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Resumo

COUSEN, Maria Isabel Schiavon. Metformina, fisetina e resveratrol: possiveis
protetores da reserva ovariana de camundongas expostas a ciclofosfamida.
2022. f. Dissertacédo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) - Programa de Pos-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

As células germinativas sofrem danos irreversiveis durante o tratamento com
drogas citotoxicas, como a ciclofosfamida (CYP). A sua utilizacdo reduz
drasticamente a fertilidade feminina, visto que este farmaco induz a um maior
recrutamento de foliculos quiescentes, antecipando a menopausa. A CYP
promove diversos danos celulares que favorecem a senescéncia celular. Este
trabalho € o primeiro estudo que avalia estratégias para prevenir a senescéncia
ovariana induzida pela CYP, através da administracdo de resveratrol (RES),
fisetina (FIS) e metformina (MET). Também € o primeiro experimento a elucidar
o efeito desses trés compostos com o intuito de preservar a reserva ovariana
em camundongos expostos a CYP. Foram utilizadas 60 fémeas C57BL/6 com
60 dias de vida, divididas em seis grupos experimentais, sendo um controle
(CTL) sem qualquer intervencdo, além de cinco grupos recebendo CYP.
Destes, um ndo recebeu nenhum tratamento adicional e os outros trés grupos
receberam tratamentos isolados com MET, FIS e RES enquanto o ultimo grupo
recebeu a combinacdo de FIS+RES. Esses animais foram eutanasiados apés
duas semanas e os ovarios foram coletados para analises. A reserva de
foliculos primordiais no grupo CYP foi significativamente menor (p<0.05) que no
grupo CTL. Nao observamos diferenca estatistica em relagcdo aos foliculos
totais. Embora a expressédo génica tenha refletido resultados inconclusivos,
observamos reducao significativa na expressao de pl6 no grupo combinacao
(FIS+ RES+CYP; p<0.05). Houve maior marcagao de lipofuscina no grupo CYP
que nos demais grupos (p<0.05). Portanto, observamos que a CYP causou
danos celulares que promoveram maior senescéncia nos ovarios do grupo que
recebeu somente CYP, demonstrando assim, que as intervencdes propostas
preveniram danos que resultariam na formacdo de células senescentes. A
reserva ovariana foi afetada pela CYP, no entanto, os tratamentos
apresentaram apenas efeito protetivo parcial.

Palavras-Chave: Ciclofosfamida; Envelhecimento ovariano; Resveratrol;
Fisetina; Metformina; Fertilidade.



Abstract

COUSEN, Maria Isabel Schiavon. Metformina, fisetina e resveratrol: possiveis
protetores da reserva ovariana de camundongas expostas a ciclofosfamida.
2022. f. Dissertation (Master's in Nutrition and Food) - Graduate Program in
Nutrition and Food, School of Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas,

2022.

Germ cells suffer irreversible damage during treatment with cytotoxic drugs
such as cyclophosphamide (CYP). Its use drastically reduces female fertility, as
this drug induces increased recruitment of quiescent follicles, anticipating
menopause. CYP promotes various cellular damages that favor cellular
senescence. This work is the first study evaluating strategies to prevent CYP-
induced ovarian senescence through the administration of resveratrol (RES),
fisetin (FIS) and metformin (MET). It is also the first experiment to elucidate the
effect of these three compounds in order to preserve ovarian reserve in CYP-
exposed mice. Sixty 60-day-old C57BL/6 females were used and divided into
six experimental groups, one control (CTL) without any intervention, and five
groups receiving CYP. Of these, one received no additional treatment and the
other three groups received treatments with MET, FIS and RES alone while the
last group received the combination of FIS+RES. These animals were
euthanized after two weeks and the ovaries were collected for analysis. The
primordial follicle reserve in the CYP group was significantly lower (p<0.05) than
in the CTL group. We observed no statistical difference with respect to total
follicles. Although gene expression reflected inconclusive results, we observed
significant reduction in pl6 expression in the combination group (FIS+
RES+CYP; p=<0.05). There was higher lipofuscin labeling in the CYP group than
in the other groups (p<0.05). Therefore, we observed that CYP caused cellular
damage that promoted greater senescence in the ovaries of the group that
received CYP alone, thus demonstrating that the proposed interventions
prevented damage that would result in the formation of senescent cells. Ovarian
reserve was affected by CYP, however, the treatments showed only partial
protective effect.

Keywords: Cyclophosphamide; Ovarian Aging; Resveratrol; Fisetin; Metformin;
Fertility
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1 INTRODUCAO

A reserva ovariana é composta por foliculos primordiais em um estado
de quiescéncia, que em mulheres é formada durante o periodo intrauterino, e
em camundongos apos o nascimento (FADDY, 2000; TE VELDE et al., 1998).
Uma vez ativada a reserva folicular, inevitavelmente, € depletada com o
envelhecimento natural, conduzindo a menopausa que ocorre, normalmente,
proximo aos 50 anos de idade em mulheres. A insuficiéncia ovariana prematura
(IOP) € um processo precoce de esgotamento dos foliculos ovarianos antes
dos 40 anos de idade (WELT, 2008), tal pode decorrer de fatores como: uso de
drogas citotoxicas, acumulo de espécies reativas ao oxigénio, inflamacéo,
radiacdo (LINDAHL; BARNES, 2000). Sabe-se que ambas as condicoes, IOP e
menopausa, favorecem desfechos negativos a saude feminina, entre eles:
osteoporose, diabetes mellitos tipo 2, atrofia urogenital, doencas
neurodegenerativas e o maior risco cardiovascular (MATTHEWS et al., 2009;
PODFIGURNA-STOPA et al., 2016). Visto a tendéncia feminina de postergar a
gestacdo para idades mais avancadas; estratégias que preservem e
mantenham uma adequada fun¢éo ovariana sado fundamentais.

A ciclofosfamida (CYP) é um agente alquilante, normalmente utilizado
para o tratamento de diversos tipos de cancer e doencas autoimunes. Os
metabolitos desse farmaco atuam de forma a impedir a replicacdo do DNA,
promovem: disfuncdo mitocondrial, aumento de espécies reativas ao oxigénio
(EROQO'’s) e reducédo da protecdo contra danos oxidativos (ALFARHAN; JAFARI;
NARAYANAN, 2020), facilitando assim a morte celular, sendo positivo ao
tratamento de neoplasias (MADDEN; KEATING, 2014; ZHANG, JING et al.,
2005). Esses fatores conduzem a danos nas estruturas foliculares, que além de
promover o aumento de danos aos odcitos, também favorece envelhecimento
ovariano através da senescéncia, esses fatores podem diminuir a fertilidade
ocasionando abortos ou méa formacgao embrionaria. A CYP, inclusive, promove
um ambiente deletério a sobrevivéncia das células da granulosa, as quais, em
estagios foliculares de crescimento, sdo responsaveis pela producdo do
horménio anti-mulleriano (AMH), o qual quando elevado, mantém o
represamento da quiescéncia folicular, preservando a reserva ovariana. Além
disso, estudos in-vivo e in-vitro em camundongos e humanos demonstram que
a CYP pode induzir a IOP (ATHIRA et al.,, 2020; OKTEM; OKTAY, 2007;
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XIONG et al, 2017). A CYP estimula a hiperativacdo das vias
PISK/AKT/mTOR, responséaveis pela sinalizacao de ativacdo do crescimento de
foliculos quiescentes (KALICH-PHILOSOPH et al., 2013; ZHOU et al., 2017).
Conduzindo, portanto, a ativacdo global dos foliculos primordiais, inclusive,
seguido ao crescimento folicular ocorre a atresia, devido ao ambiente deletério
proporcionado pelo farmaco (CHEN, X. Y. et al., 2016; KALICH-PHILOSOPH
et al., 2013; ZHOU et al., 2017).

Atualmente durante tratamentos gonadotdxicos sdo utilizadas técnicas
gue preservam meios para a reproducdo da mulher, como: a criopreservacao
dos odcitos, embrido ou do tecido ovariano (HOLZ et al., 2005; JHANWAR-
UNIYAL et al., 2015). Técnicas essas que ndo impedem a infertilidade do
individuo e que dependem da idade e status de saude da paciente, bem como
do risco oferecido pela dose administrada (MADDEN; KEATING, 2014; OKTAY
et al., 2015). Além disso, ndo ha garantias contra a reinsercdo de células
cancerosas no transplante do tecido ovariano (BAI; JIANG, 2010). Sendo assim
necessarias alternativas que preservem a atividade ovariana enquanto a
mulher, independentemente da idade ou estado de salde, estiver exposta a
drogas gonadotoxicas como a CYP.

