27]. Piperine, however, did not block these effects. Oxidative stress
Is positively correlated with lipid peroxidation and negatively correlated with increased activity

of antioxidant enzymes [18].

Conclusions
The piperine (0.1 or 10 mk/kg) blocks the adverse effects of DOX and helps to preserve
the integrity of mice ovarian follicles. However, the effects of DOX on ovarian stromal cells,

collagen fibers and gene expression were not inhibited by piperine.
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7 CONCLUSOES GERAIS

A piperina (0,1 ou 10 mk/kg) bloqueia os efeitos adversos da doxorrubicina e ajuda a
preservar a integridade morfologica dos foliculos ovarianos de camundongos apés
tratamento quimioterapico.

Os efeitos da doxorrubicina nas células do estroma ovariano, nas fibras de colageno e

na expressdo génica em ovarios de camundongos ndo sao inibidos pela piperina.
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8 PERSPECTIVAS

Os dados obtidos nessa dissertacdo poderdo auxiliar no conhecimento dos efeitos do
tratamento com piperina na funcdo ovariana in vivo, preparando bases cientificas para futuros
testes da associagdo desse composto com DOX, ou outros antineoplasicos, na préatica clinica.
Evidencia-se que os estudos desenvolvidos neste trabalho foram realizados com animais
saudaveis e em condi¢cbes coordenadas. Desta forma, mais estudos devem ser realizados para
avaliar como a piperina atuaria em animais induzidos a doencas e posteriormente tratados, de
modo a avaliar se o tratamento iria replicar de forma positiva amenizando os efeitos causados

pela doxorrubicina na quimioterapia.
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ANEXO A - DECLARACAO DE APROVAGCAO DO PROJETO "AVALIACAO DO
POTENCIAL DA PIPERINA EM REDUZIR OS EFEITOS ADVERSOS CAUSADOS
PELA DOXORRUBICINA EM FOLICULOS OVARIANOS DE CAMUNDONGAS

N 0
1y
-

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Campus de Sobral — Faculdade de Medicina
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: "Avaliacdo do potencial da piperina
em reduzir os efeitos adversos causados pela doxorrubicina em foliculos
ovarianos de camundongas”, registrada como Projeto n° 08/21, sob a
responsabilidade da Prof. Dr. José Roberto Viana Silva envolve a producéo,
manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
Campus Sobral, em reuniao de 14/09/2021.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo | 01/03/2022 até 01/04/2024

Espécie/linhagem/raca Mus musculus /| Camundongos heterogénicos Swiss

N° de animais 125 (cento e vinte e cinco)
Peso/ldade 18 g/ 2 meses

Sexo ¢ Fémeas

Origem Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 28 de setembro de 2021. | vl /e
| A\ /
JUW }kL/

Profa. Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar
Vice-coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA

CEUA UFC SOBRAL Avenida Comandante Maurocélio Rocha Pontes, 100, Jocely Dantas de Andrade
Torres, Sobral, CE — CEP: 62.042-280. Telefone: (88) 3611-8000.
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