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RESUMO

Apesar dos avanços no uso da quimioterapia contra o câncer, esse tratamento pode causar danos ovarianos.
Diante disso, tem se pesquisado compostos naturais anticancerígenos menos gonadotóxicos. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos in vitro da vitaferina A (VTA) em folículos ovarianos pré-
antrais (FOPA) de camundongos. Para isso, ovários de camundongos-fêmeas foram não-cultivados (CNT) ou
cultivados in vitro por 6 dias em α-MEM+ adicionado de DMSO, doxorrubicina (DXR) ou VTA (0,6 ou 6 µM).
DXR e VTA foram acrescentadas apenas no dia 0 (1X) ou nos dias 0, 2 e 4 de cultivo (3X). Em seguida, foi
avaliada a morfologia folicular e imunomarcação de γH2AX e caspase-3 clivada no tecido ovariano. Os
resultados demonstraram que com apenas uma exposição, o tratamento VTA 6,0 diminuiu a sobrevivência
folicular em comparação a VTA 0,6 e DXR. Ademais, a exposição única de VTA 6,0 aumentou a marcação de
γH2AX em comparação a VTA 0,6 e DXR. Enquanto, com a exposição tripla, os grupos VTA 0,6 e 6,0 tiveram
maior marcação comparado a DXR. Com a maior frequência de exposição a marcação para caspase-3 clivada
no grupo VTA 0,6 foi superior ao tratamento com DXR. Diante disso, considerou-se que a VTA, em ambas as
concentrações e frequências de exposição, pode contribuir na degeneração folicular e danos ao DNA, sendo
agravada pelo aumento desses fatores.

Palavras-chave: quimioterápicos; folículos pré-antrais; vitaferina A.



Resumo Expandido - XII ENCONTRO DE INICIAÇÃO CIENTÍFICA - 2024
ISSN: 2447-6161

INTRODUÇÃO

Apesar dos avanços no diagnóstico precoce e tratamentos contra o câncer, com consequente aumento das
taxas de sobrevivência, a quimioterapia pode causar danos ovarianos, podendo comprometer as funções
reprodutivas e até culminar em infertilidade (CHO et al., 2020). Os principais efeitos da quimioterapia sobre
a função ovariana estão relacionados a sua toxicidade, capaz de levar a perda da reserva folicular ovariana e
causar insuficiência ovariana primária (POI) (ROSARIO et al., 2022).
Dessa forma, vários estudos têm sido desenvolvidos com a finalidade de identificar compostos com atividade
anticancerígena,  que  sejam  eficientes,  econômicos,  ecológicos,  seguros  e  previnam  a  resistência
medicamentosa.  Os  produtos  naturais  e  seus  derivados  têm  ganhado  destaque  na  quimioterapia,
imunoterapia, terapia adjuvante, terapia direcionada, imunoprevenção e quimiossensibilização. Isto ocorreu
devido à sua diversidade química, baixa toxicidade, segurança e disponibilidade, e por apresentarem ação em
múltiplas vias, incluindo morte celular por apoptose, proliferação celular, migração/invasão, angiogênese e
metástase (NAEEM et al., 2022).
Dentre esses compostos destacam-se os vitanolídeos, que pertencem a um grupo de lactonas esteroidais de
28 carbonos que dão origem a diversos compostos isolados do extrato das folhas de Athenaea velutina
(família  Solanaceae).  Algumas  dessas  substâncias  apresentam  atividade  antitumoral,  dentre  elas:  VTA
(vitaferina A) (ZHANG et al., 2023). A VTA demonstrou em diferentes pesquisas eficiência, in vitro e in vivo,
contra diversas linhagens de câncer,  como: mama (MUNIRAJ et al.,  2019; LIU et al.,  2019),  colorretal
(ALNUQAYDAN et al., 2020; CHANDRASEKARAN et al., 2018), próstata (KUMAR et al., 2021; KIM et al.,
2020) e pele (XU et al., 2019; Li et al., 2016).
Entretanto, a exposição diária a diversos produtos químicos ou naturais pode causar danos irreversíveis à
saúde reprodutiva feminina, sendo necessário a utilização de testes para a avaliação da segurança e eficácia
destas substâncias possivelmente tóxicas.  Contudo,  a maioria dos testes de toxicologia reprodutiva são
realizados in vivo, gerando problemas éticos na comunidade científica. Diante disso, nos últimos anos, têm
sido desenvolvidos vários métodos de cultura celular, visando a redução da utilização de animais em testes
toxicológicos (GUERREIRO et al., 2019). Diante disso, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos
in vitro da vitaferina A (VTA) em folículos ovarianos pré-antrais (FOPA) de camundongos.