O resveratrol (RES), assim como a fisetina (FIS) s&@o polifendis
reconhecidos por suas propriedades antioxidantes, quimio preventivas,
antienvelhecimento e anti-inflamatérias (BHATTACHARYA; DARJATMOKO;
POLANS, 2011; KASHYAP et al., 2018; LIU, S. et al., 2018; NIE, Z. et al.,
2020; YOUSEFZADEH et al., 2018). Estudos descrevem a capacidade do RES
elevar o nivel de Sirtuina-1 (Sirt-1), uma enzima responsavel pela biogénese
mitocondrial, protecdo ao DNA e contra agentes oxidantes (LIU, S. et al., 2018;
ORTEGA; DULEBA, 2015; WU et al., 2019). Sdo escassos 0s estudos em
relacdo ao uso de RES associado a CYP, no entanto, o relato mais recente in
vivo com camundongos demonstra que a utilizacdo de doses de 30 mg/kg
induz maiores niveis de Sirt-1 e de AMH (WU et al., 2019), bem como melhor
morfologia ovariana do que quando comparado aos animais que recebem CYP.
No que tange a FIS, poucos estudos explanam seus efeitos na preservacéo da
fertilidade. No entanto, recentemente um estudo demonstrou que
camundongos expostos a CYP e tratados com FIS tiveram menor numero de

foliculos atrésicos e maiores niveis de proteina de AMH que o grupo somente
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com CYP (LIN, J. et al., 2020). Fatores estressores da integridade e saude
celular, como os antes mencionados proporcionados pelo uso de CYP,
promovem um tipo celular disfuncional denominado célula senescente que
apresenta como caracteristica resisténcia a apoptose, aumento de ERO’s e
liberacdo de um fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP)
(YOUSEFZADEH et al., 2018). Nesse contexto a FIS vem sendo reconhecida
como um flavonoide senolitico, pois possui propriedades capazes de atuar
reduzindo danos oxidativos, induzindo o aumento da resposta antioxidante
celular (GRYNKIEWICZ; DEMCHUK, 2019; YOUSEFZADEH et al., 2018) e em
alguns estudos demonstra atuar reduzindo a sinalizacdo na via mTOR (JUNG,
C. H. et al,, 2013; SYED et al., 2013). Sendo, portanto, interessante melhor
elucidacdo desses compostos na preservacao da funcdo ovariana e protecéo
contra a senescéncia induzida por CYP.

Além do RES e FIS, estudos indicam a metformina, um farmaco
hipoglicemiante, como uma droga capaz de atuar contra danos ao DNA,
reduzindo o envelhecimento tecidual e capaz de favorecer a reserva ovariana
de mulheres e camundongos com sindrome dos ovarios policisticos
(ANISIMOV et al.,, 2008; CHEN, Q. et al.,, 2017; NASERI; KHAZAEI;
KHAZAEI, 2021; SAM; EHRMANN, 2017). Além disso, um estudo de revisdo
demonstra que a MET pd&de inibir em diversos modelos animais a via mTOR e
reduzir as vias PI3K e AKT (LU et al., 2021), o que pode promover preservacao
da reserva ovariana e reducao da senescéncia.

Em nosso estudo utilizamos a técnica de marcacao lipofuscina com
sudan black para mensurar a senescéncia celular. A lipofuscina consiste
basicamente em um agregado de proteinas oxidadas que se acumulam com o
envelhecimento (GEORGAKOPOULOU et al.,, 2013; JUNG, T.; BADER;
GRUNE, 2007). Essa técnica possui sensibilidade igual, sendo superior a
coloragdo com [-galactosidase, medidor classico da senescéncia celular
(GEORGAKOPOULOU et al., 2013; KURZ et al., 2000). Conforme ocorre o
envelhecimento, € descrito que 0s animais aumentam a deposicdo de
lipofuscina nos ovarios, com o0s niveis de lipofuscina praticamente dobrando
entre os 3 e 12 meses de idade em camundongos (ANSERE et al., 2021).

Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da administracdo

isolada e combinada de substancias antioxidantes e reconhecidas como
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bloqueadoras das vias de crescimento folicular PISK/AKT/mMTOR em
camundongos fémeas expostos a substancia indutora da falha ovariana

prematura (ciclofosfamida).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Reservaovariana

A reserva ovariana, formada durante a vida intrauterina em mulheres
(FADDY, 2000) e em camundongos ap0s ao nascimento, € caracterizada por
foliculos primordiais (FP) em um estado de dorméncia (TE VELDE et al., 1998).
Sob diferentes estimulos hormonais e outros ainda n&o totalmente
estabelecidos, ocorre o recrutamento dos FP e o conseguinte desenvolvimento
a foliculos primarios, secundarios e antrais (ZHANG, D. et al., 2015), até que
ocorra a ovulacdo. Os FP sdo odcitos circundados por células pré-granulosas
as quais sao achatadas (PETERS, 1969). Quanto aos foliculos em transicao,
sdo odcitos circundados por células pavimentosas e cubicas da granulosa, seu
crescimento resulta nos foliculos primarios, aos quais caracterizados por um
oo0cito e uma camada cuboide de células granulosas, o0 préoximo estagio de
crescimento é o de foliculo secundario, que se configura como aquele
circundado por mais de uma camada de células da granulosa cubicas, sem o
antro (cavidade) visivel. O foliculo terciario apresenta espaco antral que é
definido e preenchido pelo liquido folicular, assim como, apresenta cumulus
oophorus em torno do odcito, um agrupamento celular que forma uma estrutura
semelhante um célice (CHEN, Z. et al.,, 2015). A Figura 1 demonstra as

caracteristicas de cada foliculo descritas acima.

. o 4 & NS
v o y 28y ,
™ "s s , R RRT

Foliculo Primordial Foliculo Transi¢ao Foliculo Primario Foliculo Secundario Foliculo Terciario

Figura 1. Imagens histolégicas de cada estagio folicular. O - Odcito, ON - Nucleos de
odocitos, GC - Células da granulosa, TC - Células da teca, A - Antro, CO- Cumulus oophorus.

Fonte: Préprio autor.

2.2 Recrutamento folicular
O processo de ativacao folicular pode ser influenciado por diversas vias

bioquimicas, representado objetivamente na Figura 2. Estudos apoiam a
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participacdo de fatores de crescimento, como, o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I), a insulina e o hormdnio do crescimento (GH),
como fundamentais a funcdo ovariana (CHANDRASHEKAR; ZACZEK;
BARTKE, 2004). No odécito as vias da fosfotidilinositol-3-quinase
(PI3K)/proteina quinase B (AKT) e o seu efetor o fator de transcricdo Forkhead
Box da classe O3a (FOXO3a) (KALICH-PHILOSOPH et al., 2013; LIU et al.,
2006; SACCON et al., 2017) sao reguladores da ativacédo dos FP e do tempo
de vida reprodutiva das fémeas (Figura 2). A hiperativacdo das vias PISK/AKT
culmina na hiper fosforilacdo da FOXO3a, fazendo com que a mesma seja
transportada do ndcleo para o citoplasma, havendo assim a inibicdo da sua
fungéo transcricional, culminando na hiperativagdo dos FP (CASTRILLON et
al., 2003; PELOSI et al., 2013) processo que conduz ao esgotamento precoce
da reserva ovariana (KALICH-PHILOSOPH et al., 2013; ZHENG et al., 2012).

A PISK é uma fosfatase lipidica que converte fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (CANTLEY, 2002).
A conversao em PIP3 resulta na ativacdo da proteina quinase dependente de
fosfoinositideo 1 (PDK1), que ativa a fosforilagdo da AKT, resultando na
translocacdo de outras proteinas que estimulam o crescimento folicular
(ADHIKARI; LIU, 2009; REDDY et al., 2009). A fosfatase homologa a tensina
(PTEN) é um regulador negativo da via PI3K (LEE et al., 2016) (Figura 2).
Camundongos com delecdo do gene PTEN demonstraram um aumento da
atividade das vias PI3K/AKT, que culminou na ativacdo exacerbada de FP e
esgotamento precoce da reserva folicular (REDDY et al.,, 2008). O mesmo
ocorreu em camundongos deficientes em PDK1 (REDDY et al, 2009).
Demonstrando assim, a relevancia dessas vias na preservacao da dorméncia e
recrutamento do crescimento folicular. Ainda ndo €é completamente
estabelecido na literatura todos os fatores responsaveis pela quiescéncia e
desenvolvimento folicular. Sabe-se que, no entanto, proteinas como o alvo
mamifero da rapamicina (MTOR) apresenta atividade moduladora do processo
de crescimento folicular e envelhecimento ovariano (Figura 2).

A mTOR atua no processo de ativacao folicular e quando suprimida, na
preservacao da dorméncia oocitaria (ADHIKARI et al., 2010). A atividade dessa

proteina € modulada negativamente pelo complexo molecular proteico:
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complexo 1 da esclerose tuberosa (TSC1 ou hamartina) e TSC2 (ou tuberina)
(ADHIKARI et al., 2010).

GHRKO
df/df
Metformina

Insulin

FoxO saf do nucleo e
% ativa os foliculos dormentes

Rapamicina TO M 'I’
3 i i Anti-Oxidantes
Foxo Anti-Apoptose

L,

____

Oocito de foliculo primordial

Figura 2. Vias de sinalizacdo da ativacdo folicular. Demonstra as vias conhecidas por
desencadear o recrutamento de um foliculo primordial, em laranja o nucleo, e em azul as
células achatadas da granulosa. Animais nocaute para o hormdnio do crescimento (GHRKO) e
animais andes deficientes na producdo do profeta da pituitaria 1 (df/df); restricdo calérica (CR);
fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1); fosfoinositideo-3-quinase (Pi3k); proteina
B quinase (Akt); fator de transcricdo forkhead box (Foxo); alvo mecanicista da rapamicina
(mTOR); receptor KIT e ligante KIT.

