a5
= ain
% Bia,

2 VIII SEMANA UNIVERSITARIA

A Universidade pos-isolamento social: desafios, expectativas e perspectivas N

B
—
e

_—

AVALIACAO DA TOXICIDADE REPRODUTIVA DE DERIVADOS DOS VITANOLIDEOS
SOBRE A FUNCAO OVARIANA DE CAMUNDONGOS

Maria Bianca De Almeida Silva
Gaby Judith Quispe Palomino

Ana Paula Ribeiro Rodrigues

José Ricardo De Figueiredo®
Rebeca Magalhdes Pedrosa Rocha’

1
2
3

RESUMO

Os tratamentos quimioterapicos causam efeitos toxicos que reduzem drasticamente a reserva folicular
ovariana. Diante disso, pesquisa-se substdncias com agdo anti-neopldsica com menos consequéncias
indesejadas. Portanto, o objetivo desse trabalho é avaliar os efeitos in vivo dos compostos vitaferina A (VTA),
27-desoxi-24,25-epoxivitaferina A (VT1) e 27-desoxivitaferina A (VT2), isolados a partir do extrato das folhas
da Athenaea velutina, em foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) de camundongos. Para isso, foram
administrados intraperitonealmente por 15 dias 7 doses de VTA, VT1, VT2; solucdo salina (controle) ou
DMSO (veiculo da droga). Apds esse periodo, parte dos animais foi eutanasiada, os ovarios coletados para
avaliacdo do nimero de FOPA e foliculos antrais (FOA), bem como andlise da morfologia e sobrevivéncia
folicular. Além disso, a outra parte dos animais seguiu para acasalamento para avaliacdo da taxa de prenhez
e do nascimento de crias vivas. Apds os 15 dias de tratamento, nao foram observadas diferengas na contagem
de foliculos pré-antrais, antrais e degenerados nos diferentes tratamentos (P > 0,05). Da mesma forma, a
taxa média de prenhez e nascimento de crias vivas foi semelhante entre os grupos. Em conclusédo, os
compostos VTA, VT1 e VT2 ndo apresentaram efeitos toxicos sobre o tecido ovariano e a fertilidade de
camundongos-fémeas.
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INTRODUCAO

As drogas anticancerigenas induzem diretamente quebras na fita dupla do DNA, as quais podem ocasionar a
apoptose e/ou autofagia, ou podem causar indiretamente deplecao de foliculos primordiais devido a lesdes
microvasculares e estromais ocasionadas por isquemia, necrose ou inflamacao. Um outro efeito destas drogas
é o estimulo a ativacao dos foliculos primordiais através da via PI3K/AKT/FOX03a, a qual leva a uma perda
macica da reserva ovariana e, consequentemente, a faléncia ovariana prematura e a infertilidade (CHO,
2020).

Tais problemaéticas estdo estimulando a busca por novas substancias anticancer, que ndo apresentem, ou
apresentem de forma minima, efeitos sobre estruturas ovarianas. Nesse sentido, o estudo de compostos de
origem natural, em especial compostos advindos de vegetais, tém destaque, uma vez que uma gama de
produtos foram, e estdo sendo desenvolvidos, a partir destes. Os metabdlitos extraidos a partir de plantas
sempre chamaram a atencdo de pesquisadores, uma vez que possuem um amplo campo de potenciais
aplicacoes (SINGH; KAUR; SILAKARI, 2014).

