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RESUMO: Diante dos problemas
de fertilidade causados pelo uso de
quimioterapicos no tratamento contra o
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cancer, a busca por biotécnicas reprodutivas que possibilitem a manutencéo da fertilidade
feminina esta cada vez mais evidente. De modo geral, os antineoplasicos, a exemplo
da doxorrubicina (DOX) sdo capazes de provocar prejuizos sobre o ovario, abrindo
possibilidades de estudos de compostos que, potencialmente, apresentem um efeito protetivo
no desenvolvimento folicular. Investigacdes sobre a capacidade de produtos naturais em
amenizar os efeitos adversos causados por antineoplasicos na saude reprodutiva, podera
contribuir para a identificagcdo de uma nova abordagem terapéutica para a preservacao da
fertilidade frente aos tratamentos quimioterapicos.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes; Apoptose; Foliculogénese; Ovario.

IN VITRO AND IN VIVO MODELS IN REPRODUCTIVE PHYSIOLOGY STUDIES
AND THE EFFECT OF NATURAL PRODUCTS WITH PROTECTIVE POTENTIAL
TO CHEMOTHERAPY

ABSTRACT: In view of the fertility problems caused by chemotherapy drugs in the treatment
of cancer, the search for reproductive biotechniques that allow the maintenance of female
fertility is increasingly evident. In general, antineoplastic agents, such as doxorubicin (DOX),
causing damage to the ovary, opening possibilities for studies of compounds that potentially
have a protective effect on follicular development. Investigations on the ability of natural
products to mitigate the adverse effects caused by antineoplastic agents on reproductive
health, may contribute to the identification of a new therapeutic approach for the preservation
of fertility in the face of chemotherapy treatments.

KEYWORDS: Antioxidants; Apoptosis; Folliculogenesis; Ovary.

11 OVARIO MAMIFERO, FOLICULOGENESE E OOGENESE

O ovério é o principal 6rgdo do sistema reprodutor feminino, apresentando funcéo
endocrina, caracterizada pela producdo de hormoénios e fatores de crescimento, e outra
gametogénica, relacionada ao desenvolvimento de foliculos e maturagédo dos olcitos
(Figura 1). No microambiente ovariano, ocorrem dois processos biologicos importantes: a
oogénese e a foliculogénese. A oogénese compreende o desenvolvimento e diferenciagéo
das células germinativas primordiais (CGP) ainda na vida fetal até a formagéo do odcito
fecundado durante a vida reprodutiva. A foliculogénese representa a formacao as unidades
morfologicas e funcionais da biologia reprodutiva em fémeas: os foliculos ovarianos.
Os foliculos ovarianos sé@o importantes para auxiliar a oogénese e para a producéo de
horménios sexuais femininos, como estrogénios e a progesterona, que sao responsaveis
pelas caracteristicas sexuais secundarias femininas e o inicio da gestacdo (RIMON-
DAHARI et al., 2016).
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Figura 1: Esquema ilustrativo do ovario mamifero e suas principais estruturas. Fonte: Adaptado de
Wikiand.com.

A populagéo folicular que forma a reserva ovariana é variavel entre as espécies
e é estabelecida no inicio da vida. E a partir desse estoque que todos os foliculos em
crescimento e oocitos ovulados sdo derivados, diminuindo a reserva naturalmente com a
idade, sendo selecionados para o crescimento e/ou levados a atresia folicular (FINDLAY
et al., 2019). Mas, para que ocorra a selecdo para o crescimento e desenvolvimento, os
foliculos primordiais precisam ser ativados.

21 ATIVAGAO E ATRESIA FOLICULAR

A ativacéo dos foliculos primordiais, etapa importante na foliculogénese inicial, &
caracterizada no nivel morfolégico pelo crescimento do oécito e proliferacao e diferenciagéo
das células da granulosa circundantes (RIMON-DAHARI et al., 2016). A taxa de ativacéo
dos foliculos primordiais deve ser rigorosamente controlada para garantir que reservas
suficientes permanecam para sustentar a fertiidade ao longo da vida reprodutiva.
Mesmo que todos 0os mecanismos moleculares que envolvem o processo de ativacéo e
crescimento folicular ndo terem sido totalmente elucidados, um progresso significativo foi
feito para caracterizar as vias moleculares que o governam. Acredita-se que os fatores de
crescimento e hormdnios produzidos no microambiente ovariano resultado da interacéo
entre células foliculares e estroma sejam os principais reguladores da ativagéo folicular.