Modelos experimentais demonstram que o complexo 1 da mTOR é
regulado negativamente pelo TSC1 (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL,
2006), sendo fundamental para a diferenciacdo das células somaticas da
granulosa, processo que conduz a ativacdo dos FP (LIU, J. et al.,, 2018;
ZHANG, H. et al., 2014). Estudo comparativo entre camundongos com delecéo
do gene Rptor (proteina associada a regulacdo de MTOR, complexo 1) e
normais, demonstram que esse processo mediado por mTORC1 eleva a
expressado do ligante KIT (KITL) dentro das células granulosa, ao qual se liga
ao KIT da superficie do od0cito, resultando na ativacdo da cascata de
sinalizacdo de PI3K/AKT (ZHANG, H. et al., 2014). A literatura também indica
que o complexo 2 da mTOR estaria mais relacionado ao desenvolvimento de
o0citos que ja estdo em fase de crescimento folicular (CHEN, Z. et al., 2015). A

MTORCL1 ativa a p70 ribossomal S6 quinase (S6K1) e a proteina-1 de ligagédo
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ao fator de iniciacdo eucaridtica 4E (4E-BP1), responsaveis por sinalizar o
crescimento, desenvolvimento e translocacédo de outras proteinas (HOLZ et al.,
2005; JHANWAR-UNIYAL et al., 2015) enquanto a mTORC2 demonstra ativar
a mMTORC1 através da regulacdo da via AKT, fosforilando a mesma na serina
473 (BAI; JIANG, 2010).

A delecdo do gene TSC1 nas células da granulosa de foliculos
primordiais (ZHANG, H. et al., 2014) bem como, em outros estagios foliculares
mais avancados (ADHIKARI et al., 2010) resulta em exacerbacdo da mTORC1
e consequente ativacdo global dos FP, conduzindo a exaustéao folicular ja no
inicio da idade adulta, ocasionando IOP (ADHIKARI et al.,, 2010). Por outra
perspectiva, animais nocautes para mTORC2 apresentam IOP, devido ao
aumento do processo apoptético que decorre da diminuicdo da p-FOXO3a, p-
AKT e consequente aumento da fosforilacdo de proteinas apoptoéticas (CHEN,
Z. et al., 2015). Portanto, embasado na literatura disponivel observa-se que
ambos complexos da mMTOR sdo determinantes para a quiescéncia,

desenvolvimento e sobrevivéncia dos foliculos ovarianos.

2.3 Envelhecimento ovariano

A maioria dos foliculos recrutados sofrem atresia, pois haverd um
foliculo (monoovulatoério) ou mais (poliovulatério) dominante a cada ciclo que ira
ovular a depender da espécie (ZHANG, D. et al., 2015). A deplecdo da reserva
ovariana ocorre conforme o avanc¢o do envelhecimento resultando o comeco da
menopausa, que ocorre de maneira fisiologica em torno dos 50 anos de idade
nas mulheres, enquanto que em camundongos o envelhecimento apenas
conduz a reducdo progressiva da reserva folicular sem uma transicao clara
para a menopausa na maioria das linhagens (FADDY et al., 1992). Tanto a
menopausa, quanto a IOP sdo fatores de risco para osteoporose, atrofia
urogenital, doencas neurodegenerativas e 0 maior risco cardiovascular
(MATTHEWS et al.,, 2009; PODFIGURNA-STOPA et al., 2016). Fatores
ambientais como drogas citotoxicas, radiacdo (KERR et al., 2012) e enddgenos
como ERO’s e inflamagéo (KERR et al., 2012), s&do condi¢gdes que precipitam o
envelhecimento ovariano (LOPEZ; LUDERER, 2004; OKTAY et al.,, 2015).
Danos endbégenos e exdgenos impostos ao organismo ao longo da vida

reprodutiva expdem o0s o00citos e células da granulosa a danos de DNA e



20

reduzem a atuacdo de mecanismos capazes de recupera-los (CHEN, X. Y. et
al., 2016; HANNA et al., 2012; OKTAY et al., 2014; TITUS et al., 2013). O
envelhecimento natural também est4 associado com a reducao do potencial de
corrigir danos de DNA, ficando os odcitos sujeitos ao acumulo desses danos
(WINSHIP et al., 2018).

Sabe-se que o0 estado das células da granulosa estad intimamente
relacionado com o adequado crescimento, desenvolvimento folicular e
competéncia oocitaria (OKTAY et al., 2014; WINSHIP et al.,, 2018).
Metabolicamente as células da granulosa apresentam elevado grau de divisbes
mitéticas (OKTAY et al., 2014) o que gera um ambiente rico em ERO’s
(PANDEY et al.,, 2010; PRASAD et al.,, 2016), que sao neutralizadas por
mecanismos de defesa (DEVINE; PERREAULT; LUDERER, 2012). As ERO’s
sdo produzidas principalmente pela cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial a partir da reducdo molecular incompleta do oxigénio, o que gera
os radicais livres: superédxido (Oz), peréxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxila (OHe¢) (KHAN, S. N. et al., 2016). A producdo desregulada desses
radicais promove seu acumulo (HOSNI; BASTU, 2012), que quando n&o
neutralizados, contribuem para a progressao do envelhecimento ovariano (WU
et al., 2019) e reducdo do maquinario antioxidante (GOUD et al., 2014). As
ERO's propiciam instabilidade genbmica por ocasionar perturbacdo
mitocondrial e danos ao DNA, como trocas de pares de base (pb), bem como
quebras de dupla fita (DSB’s) (HOSNI; BASTU, 2012). Essa alteracdes
resultam em atresia folicular e disfuncéo ovariana (GOUD et al., 2014; WU et
al., 2019). O processo de atresia folicular decorre tanto por danos nao
recuperados nas células da granulosa, quanto nos odcitos (CHEN, X. Y. et al.,
2016; ELKADY et al., 2019). O estresse oxidativo também reduz a qualidade
oocitaria por induzir destruicdo das estruturas de emparelhamento do fuso
meiotico (JEELANI et al., 2017), favorecer o envelhecimento precoce do odcito
(CHEN, X. Y. et al., 2016), também sendo observado alteragbes no
alinhamento cromossomal (KHAN, S. N. et al., 2016). In vitro, a maior presencga
de ERO’s no liquido folicular foi associada a menores taxas de fertilizagédo
oocitaria e menor qualidade dos embrides em humanos (AGARWAL; GUPTA;
SHARMA, 2005; DAS et al., 2006) também descrito em camundongos (SHI et

al., 2016). Tais achados demonstram que 0 estresse oxidativo, assim como
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outros agentes enddgenos e/ou exdgenos podem comprometer a fertilidade
feminina.

Os danos promovidos a integridade celular e do DNA ao longo da vida,
favorecem a formacao de células senescentes (KIRKLAND; TCHKONIA, 2020).
Esse tipo celular, embora defeituoso, € resistente a apoptose e apresenta
mecanismos de autodefesa que as protegem contra seu fendtipo secretor
associado a senescéncia inflamatoria (SASP) (KIRKLAND; TCHKONIA, 2020;
TCHKONIA et al., 2007), processo que afeta as células vizinhas, gerando
disfuncdo celular, desordem metabdlica, processos que de modo geral
aceleram o envelhecimento celular (KIRKLAND; TCHKONIA, 2020;
TRAYSSAC; HANNUN; OBEID, 2018). O SASP estimula um quadro
inflamatério pelo aumento de interleucinas e citocinas proé-inflamatorias
(TCHKONIA et al., 2007; TRAYSSAC et al., 2018; XU et al., 2015). Sabe-se
gque o aumento da inflamacdo no ovério, conduz a ativacdo dos foliculos
primordiais (BROMFIELD; SHELDON, 2013). Antioxidantes, potencialmente
senoliticos, como o RES e a FIS apresentam efeito protetor ao organismo por
atuarem inibindo os mecanismos de bloqueio da apoptose dessas células
senescentes (LIU, S. et al., 2018; RUSSO et al., 2020; YOUSEFZADEH et al.,
2018). Tais dados nos demonstram a relevancia de melhor elucidagéo dessas
substancias para a fertilidade e a importancia de investigar a formacgéo de
células senescentes no ovario e sua relacdo com aspectos quantitativos e

qualitativos da reserva ovariana e tratamentos com CYP.

2.4 Agente gonadotoxico

A CYP é um agente alquilante, comumente utilizado no tratamento de
canceres de mama, ovario, cancer 6sseo, cancer infantil, linfomas Hodkins e
nao Hodgkins, leucemia crbnica, em doengas autoimunes e como um agente
imunossupressor no transplante de 6rgaos (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009;
MOORE, 1991; SPEARS et al., 2019). Ela € metabolicamente inativa na sua
forma intacta, ndo apresentando desta maneira citotoxicidade (BOYD et al.,
1986). O processo de metabolizacdo e ativagcdo da CYP ocorre principalmente
no figado pelo citocromo P-450 (MOORE, 1991). Dentro das células hepaticas
a forma ativa 4-hidroxiciclofosfamida e seu tautémero, aldofosfamida coexistem

em equilibrio, sendo facilmente difundidos pela circulacdo (BOYD et al., 1986;
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MOORE, 1991). Nos ensaios dificilmente é possivel distingui-los, por esse
motivo trata-se das duas formas com a denominacdo 4-hidroxiciclofosfamida
(4-HC). Ambos compostos circulam até serem captados pelas células alvo, por
transporte passivo ou ativo por meio das glicoproteinas-P (GE et al., 2013). Por
ser um composto instavel, a 4-hidroxiciclofosfamida sofre transformacéao
espontanea no citosol das células quando internalizada através do
procedimento de [-eliminacdo, produzindo os metabdlitos acroleina e
fosforamida mostarda (LUDEMAN, 1999). Ambos metabdlitos atuam de forma
a impedir a replicacdo do DNA (ZHANG, J. et al., 2005) e promover disfuncéo
mitocondrial (O'TOOLE et al., 2009), facilitando o processo de morte celular
(ZHANG, JING et al., 2005), o que é favoravel ao tratamento de neoplasias
(MADDEN; KEATING, 2014; SPEARS et al., 2019).