Desse modo, atualmente algumas moléculas anticancer estdo sendo utilizadas a nivel experimental, como €é o
caso da vitaferina A (VTA), 27-desoxi-24,25-epoxivitaferina A (VT1) e 27-desoxivitaferina A (VT2), isoladas a
partir do extrato das folhas da Athenaea velutina (familia Solanaceae), a qual merece atengdo quanto aos
seus efeitos sobre a fungao ovariana. Esses compostos apresentaram uma atividade antitumoral significativa
frente a linhagens HL-60 (leucemia), HCT-116 (célon), PC-3 (prdstata), SNB-19 (glioblastoma) e a linhagem
celular murina nao tumoral 1.929 (fibroblasto de murino) (ROCHA et al., dados nao publicados). Apesar dos
efeitos de VT1 terem sido até o momento relatados apenas por Rocha et al. (dados nao publicados), Kakar et
al. (2014; 2016) evidenciaram atividade in vivo de VTA sobre tumor ovariano, e Yoneyama et al. (2015)
observaram a atividade de VT2 sobre outras linhagens tumorais in vitro. No entanto, apesar destes estudos ja
terem demonstrado sua eficiéncia contra diferentes linhagens tumorais, ainda é pouco conhecido o efeito
dessa substancia sobre o desenvolvimento de foliculos ovarianos e como ela age sobre a fungao reprodutiva
in vivo. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos in vivo da VTA, VT1 e VT2 em

FOPA de camundongos.

METODOLOGIA

Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados & Comissio de Etica para o Uso de Animais
(n? processo 03248567/2021). Camundongos-fémeas da linhagem C57BL/6] (n = 60) de 5 a 6 semanas de
idade foram divididas aleatoriamente em trés grupos (n = 12 por grupo): 1) grupo controle (GC), sendo
administrada solugdo salina; 2) grupo veiculo (GV), sendo administrados 10% DMSO (veiculo da droga); 3)
grupo VTA (2 mg/kg); 4) grupo VT1 (2 mg/kg); ou grupo VT2 (2 mg/kg). Foram administradas 7 doses das
substancias, nos respectivos tratamentos, por via intraperitoneal (i.p.) em dias alternados durante um
periodo total de 15 dias.

Ao fim dos tratamentos, os animais foram eutanasiados mediante anestesia com uma dose excessiva de
solucao de cetamina (450 mg/kg) e xilazina (45 mg/kg). Imediatamente apds, ambos os ovarios foram
coletados e os tecidos circundantes dissecados, usando agulhas de calibre 26G, ligadas a seringas de 1 mL,
sob um estéreomicroscépio (SMZ 645 Nikon, Tdquio, Japao). Os pares de ovarios foram coletados e fixados
em 4% paraformaldeido (PAF) por 12 h em temperatura ambiente e, em seguida, processados e corados pelo
método de acido periddico de Schiff-hematoxilina (PAS-H). As andlises foliculares foram realizadas por

microscopia de luz (Nikon, Téquio, Japdo), quanto a classificagdo do estagio de desenvolvimento folicular e
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degeneracdo morfoldgica. Além disso, a outra parte dos animais seguiu para acasalamento para avaliacdo da
taxa de prenhez e do nascimento de crias vivas.
Os dados estatisticos foram analisados usando Sigma Plot. Os dados foram apresentados como média (£

SEM) e a significancia estatistica foi estabelecida em P

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tecidos ovarianos das camundongos-fémeas do grupo controle, veiculo, VTA, VT1 e VT2, revelaram uma
arquitetura histolégica normal, contendo todas as categorias foliculares (primordial, transigao, primario,
secundario e antral) e corpos liteos, com um nimero semelhante de foliculos degenerados em todos os
tratamentos, exceto no veiculo onde nenhum foliculo degenerado foi observado. Ao final do experimento,
foram contabilizados um total de 788 FOPA, sendo 340 primordiais, 210 transigdo, 152 primérios e 170
secundarios, e 98 FOA, ndo havendo diferenca significativa no numero de foliculos por categoria entre os
diferentes tratamentos.

A vitaferina A (VTA) demonstrou em diversas pesquisas eficiéncia contra diferentes linhagens de células
ovarianas tumorais in vivo na concentracao de 2 mg/kg (KAKAR et al., 2014; KAKAR et al., 2016), bem como
em células de glioblastoma (SHAH et al., 2009), neuroblastoma e mieloma multiplo (YCO et al., 2014). Além
disso, recentemente foi demonstrado seu efeito antitumoral sobre linhagem celular de osteossarcoma em
humanos (PIRES et al., 2020). Ja os outros farmacos, 27-desoxi-24,25-epoxivitaferina A (VT1) e 27-
desoxivitaferina A (VT2), apresentaram citotoxicidade em quatro linhagens celulares de cancer humano:
glioblastoma (SNB-19), préstata (PC-3), célon (HCT-116), leucemia (HL-60) (ROCHA et al., dados néo
publicados).