Quando o ovario é exposto a agentes quimioterapicos, a secre¢éo de inibidores do
foliculo primordial diminui devido ao dano aos foliculos em desenvolvimento, isso acelera
o recrutamento dos foliculos primordiais pelas vias de ativacéo e a redugéo da reserva
ovariana resultando na entrada maciga de foliculos na fase de crescimento, o chamado efeito
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“burnout’ (CHANG et al., 2015). Isso tem sido evidenciado por estudos com camundongos
que mostraram diminui¢do no nimero de foliculos primordiais e nimeros aumentados de
foliculos em desenvolvimento precoce em grupos tratados com doxorrubicina e cisplatina
nos primeiros 4 e 5 dias, respectivamente (WANG et al., 2019; CHANG et al., 2015). No
entanto, um estudo mais recente demonstrou que a exposi¢ao aguda (12h) a ciclofosfamida
foi capaz de promover a diminuicdo da reserva de foliculos primordiais humanos por vias
pro-apoptoéticas, mas sem ativacao de crescimento do foliculo primordial (TITUS et al.,
2021). Através de analises transcriptdmicas, foi observado que, em decorréncia de danos
ao DNA, a via de ativacédo foi suprimida enquanto a apoptose foi desencadeada mediada
por proteinas anti e pro-apoptoéticas.

Apenas um pequeno nimero dos foliculos presentes no ovario (=1%) chegara ao
apice do seu desenvolvimento e culminar com a ovulagdo; a grande maioria é perdida
através de um processo de morte programada chamado de atresia folicular (MATSUDA
et al.,, 2012). A atresia faz parte da dindmica folicular, sendo essencial na funcdo e
desenvolvimento ovariano, uma vez que esse processo € importante por auxiliar na
homeostase, controlando a fecundidade, selecionando foliculos para o recrutamento,
um ‘controle de qualidade’ eliminando anomalias meioticas, além de garantir a remogéo
dos remanescentes foliculares poés-ovulatérios para preparar o ovario para o préoximo
ciclo (KUMAR; JOY, 2015; HUSSEIN, 2005). Apesar da atresia ser um processo natural e
continuo, ela pode ser acelerada devido a perturbagdes a fisiologia ovariana, como no uso
de medicamentos para o tratamento de cancer (SPEARS et al., 2019).

A apoptose € a principal responsavel pela perda da reserva ovariana (HUSSEIN,
2005; SPEARS et al., 2019) e muitas moléculas estdo envolvidas no seu controle, seja
promovendo sua ativacdo ou supressdo. Dentre elas, estdo proteinas antiapoptéticas
(como Bcl-2) e pré-apoptoéticas (como Bax), além de outros membros da familia Bcl e
proteinas Caspases. Além disso, a apoptose pode ser desencadeada por duas vias: a via
extrinseca (ou via do receptor de morte) e via intrinseca (ou via mitocondrial) (NAGATA,
2018) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismo geral das vias apoptéticas na célula. A via extrinseca é ativada por fatores
de morte. A ligacdo de um fator de morte ao seu receptor especifico causa o processamento do
dominio de morte e recrutamento de FADD, para ativar CASP 8 e 3. Na via extrinseca, proteinas pr6
apoptoticas sdo ativadas transcricionalmente e induzem direta ou indiretamente a ativacao de efetoras
apoptoéticas que fazem a mitocondria liberar citocromo c¢. O conjunto formado por Apaf-1 e e citocromoc
formam um complexo para mediar a CASP9. A CASP 8 ativada na via extrinseca e a CASP 9 na
via intrinseca clivam a procaspase 3 em CASP 3 ativa. Fonte: Elaborada pelos autores. Criada com
biorender.com

31 EFEITOS DOS ANTINEOPLASICOS NA FERTILIDADE FEMININA

Apesar dos avancgos significativos nos tratamentos do cancer, a sobrevida
pode ter sua qualidade diminuida devido aos efeitos colaterais dos tratamentos e suas
consequéncias em diversos campos, inclusive na saude reprodutiva. Os efeitos toxicos
prejudicam a fertilidade por meio de danos ao Gtero, diminuigao da fungdo ovariana e danos
aos foliculos ovarianos por meio da apoptose, danos ao DNA, danos mitocondriais € a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SPEARS et al., 2019). Em um estudo
com camundongos, o agente quimioterapico doxorrubicina (DOX) atingiu diretamente o
Utero e alterou a expresséo génica em resposta a sintese de estrogénio (ANDERSEN et al.
2019). O principal mecanismo de agao dos antineoplasicos é através do dano ao DNA, que
consequentemente ativa as vias de apoptose. Além disso, ha evidéncias de morte folicular
indireta por dano vascular e estromal, além de diminui¢c&o do fluxo sanguineo e diminuicédo
dos ovarios em mulheres (BEN-AHARON et al., 2012). Essa morte de células estromais,
bem como os danos microvasculares, induzem hipoxia tecidual, o que pode contribuir para
a perda indireta tardia de foliculos ovarianos.