A acroleina, também presente na fumaca do cigarro e na gordura
gueimada, € considerada o metabdlito mais téxico da CYP (JEELANI et al.,
2017; MOORE, 1991). Essa apresenta a capacidade de gerar ERO’s
(ALFARHAN et al., 2020), diferentemente da fosforamida mostarda (PATEL;
BLOCK; HOOD, 1984). E descrito, inclusive, que a acroleina se conjuga com a
glutationa induzindo-a ser eliminada na urina (ALARCON, 1976; MOGHE et
al., 2015). A glutationa é uma enzima, responsavel por inumeras fungdes, tais
como oxidacdo-reducdo, sinalizacdo de vias apoptéticas e inativacdo de
radicais livres (DEVINE et al., 2012; KHAN, S. N. et al., 2016), regulando
também a reparacdo do DNA (HOSNI; BASTU, 2012). Modelos experimentais
expostos a CYP demonstram reducdo significativa dos niveis de
glutationa(ALFARHAN et al., 2020; MOGHE et al., 2015). Sendo assim,
depreende-se que a menor disponibilidade da glutationa no organismo
resultaria em menor reparo de danos oxidativos.

Agentes alquilantes sdo gonadotéxicos, proporcionam o aumento da
producdo de ERQO’s, bem como promovem DSB’s, trocas de fragmentos de
DNA (crosslinks), que podem acarretar em apoptose, conduzindo a um estado
severo de deplecdo da reserva folicular ovariana (CHEN, X. Y. et al., 2016;
CROOK; SOUHAMI; MCLEAN, 1986; JEELANI et al., 2017; KALICH-
PHILOSOPH et al., 2013; OKTEM; OKTAY, 2007). A CYP foi um dos primeiros
farmacos, majoritariamente quimioterapico, a ser associado com um estado de

amenorreia, IOP e disfuncdo ovariana, de modo geral (ADHIKARI et al., 2009;
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ADHIKARI; LIU, 2009; REDDY et al., 2008). Uma unica dose de CYP € capaz
de reduzir o potencial antioxidante, elevando o estresse oxidativo nos ovarios
pela maior geragdo de ERO’s e malondialdeido (MDA) (ATHIRA et al., 2020;
MOGHE et al.,, 2015), gerando um ambiente desfavoravel a qualidade e
sobrevivéncia folicular.

Estudos em camundongos indicam que um dos mecanismos que
tornam a CYP deletéria a fertilidade decorre do estimulo de hiperativacdo nas
vias PISK/AKT/mTOR (CHEN, X. Y. et al., 2016; KALICH-PHILOSOPH et al.,
2013; ZHOU et al., 2017), conduzindo a ativacao global dos FP e consequente
crescimento e atresia folicular. Por apresentarem elevado grau de divisdo
celular durante o crescimento folicular, as células da granulosa acabam sendo
alvo de acdo da CYP (NIE, Z. et al., 2020) e sofrendo apoptose (CHEN, X. Y. et
al., 2016; DEVINE et al., 2012). Tal quadro poderia justificar a maior apoptose
observada nos foliculos em desenvolvimento (CHEN, X. Y. et al.,, 2016). A
morte das células da granulosa reduz a producédo do horménio antimuleriano
(AMH) que, quando elevado, inibe fatores de crescimento foliculares mantendo-
0s em quiescéncia (LIU, J. et al., 2018; REDDY et al., 2009). N&do obstante,
apos a administracdo de CYP houve reducdo de 50% na incidéncia de
gestacdes em camundongos (KALICH-PHILOSOPH et al., 2013), indicando o
potencial lesivo da droga para a fertilidade em longo prazo.

2.5 Tratamentos para prevencao de danos areserva ovariana

2.5.1 Resveratrol

O resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) (RES) € um polifenol com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antienvelhecimento e quimio
preventivas (BHATTACHARYA et al., 2011; KUNDU; SURH, 2004; WANG et
al., 2014). Estudos demonstram o potencial deste na modulagdo de vias
inflamatorias, controlando os efeitos indesejados do estresse oxidativo
(RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006), que se encontra aumentado com a
administracdo de CYP (JEELANI et al.,, 2017). Além disso, o RES é
considerado um mimético da restricdo calérica (LUDEMAN, 1999). Em
determinados modelos animais aumenta a longevidade (HUANG, C.-C. et al.,
2021; LUDEMAN, 1999; NIE, ZHAOYAN et al., 2021), possivelmente por
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favorecer a inibicdo da via PI3K/ AKT (CHEN, J. H. et al., 2004; LUDEMAN,
1999), assim como, atuar em vias envolvidas com a biogénese mitocondrial
(SECOMANDI et al., 2022) e estabilidade do DNA (HANNA et al., 2012). Sabe-
se que esse polifenol estimula a ativacdo da Sirt-1 (HANNA et al., 2012; WU
et al.,, 2019), que € uma das proteinas que desempenha importante papel na
resposta ao estresse oxidativo (WU et al., 2019), reparo ao DNA
(MOUCHIROUD et al., 2010) e regulagédo do crescimento e desenvolvimento
folicular (KONG et al.,, 2011; WU et al.,, 2019). Estudo anterior em ratos
demonstra que o mRNA de Sirt-1 € expresso has células da granulosa
(MORITA et al.,, 2012), sendo a Sirt-1 descrita como protetora dos odcitos
contra o envelhecimento (KARNEWAR et al., 2018).

O tratamento com 30 mg/kg de RES durante 2 semanas em
camundongos submetidos a dois agentes alquilantes (120mg/kg CYP+
30mg/kg Bussulfano) promoveu recuperacdo da morfologia do ovario e
melhorou a capacidade de renovacédo das células tronco oogonais (WU et al.,
2019). In vitro, a administracdo de RES duas horas antes da exposi¢céo ao 4-
HC, molécula ativa da CYP, foi capaz de reduzir a apoptose, elevando a
expressdo de Sirt-1 e melhorando a morfologia das células da granulosa
(OKTAY et al., 2014). Estudo recente indica que ao associar RES com CYP ha
maiores niveis de AMH, consequentemente represamento da ativacdo dos
foliculos primordiais (TITUS et al., 2013). Baseado nesses relatos, observa-se
que o RES poderia ser utilizado como uma estratégia de preservacdo da
fertilidade.

2.5.2 Metformina

Efeitos semelhantes aos observados com o RES no que tange extensao
de vida e preservacdo da reserva ovariana, também sdo descritos com a
metformina (MET) (GOUD et al., 2014; KURZ et al., 2000; MOGHE et al.,
2015), um farmaco da classe das biguanidas utilizado para o tratamento de
diabetes mellitus tipo Il (SHI et al., 2016). Por reduzir a sinalizacéo de IGF-1 e
niveis de insulina (ANSERE et al., 2021), se demonstra favoravel a fertilidade
de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (SOP) (LIN, X. et al., 2020).
A MET é segura e bem tolerada pelo organismo (WELT, 2008). Sendo descrito,
inclusive, que a mesma pode melhorar a eficacia de tratamentos

quimioterapicos por aumentar o efeito antitumoral da terapia (OKTEM; OKTAY,
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2007; WELT, 2008). Este fato pode ser associado ao potencial antiproliferativo
da MET (ANSERE et al., 2021), visto que a mesma promove a inibicdo da via
MTOR (KALENDER et al.,, 2010; LUDEMAN, 1999). Regulando mecanismos
de autofagia celular relacionando-se com a inibicdo da PI3K e mTOR (LU et al.,
2021). E descrito que a MET é capaz de inibir o estresse oxidativo, por reduzir
a sinalizacédo de vias inflamatérias (MOGHE et al., 2015), assim como, por
elevar a expresséo de Sirt-1 (MYERS et al., 2004). Desta maneira, atuando
contra danos ao DNA (YOUSEFZADEH et al., 2018) e envelhecimento celular
(GRYNKIEWICZ; DEMCHUK, 2019; LU etal., 2021).

A maioria dos estudos avaliando a relacdo da MET com a fertilidade se
limitam a SOP (CUNHA; POVOA, 2021; NASERI et al., 2021) sendo escassos
na literatura relatos com uso isolado de MET (QIN, X. et al., 2019)
principalmente, em associacdo com a CYP (HUANG, C.-C. et al., 2021) Foi
observado em camundongos expostos durante seis meses a MET menor
fosforilacdo de proteina ribossomal fosforilada S6 (p-rpS6), componente da via
MTOR na sinalizagdo do crescimento folicular. Este fato foi associado a maior
presenca de foliculos primordiais e primarios nesse grupo (QIN, X. et al., 2019).
Recentemente foi demonstrado que o tratamento concomitante de MET e CYP,
promoveu atenuacao dos efeitos gonadotéxicos da CYP, reduziu apoptose das
células da granulosa, elevando os niveis de AMH, e o nimero de foliculos
primordiais (HUANG, C.-C. et al., 2021). Tais dados apontam para um
potencial método de prevenir os danos a fertilidade feminina durante um

tratamento gonadotéxico, sendo necessario melhor elucidagéo.