METODOLOGIA

Coleta dos ovários
Os camundongos experimentais (n=40) foram anestesiados com cetamina (450 mg/kg) e xilazina (45 mg/kg),
e sacrificados por deslocamento cervical.  Imediatamente, ambos os ovários foram colhidos e os tecidos
circundantes  dissecados  usando  agulhas  de  calibre  26G  ligadas  a  seringas  de  1  mL,  sob  um
estereomicroscópio. Após a dissecção, os ovários foram lavados uma vez em etanol a 70% e duas vezes em
Meio Essencial Mínimo (MEM) tamponado com HEPES e suplementado com 100 µg/mL de penicilina e 100
µg/mL de estreptomicina.
Cultivo in vitro
Os ovários inteiros foram cultivados individualmente em placas de 24 poços com 500 µL de α-MEM (pH
7,2-7,4) suplementado com 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 1 mg/mL de fetuína bovina, 5 ng/mL
de insulina, 5 ng/mL de transferrina, 5 ng/mL de selênio e 10 mUI/mL de hormônio folículo estimulante (FSH)
recombinante humano. Os ovários foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais: (1)
ovários não-cultivados (controle-CNT, n=10); (2) ovários cultivados em α-MEM suplementado adicionado de
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1% de Dimetilsulfóxido (DMSO; n=10); (3) doxorrubicina (DOXO; 0,3 µg/mL; n=20); (4) VTA (0,6 µM; n=20);
ou (5) VTA (6 µM; n=20). As drogas DOXO e VTA (0,6 µM e 6 µM) foram adicionadas ao meio de cultivo de
duas formas: apenas no dia zero de cultivo (1X) ou nos dias zero, dois e quatro de cultivo (3X). O cultivo in
vitro  do ovário foi  realizado a 37°C e 5% de CO2 por 6 dias,  utilizando o modelo de cultivo in  vitro
bidimensional. A cada dois dias, houve substituição total do meio de cultivo, totalizando duas trocas (dia 2 e 4
de cultivo). Após o período de cultivo, um ovário foi processado para a histologia clássica e para avaliação por
imunomarcação.
Análise da morfologia folicular
Os ovários foram fixados em paraformaldeído (PAF) 4% por 12 h em temperatura ambiente. Em seguida,
foram processados em diferentes concentrações de álcool, xilol e parafina. Os tecidos foram incluídos em
blocos de parafina e posteriormente seccionados a 5 µm para montagem das lâminas, que foram coradas com
hematoxilina e eosina. As análises foliculares foram realizadas por microscopia de luz. Apenas os folículos
cujos oócitos apresentavam núcleos claramente visíveis foram considerados para contagem. Os folículos
foram classificados da seguinte forma: 1) folículo primordial (oócito circundado por uma camada de células
pré-granulosas achatadas) ou 2) folículos em crescimento, divididos em transição (oócito circundado por uma
camada de células pré-granulosas achatadas e cubóides), primário (oócito circundado por uma camada de
células da granulosas cubóides) e secundário (oócito circundado por duas ou mais camadas de células da
granulosas cubóides). Os folículos também foram classificados de acordo com a morfologia, em normal,
quando o oócito apresenta núcleo íntegro e as células da granulosa estão organizadas e delimitadas por
membrana basal,  ou degenerado, caso apresente corpos picnóticos,  retração citoplasmática do oócito e
desorganização  celular.  Para  a  avaliação  da  ativação  folicular,  foi  calculada  a  proporção  de  folículos
primordiais e em crescimento (transição, primário e secundário) nos diferentes tratamentos.
Imunofluorescência (IF)
As secções previamente obtidas foram montadas em lâminas Superfrost Plus, desparafinizadas e reidratadas
usando um etanol graduado para avaliação das enzimas de sinalização de danos ao DNA (γH2AX) e apoptose
(Caspase-3 ativa). Inicialmente, foi realizada a recuperação antigênica incubando as lâminas em tampão de
citrato de sódio 0,01 M (pH 6) a 95-100 °C por 5 min em uma panela de pressão. As lâminas foram incubadas
em solução PBS contendo 1% (p/v) BSA para bloqueio inespecífico por 1 h em temperatura ambiente. Em
seguida, as lâminas foram incubadas durante a noite a 4 °C com anticorpo primário monoclonal anti-γH2AX
de camundongo (fosfoS139) ou policlonal anti-Caspase-3 clivada de coelho. Após a incubação com o anticorpo
primário, as lâminas foram lavadas duas vezes em PBS a 1% e incubadas com anticorpos secundários anti-
camundongos e anti-coelho conjugado com Alexa Fluor® 488. As lâminas foram montadas em meio de
montagem com DAPI. A imunocoloração foi avaliada por um microscópio confocal de varredura a laser. O
controle negativo foi estabelecido pela ausência de anticorpos primários. Os folículos foram considerados
positivos para ambas as proteínas quando emitiram fluorescência verde. Foram capturados aleatoriamente
cinco campos/lâmina, que tiveram a intensidade de fluorescência mensurada e expressa em pixels, usando o
software ImageJ.
Análise estatística
A análise estatística foi realizada utilizando o software SPSS (versão 23.0). O teste de Shapiro-Wilk e o teste
de Levene foram utilizados para avaliar  se os  dados obtidos tinham distribuição normal.  A morfologia