ADOX liga-se ao DNA e provoca a quebra das cadeias, interferindo nos processos de
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replicacao e transcricdo (MOBARAKI et al., 2017). Seu efeito toxico também esta associado
a producéo de radicais livres e danos as membranas celulares e proteinas, gerando uma
resposta para a apoptose celular. No entanto, devido a sua alta toxicidade, ndo apenas as
células cancerosas sdo afetadas, mas também as células saudaveis do organismo, o que
justifica os efeitos colaterais dos tratamentos contra o cancer, bem como a toxicidade ao
sistema reprodutivo. Estudos recentes mostraram que o tecido ovariano criopreservado
de mulheres jovens submetidas a quimioterapia, apresentou muitos foliculos atrésicos e
apds o cultivo in vitro desse mesmo tecido, observou-se uma diminuicdo na producédo de
estradiol e progesterona (PAMPANINI et al., 2019). O mecanismo geral de agdo da DOX
esta representado na Figura 3.

Figura 3: ADOX leva a formagao de ERO, peroxidacgao lipidica, dano ao DNA e as mitocondrias,
desbalanco do calcio e indugéo de vias apoptoticas. A concentragéo citoplasmatica e mitocondrial
de célcio aumenta, levando a edema celular. Aumenta expresséo de proteinas pro-apoptoticas;
desencadeia o efluxo de Cyt-C e desencadeia a ativagdo de caspases. Além disso, os ROS gerados
disparam a ativagéo de caspases e induz a apoptose. A DOX bloqueia a sintese de DNA. DOX:
doxorrubicina, ERO: espécies reativas de oxigénio, Cyt-C: citocromo ¢, Ca*?: ions célcio citoplasmatico.
Fonte: Elaborada pelos autores. Criada com biorender.com

41 PRODUTOS NATURAIS COM POTENCIAL DE PROTECAO A QUIMIOTERAPIA

Produtos naturais estédo sendo testados com o objetivo de proteger sistemicamente
durante ou ap6s o tratamento quimioterapico em machos e fémeas. A exemplo de trés
produtos (1,8-cineol, 6leo essencial de Artemisia herba alba; exopolissacarideo, obtido de
estreptomicetos marinhos e acido elagico) que foram testados com o objetivo de analisar
seus efeitos hepatoprotetores e cardioprotetores em ratos machos induzidos a quimioterapia
com ciclofosfamida (ABDALLAH et al., 2019). O pré-tratamento desses animais com todas
as substancias melhorou as anormalidades de eletrocardiograma, diminuiu os marcadores
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séricos de hepatotoxicidade e cardiotoxicidade, preveniu o estresse oxidativo e a apoptose
celular.

Os produtos naturais possuem uma ampla variedade de antioxidantes e outros
compostos bioativos, como &cidos fendlicos, lignanas, estilbenos, taninos e flavonoides
(AMAROWICZ; PEGG, 2019). Lins et al., (2020) avaliaram os efeitos do pré-tratamento
com o antioxidante rutina e sua influéncia ap6s inducdo da quimioterapia com cisplatina
em camundongos fémeas. Os resultados promissores demonstraram que a substancia foi
capaz de aumentar o numero de foliculos morfologicamente normais e diminuir as taxas
de apoptose. Além disso, a administracdo de antioxidantes presentes na polpa de acai
(Euterpe oleracea) diminuiu as vias pré-inflamatérias e sinalizacdo apoptotica em ovarios
de camundongos fémeas em idade mais avancada (KATZ-JAFFE et al. 2020).