2.5.3 Fisetina

O flavonoide fisetina (FIS) (3,30,40,7-tetrahydroxyflavone) possui
propriedades quimio preventivas, antiproliferativas, antioxidantes e
antienvelhecimento (DAS et al., 2008; KHAN, N. et al., 2013; LIN, J. et al.,
2020; QIN, X. et al., 2019). Naturalmente encontrada em diversas frutas e
vegetais (MORITA et al., 2012), a FIS apresenta a capacidade de inibir as vias
PISK/AKT/mTOR (MARTIN-MONTALVO et al., 2013; NA et al., 2013), agindo
predominantemente na mTORC2 (MARTIN-MONTALVO et al., 2013), embora
alguns estudos demonstrem efeitos inibitérios da mesma na mTORC1 (ATHAR
et al., 2007). Os efeitos desse flavonoide na preservacao da fertilidade ainda

sdo pouco descritos na literatura. Em camundongos saudaveis a FIS néo
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promoveu vantagem na preservacdo da reserva ovariana e niveis de AMH,
guando comparada a outros inibidores de mTOR (NA et al., 2013). Porém em
camundongos expostos a CYP, o grupo tratado com a FIS demonstrou maior
protecdo contra atresia folicular, bem como, maior expressao de AMH (LIN, J.
et al., 2020). Havendo, portanto, a necessidade de maior elucidacéo dos efeitos

deste composto na fertilidade durante a utilizacao de CYP.
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3 OBJETIVO E HIPOTESE
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da fisetina, resveratrol e a metformina na manutencéo da
reserva ovariana e na protecdo das ceélulas ovarianas da senescéncia, em

camundongos expostos a um quimioterapico alquilante, ciclofosfamida.

3.2 Objetivo especifico
» Quantificar os foliculos nos diferentes grupos;
= Avaliar a expressdo génica de vias relacionadas com a
senescéncia e ativacdo do crescimento folicular;
= Avaliar a marcacdo de lipofuscina, estimando a ocorréncia de

senescéncia ovariana.

3.3 Hipobtese
O resveratrol, fisetina e metformina, tanto isolados, quanto combinados
protegerdo as células ovarianas de camundongos expostos a

ciclofosfamida.
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4 MATERIAIS E METODOS
O presente estudo foi aprovado no Comité de Etica em Experimentacio
Animal, sob o parecer nimero 031404-2020 (Anexo 1). Os animais foram
fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e
mantidos no Laboratério Experimental da Faculdade de Nutricdo da UFPel.
Foram utilizadas 60 fémeas da linhagem C57BL/6, mantidas em caixas com
as seguintes caracteristicas: medidas 65x25x15 cm, feita de prolipropileno
com tampa em arame galvanizado, com bebedouro em prolipropileno com
capacidade de 700 mL, rolha conica de borracha e bico de aco inoxidavel
reto. O assoalho foi coberto por maravalha. Foram alojadas quatro fémeas
por caixa. O ambiente tinha temperatura e umidade controladas em 22-24°C
e 40-60%, respectivamente, e ciclo de claro/escuro de 12 horas. Todos 0s

animais receberam racao e agua ad-libitum.

4.1 Manejo dos animais

Aos 60 dias de idade os animais foram divididos em 6 grupos, sendo dois
grupos controle (positivo e negativo). O grupo CTL (n=10) recebeu somente
substancia placebo, 60% Phosal 50 PG:30%PEG400:10% etanol via
gavagem, e agua Milli-Q® via i.p. O grupo CTL-CYP (n=10) recebeu
ciclofosfamida (75 mg/kg/i.p) e 60% Phosal 50 PG:30%PEG400:10% etanol
via gavagem. Os grupos tratamento receberam, 7 dias antes da Unica dose
de ciclofosfamida, a metformina, fisetina, resveratrol ou o composto de
fisetina com resveratrol, diariamente via gastrogavagem, e o tratamento foi
continuado por mais 7 dias apds a ciclofosfamida, totalizando 14 dias de
intervencdo. O grupo MET (n=10) recebeu ciclofosfamida i.p. (75mg/kg) +
metformina (100mg/kg), o grupo FIS (n=10) recebeu ciclofosfamida i.p.+
fisetina (100 mg/kg), o grupo RES (n=10) recebeu ciclofosfamida i.p.+
resveratrol (30mg/kg). O grupo COMB(n=10) recebeu ciclofosfamida i.p.
(75mg/kg) + uma combinacdo de fisetina (100 mg/kg) + resveratrol
(30mg/kg), esses compostos apresentam baixa solubilidade em meio
aquoso, diferentemente da metformina(DAS et al., 2008; KASHYAP et al.,
2018).

Ao término dos 14 dias, todos os animais foram eutanasiados apdés jejum de

4 horas, anestesiados por via inalatoria com isofluorano, para que apés
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fosse realizada a exsanguinacdo por puncdo cardiaca, seguida de
deslocamento cervical. O procedimento foi realizado em uma sala
especifica e isolada, localizada anexa ao local onde os animais foram
mantidos. Os camundongos foram dissecados e 0s ovarios coletados e
estocados: um ovario a — 80°C e outro em solucédo de paraformaldeido a
4% para analises histoldgicas.

Devido a Obitos ocorridos durante o periodo experimental, 0S grupos
ficaram com os seguintes quantitativos: CTL (n=7), CYP (n= 7), FIS (n=9),
RES (n=8), MET (n=9) e COMB (n=9). Considerando perdas e exclusdes de
valores aberrantes dentro do mesmo grupo, foram utilizados nas analises
de densidade folicular, marcacdo de lipofuscina e expressao génica 0s
valores representados na tabela abaixo:

Tabela 1. NUmero amostral por grupo avaliado:

Numero amostral por grupo avaliado

Anidlise
CTL CYP FIS RES MET comB
Densidade
folicular* 6 6 6 7 6 6
Expressdo génica** 6 5 7 6 7 7
Lipofuscina* 6 5 7 7 7 6

* Considerando perdas na técnica histolégica

** Exclusdes por valores aberrantes em comparacdo com animais do mesmo grupo.

4.2 Calculo do tamanho amostral

Para o célculo do tamanho amostral foi usado como base a referéncia de
(WU et al., 2019) onde o resveratrol reduziu de maneira significativa a acdo da
ciclofosfamida na ativacdo precoce de foliculos primordiais. Assim
considerando que o tratamento com resveratrol apresente um efeito
significativo e isso permita que possamos avaliar de maneira satisfatoria a
combinacéo dos diferentes tratamentos e seu efeito sobre a reserva ovariana
em camundongos. Este calculo nos indica a necessidade de 9 animais por
grupo, considerando que alguma perda possa ocorrer devido a terapia com
ciclofosfamida consideramos um aumento de 10%, e, portanto, 10 animais por
grupo experimental. Estudos anteriores de nosso grupo usando animais sem
receber ciclofosfamida, mas com restricdo caldrica e rapamicina, que atuam
nas mesmas vias que a metformina e fisetina, obtiveram resultados

significativos utilizando 8 animais por grupo quando avaliado a reserva
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ovariana (GARCIA et al., 2019). Portanto este nimero amostral foi seguro para

comprovar ou rejeitar a hipétese experimental.
4.3 Substancias utilizadas e dosagens

4.3.1 Ciclofosfamida

Foi administrada em uma Unica dose 75mg/kg via intraperitoneal de
ciclofosfamida hidratada (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA)
previamente dissolvida em agua Milli-Q®, foi administrado aos grupos
intervencao e controle CYP, seguindo o protocolo descrito por (MEIROW et al.,
1999) que observou com essa dosagem em camundongos uma reducao de

aproximadamente 54% da reserva ovariana.

4.3.2 Resveratrol

Conforme protocolo aplicado por (WU et al., 2019), a dose que
utilizamos nos grupos CYP+RES e Comb., foi de 30 mg/kg de trans resveratrol
(98%, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA). O RES foi previamente
diluido em 60% Phosal 50 PG:30%PEG400:10% etanol, conforme adaptacéo
que fizemos no protocolo. O tratamento foi diario via gastrogavagem e teve

duracédo de 14 dias.

4.3.3 Metformina

O grupo CYP+ MET, recebeu diariamente 100 mg/kg via gastrogavagem
de cloridrato de metformina (98%, Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
USA), diluido previamente em PBS 1x pH7.2, conforme adaptacéo que fizemos
no protocolo original de (QIN, X. et al., 2019). A terapia com MET teve duracéo
de 14 dias.

4.3.4 Fisetina

Os animais dos grupos CYP+FIS e COMB., receberam diariamente via
gastrogavagem a dosagem de 100mg/kg de fisetina 98% (Sigma Aldrich, EUA)
dissolvida previamente em 60% Phosal 50 PG:30%PEG400:10% etanol,
conforme o protocolo que observou que essa dosagem em camundongos havia
efeito senolitico (YOUSEFZADEH et al., 2018). A terapia com fisetina em nosso

estudo também se manteve por 14 dias.
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4.3.5 Grupo combinado

Neste grupo foi realizada a administracdo combinada dos compostos
(FIS+ RES) propostos para o estudo, 0s quais apresentam, segundo a
literatura, efeito senolitico e antioxidante, sendo administrados ao longo dos 14

dias via gavagem conforme descrigao anterior.