Além disso, a VTA demonstrou que, ao ser combinada a outros agentes terapéuticos como Sorafenib,
Doxorrubicina, Cisplatina ou Oxaliplatina, melhorou a eficicia e diminuiu a resisténcia quimioterapica
(HASSANNIA, 2020). A acdo de VTA depende, aparentemente, da concentragdo aplicada, do contexto e
composicdo genética do alvo celular, agindo diretamente sobre a estrutura do citoesqueleto e do sistema
proteassomico, regulando a atividade de proteinas de choque térmico e chaperonas, causando citotoxicidade
mediada por espécies reativas de oxigénio (EROS). Além disso, pode induzir a senescéncia de células-tronco
cancerigenas, a morte celular e a imunidade antitumoral, inibindo a glicdlise e metabolismo tricarboxilico,
revertendo marcas epigenéticas do cancer, inibindo o ciclo celular, o fator nuclear kappa B (NF-kB) e vias
oncogénicas (HASSANNIA, 2020).

Ao avaliarem os efeitos do vitanolideo D, um dos derivados vitanolideos, sobre tecido ovariano caprino,
Guerreiro et al. (2019) e Palomino et al. (2021) observaram que essa substancia levou a um aumento na taxa
de foliculos ovarianos caprinos degenerados por estimular a apoptose celular. Da mesma forma, outras
drogas antineoplédsicas disponiveis no mercado, tais como Antraciclinas, Cisplatina, Ciclofosfamida,
Gemcitabina, Mitomicina C e Taxanos, também possuem efeitos semelhantes nessa mesma espécie
(GUERREIRO et al., 2019). Contudo, sob as condi¢cdes experimentais deste estudo, as substancias testadas,
apesar da sua potencial agao anticancer, nao apresentaram impacto sobre a contagem total de foliculos
ovarianos pré-antrais e antrais ou ainda sobre o nimero de foliculos degenerados nos diferentes tratamentos.
Um total de 30 animais foi destinado ao acasalamento, apds 15 dias de tratamento com solugao salina
(controle), DMSO (veiculo), VTA, VT1 ou VT2, para mensuracdo das taxas de prenhez e contagem de crias
nascidas vivas. Depois do acasalamento, foi constatado que todas as fémeas estavam prenhes. Ao fim do
periodo gestacional, foi obtida uma média de 8 nascimentos de crias vivas por fémea, totalizando cerca de 48

filhotes por tratamento.
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Terapias antineoplasicas, apesar de terem eficiéncia sobre o tratamento de varios tipos de cancer,
atualmente ainda sdo uma grande causa de problemas reprodutivos. E apontado na literatura que drogas
anticancer tem alto potencial em causar efeitos teratogénicos e reducdo de taxas de natalidade (MILUNSKY
et al.,1968; WALLACE et al., 2005). Diferentemente, nos dados encontrados no presente trabalho, as taxas de
prenhez e natalidade nao diferiram entre os grupos controle e tratados com drogas quimioterapicas (VTA,
VT1 e VT2), lancando uma luz para o uso de novos compostos advindos de plantas no tratamento contra o
cancer sem efeitos sobre a fertilidade feminina. No entanto, estudos complementares devem ser realizados a

fim de averiguar e constatar a seguridade do uso dos farmacos aqui testados.

CONCLUSOES

Dessa forma, conclui-se que, a VTA, VT1 e VT2 na concentracdo de 2 mg/kg sao potenciais agentes
antineoplésicos sem efeitos toxicos sobre o tecido ovariano, sendo necessarias mais investigagoes,

principalmente moleculares, para a sua futura utilizagao para tratamentos anti-cancer.
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