ovariana teve a comparação das médias entre os tratamentos com mesma frequência de administração
avaliada por ANOVA One-way seguida pelo teste LSD de Fisher. O teste t-student foi utilizado para comparar
a  frequência  de  administração  de  cada  substância.  A  imunolocalização  de  γH2AX e  Caspase-3  teve  a
comparação das médias entre os tratamentos com mesma frequência de administração avaliadas pelo teste H
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de Kruskal-Wallis. O teste U de Mann-Whitney foi aplicado para comparar a frequência de administração de
cada substância. Os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) e os resultados
foram estatisticamente significativos quando o p-valor foi menor que 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Morfologia e desenvolvimento folicular
A porcentagem de FOPA morfologicamente normais foi reduzida (pA proporção de folículos primordiais foi
reduzida (PConhecidamente, os quimioterápicos podem esgotar a reserva ovariana através da super ativação
de folículos primordiais, consequentemente aumentando o número de folículos em desenvolvimento, ou pela
morte apoptótica mediada por dano direto ao DNA de folículos em crescimento (RONESS et al., 2016).
Entretanto,  os  medicamentos anticancerígenos também podem afetar  o  microambiente ovariano,  que é
responsável  por  fornecer  suporte  nutricional  e  transportar  sinais  necessários  para  o  crescimento  e
desenvolvimento folicular, ovulação e formação do corpo lúteo. A quimioterapia pode induzir a deposição de
matriz extracelular e fibrose estromal,  distúrbios vasculares e na angiogênese, desordens imunológicas,
desequilíbrios de estresse oxidativo, exaustão de células-tronco ovarianas e senescência celular, reduzindo
assim a quantidade e a qualidade dos folículos ovarianos (GUO et al., 2024).
Imunolocalização de γH2AX
A marcação nos FOPA de γH2AX, foi maior (P Semelhantemente, aos resultados encontrados neste trabalho,
foi demonstrado que em células de câncer oral Ca9-22 cultivadas por 24 horas com VTA (1-3 µM) houve dano
ao DNA baseado na mensuração de γH2AX (CHANG et al., 2017). Sabe-se que as quebras de fita dupla
geradas  pelo  dano ao  DNA,  resultantes  de  fatores  endógenos  (distúrbios  de  envelhecimento  normal  e
acelerado)  ou  exógenos  (drogas  quimioterápicas,  radiação  ionizante  e  agentes  genotóxicos),  leva  a
fosforilação da histona H2AX (denominada γH2AX).  A H2AX fosforilada aciona vias  de sinalização que
controlam os pontos de verificação do ciclo celular e reparo ou morte das células (KUO e YANG, 2008). No
caso onde o dano ao DNA não consegue ser reparado, podem ocorrer mutações genéticas que contribuem
para o início e a progressão do câncer (PRABHU et al., 2024).
Imunolocalização de Caspase-3 clivada
A marcação de caspase-3 clivada no folículo foi aumentada (P De forma semelhante, em células A2780 de
câncer de ovário tratadas por 24 horas com 1,5 e 2 µM de VTA mostraram um aumento no nível de caspase-3
clivada, sendo que a combinação com 200 nM de DXR potencializou essa morte celular (FONG et al., 2012).
Em outro estudo, células A549 de câncer de pulmão tratadas com concentrações maiores que 5 μmol·L-1 de
VTA por 48 horas também apresentaram maior detecção de caspase-3 clivada (CAI et al., 2014).
Um dos mecanismos pelo qual a VTA exerce seu efeito antitumoral é pela indução da apoptose intrínseca e
extrínseca (XING et al., 2023). Esse composto natural induz a geração de espécies reativas de oxigênio
(EROs) nas células cancerígenas, levando ao aumento da expressão de Bak e Bax, que por sua vez induz a
apoptose mitocondrial. Além disso, desencadeia a ativação da proteína Bak e Bax reduzindo a expressão dos
genes da laminina e da integrina (HAHM et al., 2011). Paralelo a isso, a VTA aumenta a apoptose induzida
por ligante indutor de apoptose relacionada a TNFα (TRAIL) ao diminuir a expressão de c-FLIPL e c-FLIPs
(proteína inibitória celular semelhante a FLICE), que são reguladores negativos da apoptose (KRUEGER et
al.,  2001;  ZHANG et  al.,  2007).  Curiosamente,  embora  o  tratamento  VTA  6,0  (3X)  tenha  reduzido  a
porcentagem de folículos morfologicamente normais, não houve aumento do marcador de apoptose. Isso
sugere que a VTA pode agir por meio de outros mecanismos de morte celular, como a autofagia e ferroptose
(XING et al., 2023), aumentando a degeneração folicular.
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CONCLUSÕES

Diante disso, considerou-se que a VTA, em ambas as concentrações e frequências de exposição, podem
contribuir na degeneração folicular e danos ao DNA, sendo agravada pelo aumento desses fatores.  No
entanto,  são  necessários  mais  estudos  sobre  as  vias  de  sinalização  relacionadas  aos  efeitos  negativos
causados por VTA.
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