4.4 Anélises:

4.4.1 Contagem folicular

Os ovarios foram removidos do formol tamponado 10%, submetendo-os
a desidratacdo em alcool, clareamento em xilol, para apds serem incluidos em
parafina. Os ovarios emblocados em paraplast foram cortados
sequencialmente a uma espessura de 5um no micrétomo semi-automatico
(Modelo RM2245, Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne,
UK). Foram selecionados 9 cortes por animal, sendo das regides iniciais,
intermediarias e finais do ovario, colocando-os em laminas histoldgicas. A
coloracéo utilizada foi hematoxilina e eosina. As imagens dos cortes ovarianos
foram capturadas por uma camera digital (Moticam 5.0, Motic®, Hong Kong,
China) acoplada ao microscopio (Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation,
Japan), utilizando as objetivas de 4, 10 e 40X. Essas imagens foram utilizadas
para a quantificacéo e identificacdo folicular em foliculos primordiais, transicéo,
primarios, secundarios, terciarios. (MYERS et al., 2004). O numero de foliculos
para cada uma das nove sec¢les ovarianas foi entdo dividido pela area da
sec¢do, fornecendo a densidade de foliculos (nimero de foliculos por mm?2). A
média das nove densidades de sec¢bes foi usado como um representante da
densidade folicular para cada animal (ANSERE et al., 2021).

4.4.2 Expresséao génica

O RNA total das amostras de ovario foi extraido usando reagente Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), conforme as recomendagdes do fabricante. A
concentracdo do RNA foi mensurada atraves de espectrofotdometro (Nanodrop
Lite, Thermo Fischer Scientific Inc.®, Waltham, MA, EUA. A razdo A260/A280

foi utilizada como indicativo de qualidade. Foi sintetizado o DNA complementar
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(cDNA) a partir de 1 ug de RNA total utilizando kit comercial (iScript cDNA
Synthesis Kit, Biorad, Hercules, CA, USA), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Apoés, foi realizada a PCR em tempo real (RTg-PCR) que foi
conduzida usando GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) no
equipamento StepOne 7500 RT-PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Para cada ensaio foram realizados 45 ciclos (95°C durante 15s e 60 °C
durante 60s) e uma curva de dissociacdo incluida no final da reagcdo para
verificar a amplificagdo de um Unico produto de PCR. Os genes [B-2-
microglobulina (B2M), B Actina (BACT) e Ciclofilina A (PPIA) foram utilizados
como controles endégenos. Foi utilizado o gene B2M como controle endégeno
por ser mais estavel que os demais.

A expressdo relativa foi calculada a partir da equacéo 248/ 2¢P (em que
A é o valor limiar do ciclo [Ct] para o gene de interesse na primeira amostra do
controle; B, o valor de Ct para o gene de interesse na amostra analisada; C, a
média geométrica dos valores de Ct para os genes 2m e Bact na primeira
amostra do controle e D, a média do Ct para os genes 32m e Bact na amostra
analisada)(MASTERNAK et al., 2005).

Os genes alvo avaliados sédo os relacionados a reserva ovariana o
horménio anti-mulleriano (AMH); genes relacionados a ativacdo de foliculos
primordiais: alvo de sinalizacdo mamifero da rapamicina (mTOR), Fator de
Transcricdo Forkhead Box da classe O3a (Foxo3a). Genes relacionados com
0s mecanismos de defesa antioxidante: Sirtuina 1 (SIRT1). Genes relacionados
a senescéncia celular e apoptose: inibidor de quinase dependente de ciclina 2A
(p16 INK4A /CDKN2), Inibidor de quinase dependente de ciclina 1A
(P21/CDKN1A), Interleucina 1 alfa (IL-1a), Tumor de proteina p53 (TrpP53),
Metalopeptidase de matriz 12 (Mmpl12). Ciclofilina A (PPIA). A Tabela 2

apresenta a sequéncia dos primers utilizados.
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Gene

Sequéncia5 — 3’

Actb

B2m

Mtor

Foxo3a

Sirt-1

Amh

TrpP53

CDKN2A /P16

IL1-A

Mmp12

CDKN1A /P21

PPIA

AT U T 0T U T AU T O T O Tl

AaAm U7 U

AT O

: GAGACCTTCAACACCCCAGC
: ATGTCACGCACGATTTCCC

: AAGTATACTCACGCCACCCA
: CAGGCGTATGTATCAGTCTC

: CGGCAACTTGACCATCCTCT
: TGCTGGAAGGCGTCAATCTT
: CGGCTCACTTTGTCCCAGAT
: GCCGGATGGAGTTCTTCCA

: GCAACAGCATCTTGCCTGAT
: GTGCTACTGGTCTCACTT

: TCCTACATCTGGCTGAAGTGATATG
: CAGGTGGAGGCTCTTGGAACT
:CCCCTGTCATCTTTTGTCCCT

: AGCTGGCAGAATAGCTTATTGAG

: CCCAACGCCCCGAACT

: GCAGAAGAGCTGCTACGTGAA

: GAGTCGGCAAAGAAATCAAGATG
:CAATGGCAGAACTGTAGTCTTCGT

: GAGTCCAGCCACCAACATTAC
: GCGAAGTGGGTCAAAGACAG

: AAGTGTGCCGTTGTCTCTTC
: AGTCAAAGTTCCACCGTTCTC

: GAGCTGTTTGCAGACAAAGTTC
: CCCTGGCACATGAATCCTGG

4.4.3 Sudan-black-b (SBB)

SBB é uma técnica descrita por detectar a lipofuscina, um marcador do

envelhecimento celular (BRUNK; TERMAN, 2002), embora ndo considerado

marcador absoluto de senescéncia. O protocolo a ser utilizado foi descrito
previamente (EVANGELOU; GORGOULIS, 2017). Para realizar a coloragéo

SBB nas laminas histol6gicas com tecido ovariano, foram desparafinizadas e

inseridas em um gradiente decrescente de alcool e reidratadas em agua.

Depois, foi diluido o SBB em alcool etilico 70%, para evitar sua precipitacéo foi

utilizada uma seringa de 10 ml com filtro para o gotejamento do SBB em uma
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lamina comum limpa e apos, a lamina contendo os cortes foi invertida sobre o
SBB por aproximadamente 2 minutos. Depois, foram separadas as laminas e a
que contiver os cortes foi lavada em alcool etilico 50% e em agua destilada. As
laminas foram montadas em glicerol e observadas no microscépio de luz nas
objetivas de 4 e 10X. Para avaliar a quantidade de pixels (coloracdo azul) nas

imagens foi utilizado o software Image J.

4.5 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0. O teste-t foi utilizado para andalise de contagem folicular. O teste
estatistico One Way ANOVA foi utilizado para analisar Sudan black e a
Expressdo génica. Foram considerados resultados significativos aqueles em

que o valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Densidade folicular

A caracterizacdo da reserva folicular ovariana dos animais apds 2
semanas de experimentacdo, aos 74 dias de vida esta representada na Figura
3. A terapia com CYP reduziu a densidade de foliculos primordiais (p=0,05),
nao havendo alteragdo entre os demais grupos avaliados (Figura 3A).
Conseguimos observar que o valor de p em relagédo a CYP de FIS e RES foi
menor do que 10% (p=0,08) havendo necessidade de maior elucidacéo sobre o
efeito desses flavonoides a longo prazo em relacéo a preservacao da fertilidade
durante e apos a utilizacdo de CYP, através da repeticdo desse experimento
com adaptagdes na metodologia, tais como, maior tempo de intervencgao.

Em relacdo aos foliculos em transicdo conseguimos observar que o
grupo FIS possuia uma densidade maior que os grupos CYP (p=0,03) e MET
(p=0,03). Né&o foi possivel observar alteracbes a entre 0s demais grupos
avaliados (Figura 3B). No entanto, os grupos CYP e MET apresentaram em
relacdo ao grupo CTL valores menores que 10%, respectivamente (p=0,08 e
p=0,07), havendo assim, a necessidade de maior compreensédo a longo prazo
desses farmacos sob os foliculos em transigédo.

N&o foi possivel observar qualquer alteracdo entre os grupos avaliados
no que tange foliculos primarios (Figura 3C) e totais (Figura 3F). Quanto aos
foliculos secundéarios (Figura 3D) houve diferenca entre o grupo CTL e COMB
(p=0,04), ndo sendo observado nos demais grupos avaliados. A avaliagdo dos
foliculos terciarios (Figura 3E) demonstrou que existe diferenca entre os
grupos: CTL e MET comparados ao RES (p=0.04 e p<0.01). Nao foi possivel
observar alteracbes entre os demais grupos avaliados, em foliculos terciarios,
porém valores de p abaixo de 10% novamente foram observados, entre CYP e
MET (p=0,07) e entre RES e Combinagcdo (p=0,06). Havendo assim
necessidade de estudos sobre estes compostos e seus efeitos na reserva

ovariana a longo prazo.
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Figura 3. Densidade folicular em diferentes estagios de crescimento. Grupos:
Controle (CTL), Ciclofosfamida (CYP), Resveratrol (RES), Metformina (MET), Fisetina
(FIS), Combinacao (COMB). Letras diferentes representam diferenca estatistica. Valores
P< 0,05 foram considerados significativos. Para essa analise foram utilizados: CYP (n= 6),
FIS (n=6), RES (n=7), MET (n=6), CTL (n=7) e COMB (n=6).

5.2 Marcacéao de lipofuscina
Através da técnica de Sudan-Black foi possivel avaliar a marcagcao de
lipofuscina e mensurar o percentual de senescéncia no ovario entre 0s

diferentes grupos do experimento. Observamos que nos animais do grupo
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CYP houve maior marcacao de lipofuscina que os grupos COMB, MET e FIS
(p< 0,001), RES (p=<0,01) e CTL (p=<0,05). Em relacéo ao grupo CTL apenas 0s
grupos CYP e FIS demonstraram diferenca (p< 0,05).