Um estudo realizado com a Foeniculum vulgare (erva-doce) conclui que o extrato
vegetal foi capaz proteger o ovario dos efeitos colaterais da ciclofosfamida, apresentando
um aumento nos niveis séricos de hormdnios e evidenciou o seu efeito protetor contra os
efeitos do antineoplasico no ovario de camundongos (AZAM et al., 2017). Os resultados
mostraram que o peso, volume e didmetro ovariano reduziu significativamente nos grupos
tratados com ciclofosfamida, mas aumentou apés o tratamento dos camundongos com
extrato de erva-doce. Além disso, o extrato auxiliou no aumento do numero de foliculos
normais. Recentemente, demonstrou-se que o extrato de Nasturtium officinale (agrido) teve
efeitos protetores em ovarios de ratas tratadas por 21 dias e induzidas a quimioterapia
com DOX. O extrato auxiliou na funcdo ovariana por meio da regulagdo hormonal e
proliferacao celular, além de ter mostrado efeitos protetores na peroxidacgéo lipidica (RAD
et al., 2021). Um estudo em ratas induzidas a quimioterapia com DOX e tratadas com
quercetina ou vitamina E mostrou melhoras nos parametros morfoldégicos e hormonais
nos (SAMARE-NAJAF; ZAL; SAFARI, 2020). Houve diminuicdo de alteragbes patologicas
(erupcé@o cuténea, atrofia, hemorragia e ascite) além disso quercetina e vitamina E foram
capazes de promover o ganho de peso nos animais enquanto DOX diminuiu, assim
como a diminuicdo no nimero de foliculos atrésicos. Outro estudo analisou o potencial
antiinflamatorio e antiapoptético do zingerone, uma substancia encontrada no gengibre, em
ovarios e Uteros de ratas induzidas a quimioterapia com cisplatina (KAYGUSUZOGLU et
al., 2018). Os resultados mostraram que a substancia manteve a arquitetura e integridade
histol6gica ovariana e uterina e reduziu os niveis de marcadores inflamatorios, também
inibiu a apoptose e reduziu os marcadores de dano oxidativo ao DNA.

Dentre os compostos naturais com potencial de aplicagéo na fisiologia reprodutiva
pode-se destacar a planta Actea racemosa (L.). O extrato dessa planta ja demonstrou
possuir acao terapéutica em mulheres e experimentagdes in vitro e in vivo. Através de um
estudo randomizado com mulheres saudaveis que estavam na pds-menopausa, constatou-
se que o uso diario de A. racemosa por 28 dias influenciou beneficamente a fungéo
endotelial, promovendo elasticidade vascular (FERNANDES et al., 2019).
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Os mecanismos de acdo do estrato de A. racemosa sdo controversos e
inconclusivos, uma vez que seu extrato bruto possui uma grande quantidade de compostos
com atividades diferentes. Assim, supde-se que as agdes terapéuticas atribuidas a esta
planta advém da interagdo sinérgica entre compostos, mas ainda ha necessidade de
producéo cientifica que aborde dados que comprovem os mecanismos de acédo dos seus
constituintes. Estudos in vitro mostraram que o 23-epi-26-desoxiacteina, um dos glicosideos
triterpénicos mais abundantes na A. racemosa, promoveu a biogénese mitocondrial em
células B-pancreaticas, prevenindo danos celulares oxidativos induzidos por metilglioxal
(espécie reativa de dicarbonil, relacionada a complicagées diabéticas) (SUH et al., 2017) e
protegeu os osteoblastos contra danos celulares induzidos por antimicina A (um inibidor do
transporte de elétrons mitocondrial) (CHOI, 2013). Em modelos experimentais de extresse
e ulcera géstrica em camundongos e ratos, autores descobriram os efeitos positivos de
A. racemosa (NADAOKA et al., 2012). Uma Unica administracéo oral em camundongos,
atenuou significativamente o0s niveis plasmaticos de corticosterona e aspartato
aminotransferase (o estresse causa aumento nos niveis plasmaticos desse horménio e
enzima, respectivamente); além de prevenir o desenvolvimento de Ulceras da mucosa
gastrica de ratos, independente da dose de extrato utilizada (200, 500 e 1000 mg/kg).
Também foi demonstrado a A. racemosa (3 e 6 ug/mL), em particular o acido isoferalico que
pode ser encontrado dentre os componentes do extrato, inibiram a producéo de citocinas
inflamatérias no sangue de voluntarios apds estimulacdo inflamatéria (SCHMID et al.,
2009). Além disso, estudos in vitro com células neurais e hepaticas cultivadas na presenga
do extrato de A. racemosa, preservou a integridade mitocondrial e os niveis de ATP e
impediu a formacao de ERO e morte celular (RABENAU et al., 2019).

