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RESUMO

A utilizacdo de algumas terapias anticancer, por vezes, esta associada a morte de
células germinativas, levando a uma extensiva perda da reserva ovariana. Como
consequéncia, as mulheres sofrem aumento da taxa de infertilidade. Dessa forma, a
gonadotoxicidade dos quimioterapicos € uma questdo importante para mulheres em
idade reprodutiva, uma vez que esta pode levar ao esgotamento de seu potencial
reprodutivo. Diante do exposto, a necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos vem aumentando o interesse por substancias naturais com atividade
antitumoral. A Annona muricata, popularmente conhecida como graviola, tem se
destacado por sua elevada atividade citotoxica, inclusive em células tumorais de
cancer de mama, e por sua especificidade em relacdo as células tumorais. Contudo,
de acordo com nosso conhecimento, ainda ndo ha estudos sobre o efeito dessa
planta sobre a reserva ovariana e, consequentemente, sobre a fertilidade feminina.
O objetivo desse estudo foi avaliar o impacto do extrato etandlico de folhas de A.
muricata sobre a da reserva ovariana de camundongos fémeas. Para tanto, foram
utilizados 24 animais da linhagem Swiss, com idade entre 2 a 3 meses, 0s quais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais de acordo com a
substancia a ser administrada: | - solucdo salina 0,9% (veiculo), Il - ciclofosfamida
(75 mg/kg), lll - extrato da folha de graviola (50 mg/kg) e IV - extrato da folha de
graviola (100 mg/kg). Ao final, os animais foram eutanasiados e seus ovarios e
outros orgaos foram coletados e analisados. Foi realizada a analise histolégica dos
ovarios através da avaliacdo do numero de foliculos, morfologia folicular e densidade
das células do estroma ovariano. Adicionalmente foi realizada a analise
anatomopatoldgica dos diferentes 6rgaos coletados. Os resultados foram expressos
como média e frequéncia absoluta e considerados significativos quando p < 0,05. Os
grupos tratados com o extrato ndo mostraram morte folicular ou diminuicdo da
densidade das células do estroma em relagéo ao veiculo, enquanto o grupo tratado
com a ciclofosfamida mostrou maior numero de morte folicular (p < 0,05).
Adicionalmente, a analise anatomopatolégica dos 6rgaos dos animais tratados com
o extrato 50 mg/kg ndo apresentou alteragBes distinguiveis em relagdo ao veiculo.
Em contrapartida, os grupos do extrato 100 mg/kg e da ciclofosfamida apresentaram
alteracdes histolégicas no figado comparados ao grupo salina. O grupo
ciclofosfamida apresentou, ainda, muco esbranquicado nos o6rgédos da cavidade
abdominal em contraposicdo aos demais grupos. Dessa forma, o estudo mostrou
gue o extrato etandlico de folhas de graviola preservou a reserva ovariana de
camundongos fémeas em ambas as concentracdes, ndo sendo toxico ao ovério de
acordo com os parametros utilizados e, ainda, que a dose de 50 mg/kg é a de melhor
escolha para estudos posteriores.

Palavras-chave: Terapias anticancer. Fertilidade. Faléncia ovariana prematura.



ABSTRACT

The use of some anticancer therapies is sometimes associated with the death of
germ cells, leading to extensive loss of ovarian reserve. As a consequence, women
experience increased rate of infertility. Thus, gonadotoxicity of chemotherapeutic
agents is an important issue for women of reproductive age, since this may lead to
the exhaustion of their reproductive potential. In view of the above, the need for
development of new drugs has increased the interest for natural substances with
antitumor activity. Annona muricata, popularly known as soursop, has been noted for
its high cytotoxic activity, including breast cancer tumor cells, and for its specificity in
relation to tumor cells. However, according to our knowledge, there are no studies
on the effect of this plant on the ovarian reserve and, consequently, on female
fertility. The objective of this study was to evaluate the impact of the ethanolic extract
of leaves of A. muricata on the ovarian reserve of female mice. For this purpose, 24
Swiss animals were used, aged 2 to 3 months, which will be randomly divided into
four experimental groups according to the substance to be administered: | - saline
solution 0.9% (vehicle), Il - cyclophosphamide (75 mg / kg), Ill - graviola leaf extract
(50 mg / kg) and IV — soursop leaf extract (100 mg / kg). At the end, the animals were
euthanized and their ovaries and other organs were collected and analyzed. Was
performed the histological analysis of the ovaries through the evaluation of the
number of follicles, follicular morphology and density of ovarian stromal cells.
Additionally, was performed the anatomopathological analysis of the different organs
collected. The results were expressed as mean and absolute frequency and
considered significant when p < 0.05. The groups treated with the extract did not
show follicular death or decreased stromal cell density in relation to the vehicle, while
the cyclophosphamide treated group showed a higher number of follicular death (p <
0.05). In addition, anatomopathological analysis of the organs of the animals treated
with the 50 mg / kg extract did not show any distinguishable changes in relation to
the vehicle. In contrast, the 100 mg / kg extract and cyclophosphamide groups
presented histological changes in the liver compared to the saline group. The
cyclophosphamide group also had whitish mucus in the organs of the abdominal
cavity in contrast to the other groups. Thus, the study showed that the ethanolic
extract of soursoup leaves preserved the ovarian reserve of female mice at both
concentrations and was not toxic to the ovary according to the parameters used, and
also that the dose of 50 mg / kg is the one of better choice for further studies.