Marcacao de Lipofuscina
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Figura 4. Marcacéo de lipofuscina representada pelo % de senescéncia da area de tecido
ovariano. Grupos: Controle (CTL), Ciclofosfamida (CYP), Resveratrol (RES), Metformina
(MET), Fisetina (FIS), Combinagdo (COMB). Letras diferentes representam diferenca
estatistica. Valores P< 0,05 foram considerados significativos. Para essa analise foram
utilizados a seguinte quantidade de animais: CYP (n= 5), FIS (n=7), RES (n=7), MET (n=7),
CTL (n=6) e COMB (n=6).

5.3 Expresséao Génica

A andlise da expresséo génica esta expressa nas figuras 5 e 6. Para os
seguintes marcadores ndo houve alteracdo na expressdo génica: TrpP53
(p=0,37), CDKN1A (p=0,14), Mmp12 (p=0,32), IL-1la (p=0,71), Sirt1(p=0,32),
(Figura 5 A, C, D, E, F, respectivamente). Assim como, ndo houve diferenca
estatistica entre os alvos da ativacdo e crescimento folicular Amh (p=0,57),
Foxo3a (p=0,36) (Figura 6 A, B, respectivamente). No entanto, foi observada
alteracdo na expressdao de CDKN2 (p=0.02) no grupo controle em relagdo aos
grupos COMB, MET e RES (Figura 5 B) e em Mtor (p=0,02) no grupo CTL e
MET em relagcéo ao RES (Figura 6 C).
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Figura 5. Andlise da Expressédo génica relativa aos genes ovarianos envolvidos com vias
de senescéncia celular, resposta inflamatéria e antioxidante. (A) Tumor de proteina p53
(TrpP53); (B) inibidor de cinase dependente de ciclina 2A (p16INK4A/CDKN2), (C) Inibidor de
quinase dependente de ciclina 1A (P21/CDKN1A), (D) Metalopeptidase de matriz 12 (Mmp12),
(E) Interleucina 1 alfa (IL-1a), (F) Sirtuinal (Sirtl). Letras diferentes representam diferenca
estatistica. Valores de P< 0,05 foram considerados significativos. Para ambas andlises de
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expressdo utilizamos CTL(n=6), CYP(n=5), RES(n=6), FIS(n=7), MET (n=7) e COMB(n=7).

Figura 6. Andlise da Expressao génica relativa aos genes ovarianos envolvidos com
vias de recrutamento e crescimento folicular. (A) Alvo mamifero da Rapamicina (Mtor), (B)
Fator de transcricdo Forkhead Box da classe O3a (Foxo3a), (C) Horménio anti-mulleriano
(Amh). Letras diferentes representam diferenca estatistica. Valores de P< 0,05 foram
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considerados significativos. Para ambas analises de expressdo utilizamos CTL(n=6),
CYP(n=5), RES(n=6), FIS(n=7), MET (n=7) e COMB(n=7).
6 DISCUSSAO

Nossos achados demonstram que uma unica dose de CYP reduziu a
reserva folicular, indicando, conforme ja descrito na literatura, o potencial
deletério desse farmaco para a fertilidade (CHEN, X. Y. et al., 2016; JEELANI
et al., 2017). As terapias ofertadas aos animais expostos a CYP demonstraram
efeito protetivo parcial, visto que a densidade de foliculos primordiais foi
semelhante tanto ao controle quanto ao grupo CYP. Foliculos em transicéao
representam o processo de diferenciacdo de foliculos primordiais a primarios,
portanto embora recebam classificacdo de estagio distinta, podem ser
considerados primarios, uma vez que estao ativados.

Nossos resultados comprovam que a MET apresenta um efeito protetivo
parcial na reserva ovariana. Pouco se sabe sobre o efeito da metformina
preservando a fertilidade conjuntamente a tratamentos gonadotoxicos. No
entanto, uma pesquisa com duracdo de 4 semanas em camundongos expostos
a 75 mg/kg de CYP, semanalmente durante 3 semanas, demonstrou que 50
mg/kg de MET atenuou a toxicidade da CYP nos ovérios, havendo mais
foliculos primordiais no grupo MET que no CYP isoladamente (HUANG, C. C.
et al., 2021). Os mesmos autores observaram uma tendéncia do tratamento de
CYP+MET aumentarem foliculos terciarios, a qual também pudemos observar.
Isoladamente, 100mg/kg de MET administrada em camundongos durante 6
meses demonstrou preservar mais foliculos primordiais e primarios que o
controle (QIN, XIAN et al., 2019). Estes dados sugerem que com maior tempo
de exposicado, talvez, essa terapia fosse mais efetiva em proteger a reserva
ovariana de camundongos expostos a CYP.

Com relacdo a terapia com RES também observamos protecdo parcial
da reserva ovariana. Embora pouco se saiba sobre o efeito desse polifenol na
preservacao da fertilidade em animais expostos a CYP, alguns autores
puderam observar efeitos positivos para fertilidade. Por exemplo, um estudo
que administrou 120 mg/kg de CYP + 30 mg/kg de Bussulfano em
camundongos utilizando a mesma dosagem de RES que foi utilizada em nosso
experimento, durante 4 semanas, demonstrou que houve alivio do estresse
oxidativo nos ovarios e maiores niveis de AMH e Sirtl no grupo tratado (WU et
al.,, 2019), fatores esses sabidamente associados a protecdo a danos
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oxidativos e ao represamento folicular no estagio de foliculo primordial. Outro
experimento em ratos induzidos a IOP com 5 mg/kg de cisplatina, verificou que
durante duas semanas 5 mg/kg de RES via intraperitoneal preservou foliculos
primordiais em relacdo ao grupo que recebeu somente com cisplatina (ATLI et
al., 2017).

O grupo FIS+CYP também protegeu parcialmente a reserva ovariana.
Este € o primeiro experimento que avalia o efeito dessa terapia em
camundongos expostos a uma Unica dose de CYP, descrevendo o efeito da
mesma em cada estagio do crescimento folicular. Recentemente o primeiro
estudo com modelos animais para IOP com CYP + FIS, buscou avaliar
camundongos e também C. elegans, durante o experimento foi utilizado 100
ng/kg de FIS para camundongos e 70 mg/kg CYP seguido de aplicacbes a
cada dois dias de 20 mg/kg de CYP durante 4 semanas, nessa pesquisa o
autor expdem dados de foliculos atrésicos e totais, além de outros marcadores.
Esse estudo demonstrou menos foliculos atrésicos e maiores niveis de AMH
em camundongos tratados com FIS+CYP, do que no grupo controle, enquanto
em C. elegans houve menor atividade ovariana e prevencdo de senescéncia
celular (LIN, J. et al., 2020). Apesar dos efeitos parcialmente positivos
individuais de RES e FIS, sua combinacdo n&o resultou em aumento da
protecdo da reserva ovariana.

Acreditamos que nossas terapias poderiam ter demonstrado resultados
significativos se tivéssemos prolongado o tempo de intervencéo do estudo para
mais que duas semanas, e, aumentado a dosagem e frequéncia de
administragdo de CYP. Por se tratar de um n amostral reduzido que sofreu
perdas durante o periodo experimental, deduzimos que isso possa ter exercido
um possivel viés em nossos achados. Visto que o efeito deletério da CYP a
fertilidade esta proporcionalmente relacionado a dose e frequéncia
administrada (ATHIRA et al., 2020; MEIROW et al., 1999). Estudo semelhante
com RES+CYP isolados e conjuntamente, demonstram mais foliculos
primordiais e menor apoptose folicular com 21 dias de intervencdo em ratos
(NIE, ZHAOYAN et al., 2021) e com 28 dias de experimentacdo camundongos
expostos a dois agentes quimioterapicos e ao RES também demonstraram
maiores niveis de AMH, melhor morfologia e reducdo de danos oxidativos nos

ovarios (WU et al., 2019). Quanto a FIS, um estudo que avaliou a interacédo da
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microbiota intestinal de camundongos induzidos a IOP com CYP avaliou entre
outros marcadores os foliculos atrésicos e totais e obteve em 4 semanas de
intervengdo com FIS menos foliculos atrésicos e maior quantidade de foliculos
totais (LIN, J. et al., 2020). O primeiro estudo, recentemente publicado,
visando preservar a reserva ovariana com MET em camundongos expostos a
CYP, utilizou 50 mg/kg de MET durante 4 semanas em camundongos expostos
a 75 mg/kg de CYP semanalmente por 3 semanas, demonstrou preservagao da
reserva folicular no grupo MET+CYP (HUANG, C.-C. et al., 2021). Embora em
nosso estudo tenhamos utilizado o dobro de MET e a mesma dose de CYP,
acreditamos que mais aplicacdes do quimioterapico podem favorecer o efeito
protetor da MET. Visto que durante seis meses uma pesquisa avaliou o efeito
a nivel ovariano em camundongos com 100 mg/kg de MET, no grupo
tratamento houve maior reserva ovariana que o controle (QIN, XIAN et al.,
2019). Portanto, é necessario maior investigacdo do tema em futuros
experimentos.