Estudos clinicos tém sido conduzidos com administra¢éo de fitoterapicos a mulheres
em tratamento de cancer e os coloca como uma opcgao terapéutica ndo hormonal segura
para sobreviventes dessa doenca (RUAN et al., 2019). Em um estudo clinico testando os
efeitos da A. racemosa na sindrome da menopausa causada por analogo do horménio
liberador do horménio luteinizante (LHRH-a) no cancer de mama, indicou que o grupo que
recebeu LHRH-a associado a A. racemosa teve um indice menor de menopausa em relacéo
ao grupo que recebeu apenas o LHRH-a, no entanto ndo houve diferenca entre os grupos
em relagdo aos niveis hormonais e outras complicagdes ginecologicas (WANG et al., 2019).
Ademais, um estudo in vitro e in vivo identificou atividade antitumural sinergética entre
Cimicifuga dahurica, outra espécie do mesmo género, em combinagdo com a cisplatina.
Houve aumento da expressao de marcadores apoptoticos e redugéo do volume tumoral em
ratos (ZHANG et al., 2016) e inibiu o crescimento in vitro de células de cancer de mama
(EINBOND et al., 2004). Isto indica que espécies do género Cimicifuga ou Actaea podem
ndo sO possuir mecanismos protetivos, mas também acéo antitumoral em alguns casos.
Porém, os mecanismos controladores dos seus potenciais protetores e antitumorais ainda
néo estao elucidados.

A medicina voltada a promoc¢ao da saude e do bem-estar 4 Capitulo 11

124


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schmid+D&cauthor_id=19935904

Foi investigado os efeitos, seguranca e alvos do extrato de A. racemosa (7,14 mg/kg)
associado ou néo a vitamina C em ratas induzidas a SOP por hiperandrogenismo e tratadas
por 28 dias (AZOUZ et al., 2021). Efeitos benéficos foram exercidos pela A. racemosa no
status antioxidante, perfil hormonal, perfil lipidico, nivel de glicose, funcdes hepaticas e a
expressao de Ki-67 (um marcador de proliferacao celular) nas células da granulosa, células
da teca e células estromais. Notavelmente, a combinagédo de A. racemosa com vitamina
C néo foi apenas mais eficaz na reversao dos niveis desregulados de testosterona, LH e
expressao positiva do gene da aromatase (Cyp19a1l), enzima chave na biossintese de
esteroides. Além disso, o efeito do extrato da A. racemosa (60 mg/kg) foi avaliado por 28
dias em ratas induzidas a perimenopausa com GnRH-a (agonista do horménio liberador de
gonadotropina), um inibidor de estrogénio (CHEN et al., 2021). A deficiéncia de estrogénio
também €& capaz de acarretar outros distirbios reprodutivos, como a endometriose que
€ uma doenca dependente desse horménio; porém o uso prolongado de horménios para
o tratamento pode causar a recorréncia da doenca bem como danos a funcéo hepatica,
embolia venosa e cancer de mama. Assim, nesse estudo, a intervengédo com a A. racemosa
aliviou os sintomas da perimenopausa induzida, diminuindo a necessidade do tratamento
hormonal convencional.

Apesar das evidéncias promissoras, ha pouca investigacdo acerca da agédo do
extrato de A. racemosa levando em consideragao seus potenciais caracteristicas protetivas
sobre o sistema reprodutivo frente aos tratamentos quimioterapicos para o cancer. Um
estudo in vitro recente utilizando ovarios de camundongos mostrou que o extrato de A.
racemosa (5 ng/mL) adicionada ao meio de cultivo foi capaz de proteger o tecido ovariano
dos efeitos negativos da DOX, diminuindo a atresia folicular e auxiliando na manutencgéo
da densidade celular do estroma ovariano (DE ASSIS et al., 2022). Nesse estudo, houve
elevagdo da expressao de enzimas antioxidantes, além da diminuigcdo da apoptose.

51 CONCLUSAO

E importante enfatizar o potencial papel téxico de muitos desses produtos na fisiologia
reprodutiva. Em geral, ha uma baixa frequéncia de reacdes adversas, mas € importante a
investigacdo acerca da seguranca do uso deste medicamento sobre a fertilidade feminina
quando administrado no periodo reprodutivo, pois isso coloca em questdo discussbes
acerca da seguranca e toxicidade da utilizagdo de extratos vegetais na saude. Portanto, &
importante a investigacdo que visem entender o perfil farmacolégico de plantas medicinais,
0 que s6 vem a endossar a necessidade de estudos que fundamentem cientificamente essa

pratica.
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