O RES, FIS e MET sao descritos como moléculas que poderiam
desacelerar o envelhecimento, regulando a senescéncia celular, através de
diversos mecanismos. O envelhecimento ovariano € um processo natural que
pode ser induzido precocemente pela quimioterapia com farmacos, como a
CYP. Danos promovidos ao DNA, assim como, 0 estresse oxidativo promovem
a formacao de células senescentes (CHEN, J. H. et al., 2004; LIN et al., 2022;
SECOMANDI et al., 2022). A CYP promove danos oxidativos e reduz o
magquinario antioxidante (ALFARHAN et al., 2020; MOGHE et al., 2015). Ainda,
induz a danos ao DNA das células da granulosa (CHEN, X. Y. et al., 2016)
também promove disfuncdo mitocondrial (O'TOOLE et al., 2009). O estresse
oxidativo nas células do cumulus, se em excesso, promove senescéncia celular
e esta associado a infertilidade em quadros de endometriose (LIN, X. et al.,
2020). Em nosso estudo com as terapias propostas observamos um efeito
protetivo dos compostos RES, FIS e MET com relacéo a senescéncia ovariana
de camundongos expostos a CYP. Como estas terapias foram aplicadas tanto
antes como apos a administracdo de CYP inferimos que seus efeitos poderiam
ser preventivos na formacao de células senescentes, ou mesmo, atuando como
senoliticos na remocao das células senescentes induzidas pela CYP. No

entanto, tal teoria ainda precisa ser melhor avaliada através da repeticdo desse
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estudo com n experimental maior, mais marcadores bioquimicos, como os de
danos oxidativos, ao DNA e de senescéncia, além de avaliar as terapias
propostas isoladamente e em conjunto a CYP.

Em nosso estudo conseguimos observar através da marcacdo de
lipofuscina que o grupo CYP obteve maior presenca de células senescentes
em relacdo aos grupos tratados e ao CTL. Nossos resultados com marcacéo
de lipofuscina sdo semelhantes ao observado em um estudo in vitro com
células da granulosa através da marcagao por [-galactosidase de
camundongos induzidos a IOP com CYP (XIONG et al., 2017). Estudo in vitro
com células da granulosa de mulheres com IOP, relatou que ap6és aplicar CYP
houve elevagédo das ERO’s e na marcacgéo de células senescentes (LIN et al.,
2022). Esses dados nos indicam que a CYP promove danos que induzem um
aumento de células senescentes no ovario. Em paralelo, todos os grupos,
exceto o que recebeu somente CYP, foram eficazes na preservacao de danos
gue conduziriam a maior marcacao de lipofuscina. O grupo FIS+CYP destacou-
se por também diminuir a marcacao a niveis inferiores ao grupo CTL, indicando
gue pode ter efeito protetivo mesmo na auséncia de agressdes externas como
a CYP.

Nossos resultados indicam efeito protetor da terapia com FIS contra
danos que resultariam na senescéncia ovariana. Isto € semelhantemente ao
descrito anteriormente em uma pesquisa comparativa entre diversos
flavonoides e diferentes tipos celulares de camundongos velhos e progeroides.
Nessa andlise é descrito que a FIS apresentou maior efeito senolitico
reduzindo marcadores de senescéncia (YOUSEFZADEH et al., 2018). Por se
tratar de uma area ainda em desenvolvimento, a combinagéo de FIS+RES em
camundongos expostos ou ndo a CYP, até o presente momento, nunca foi
antes avaliada para efeito comparativo de nossos achados, a nivel ovariano, no
entanto, observamos que conferiu protecdo as células ovarianas da
senescéncia. No entanto, esta protecdo nédo diferiu dos tratamentos com RES
e FIS isolados.

Visto que a CYP promove um ambiente deletério que induz a formacéo
de células senescentes por diversos mecanismos de ofensa celular,
conseguimos observar ndo somente com animais tratados com FIS um efeito

protetor, mas também com as terapias de RES e MET. A MET parece exercer
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influéncia na reducéo de danos ao DNA (LEE et al., 2016; NA et al., 2013) e
diminuicdo da producdo de ERO’s (MARTIN-MONTALVO et al., 2013), também
estando relacionada ao aumento de AMPK, fator esse que estimula a
biogénese mitocondrial (KARNEWAR et al., 2018). Enquanto o RES, um
potente antioxidante, anti-inflamatorio e com propriedades quimioterapicas
(ATHAR et al., 2007; MOUCHIROUD et al., 2010; RAHMAN et al., 2006),
eleva niveis de Sirtl (DAS; DAS, 2007; NIE, Z. et al., 2020). A Sirtl também é
descrita como uma das proteinas reguladora do processo de morte celular, a
mesma confere protecdo contra danos ao DNA (HANNA et al., 2012;
MOUCHIROUD et al.,, 2010) e esthd presente nas células da granulosa
(MORITA et al., 2012). Portanto, acreditamos que estes tratamentos podem
proteger as células ovarianas da toxicidade gerada em resposta a
administracdo de CYP, o qual resulta na formacdo de células senescentes.
Este trabalho € o primeiro estudo que avalia estratégias para prevenir a
senescéncia ovariana induzida pela CYP, através da administracdo de RES,
FIS, MET e a combinagdo de RES+FIS em camundongos C57BL/6.
Acreditamos que novos estudos podem avaliar, detalhadamente, mais
marcadores celulares para senescéncia em diferentes 6rgdos de animais
expostos a terapias citotéxicas, com as terapias que utilizamos.
Complementarmente, a expressao relativa dos genes envolvidos com a
senescéncia celular e resposta inflamatéria ndo demonstrou alteracdes
passiveis de inferéncias. Porém houve menor expressdo relativa do gene
CDKN2/p16 nos grupos RES+CYP, MET+CYP e COMB+CYP que no CTL, no
entanto, esperavamos um aumento de expressao relativa de pl6 no grupo
tratado somente com CYP, visto a influéncia desse farmaco nas vias
inflamatorias e de senescéncia celular (XIONG et al., 2017). Para a analise de
expressdo génica a utilizacdo do ovario inteiro pode ser um viés, visto a
presenca de diferentes tipos celulares e foliculos em diversos estagios do
crescimento. Outro fator € que esse tipo de analise prediz o quanto de um
determinado gene estd sendo expresso, mas nao indica quanto de proteina é
produzido. Um indicador mais fidedigno seria avaliacdo dos niveis de proteina,
através de analises como a de imunofluorescéncia ou western blotting. Além

disso, usamos ovarios inteiros que apresentam diferentes tipos celular, classes
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de foliculos em diferentes quantidades, o que pode mascarar alguma diferenca
significativa.

Observamos que os niveis de Sirt-1 tiveram uma tendéncia de estarem
mais elevados no grupo que recebeu RES, porém ndo houve diferenca em
relacdo aos demais grupos deste estudo. E bem estabelecido o efeito do RES
elevando SIRT1 (DAS; DAS, 2007; LIU, S. et al., 2018; ORTEGA; DULEBA,
2015). Ademais, com relacdo a expressdo génica relativa das vias de
recrutamento folicular, ndo foi possivel observar efeito das terapias. No
entanto, a expressao relativa de Mtor estava aumentada no grupo RES+CYP
em relacdo aos grupos MET+CYP e CTL. Conforme a literatura disponivel é
esperado que a MET promova uma inibicdo da via MTOR devido a menor
sinalizacao a insulina e IGF-1 (HUANG, C. C. et al., 2021; KALENDER et al.,
2010; SAM; EHRMANN, 2017). O efeito terapéutico do RES inibindo a
proliferacdo de células da granulosa e foliculos através da via MTOR parece
estar relacionado com a dose administrada (KONG et al.,, 2011; ORTEGA;
DULEBA, 2015). Outro ponto interessante a refletir sobre o presente estudo é a
idade prematura das camundongas, que iniciaram aos 60 dias de vida, talvez
este fator possa ter exercido influéncia sob a resposta ao quimioterapico de
forma a prevenir o que se esperava conforme a literatura, sobre os efeitos

deletérios exacerbados da droga em relacao a reserva ovariana.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Um dos principais achados deste estudo é a capacidade demonstrada
pelas terapias com RES, MET e FIS na prote¢do contra danos que resultariam
no aumento de células senescentes a nivel ovariano de camundongos
expostos a CYP. Além disso observamos que os tratamentos ofereceram uma
protecdo parcial contra a reducgdo de foliculos primordiais observada no grupo
CYP. Acreditamos que futuros estudos com o mesmo objetivo que 0 NnOSso
poderiam explorar mais profundamente marcadores de defesa antioxidante,
como a expressdo de glutationa peroxidase (GSH), superoxido dismutase
(SOD-2), 4-Hydroxynonenal (4-HNE) para avaliar danos oxidativos, bem como,
explorar danos ao DNA através da técnica de imunofluorescéncia com os
seguintes marcadores: histona 2aX (H2AX) e marcacdo TUNEL a nivel de
células granulosas. Também destacamos o potencial deletério para a fertilidade
da CYP, mesmo em camundongos jovens expostos uma Unica dose,
considerada baixa para esse farmaco. A FIS se demonstrou promissora na
protecdo contra formacado de células senescentes e potencialmente preservar a
fertilidade durante tratamentos citotéxicos. Ficando, portanto, margem a novas
pesquisas elucidarem o efeito das terapias avaliadas na preservacao da
fertilidade e combate a senescéncia celular em camundongos expostos a CYP.
Portanto, novas alternativas de preservacdo da fertilidade que sejam mais
seguras e menos invasivas durante o tratamento com agentes gonadotéxicos,

como a CYP, devem seguir sendo estudadas.
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