Key words: Anticancer therapies. Fertility. Premature ovarian failure.
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1 INTRODUCAO

O céancer € um problema de saude publica mundial, com ocorréncia de 14,1
milhdes de casos por ano em todo o mundo (SBC, 2018). No Brasil, o cancer é a
segunda causa de morte por doenca, com estimativa, para o biénio 2018/2019, de
600 mil novos casos (BRASIL, 2018). Destes, excetuando-se os melanomas, a
incidéncia em mulheres para o mesmo ano sera principalmente dos canceres de
mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide
(4,0%) (BRASIL, 2018). Entre os canceres que acometem o sistema reprodutor
feminino os de maior ocorréncia no Brasil, em ordem decrescente, sdo o de mama, o
do colo do utero, o do corpo do Utero (endométrio) e o de ovario (BRASIL, 2018).

Inicialmente, as terapias contra o cancer eram feitas apenas com base em
radioterapia e cirurgia (BONASSA e SANTANA, 2005). A partir da década de 40, foi
inserido o uso dos quimioterapicos na terapéutica, sendo que 0s primeiros
antineoplasicos foram os agentes alquilantes (REMERS, 1998). No entanto, o
tratamento quimioterapico, causa muitos efeitos colaterais nos pacientes devido a
falta de especificidade dos farmacos utilizados, que acometem tambéem tecidos
normais (ALMEIDA et al., 2005). Entre os efeitos colaterais estdo: toxicidade
hematolégica, gastrintestinal, neurolégica, vesical, dermatoldgica, no coragéo, figado
e pulmdes, alteracbes metabdlicas, reacdes alérgicas, anafilaxia e disfuncéo
reprodutiva (CRIADO et al., 2010).

A perda da funcéo reprodutiva afeta tanto o sexo masculino como o
feminino (BLUMENFELD, 2007; OKTAY et al., 2007). Porém, nas mulheres, a
gonatoxidade dos quimioterapicos pode resultar na faléncia ovariana prematura
(FOP), definida como a diminuicdo da reserva ovariana, ou seja, do pool dos
foliculos ovarianos disponiveis para recrutamento, com reducdo da quantidade e da
gualidade dos gametas femininos (CHUANG et al., 2003).

No intuito de eliminar ou reduzir os efeitos colaterais destes
guimioterapicos ha a necessidade da procura de novas drogas a base de
substancias naturais que tenham atividade antitumoral eminente e, a0 mesmo
tempo, ndo danifiquem células saudaveis, incluindo as células germinativas. Entre as
substancias naturais testadas, tem-se a Annona muricata, conhecida popularmente

como graviola, ja relatada como planta medicinal por seu amplo uso etnomédico
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(LORENZI e MATOS, 2008). Em relagédo as atividades antineoplasicas, a graviola
apresentou, por exemplo, toxicidade contra células cancerosas do pulméao, linhagem
A549 (WU et al., 1995), contra células cancerosas do pancreas, linhagens MIA e
PaCa-2 (ZENG et al., 1996), contra células cancerosas do coldn, linhagem HT-29
(KIM et al., 1998), atividade quimiopreventiva na proliferagdo de células do tecido
mamario (MINARI e OKEKE, 2014) e contra células do cancer de préstata (ASARE
et al., 2015; SUN et al., 2014),

Adicionalmente, o estudo de extratos e bioativos de A. muricata, bem
como de outras plantas, a serem testados como antitumorais, sobretudo em
mulheres em idade reprodutiva, deve também ter como foco suas respostas
gonadotodxicas como forma de contornar a FOP e, consequentemente, desenvolver
tratamentos especificamente desenhados para prevenir a infertilidade feminina.

Para evidenciar melhor a contribuicdo cientifica e tecnoldgica deste
trabalho, os aspectos relacionados aos canceres do sistema reprodutor feminino,
suas terapias e seus efeitos colaterais, enfatizando seu efeito na reserva ovariana
feminina, bem como a utilizacdo de produtos naturais na quimioterapia do cancer

serdo abordados a seguir.
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2 OBJETIVOS

= Conhecer os canceres do sistema reprodutor feminino de maior ocorréncia no
Brasil e as principais terapias anticancer;

= Entender os efeitos colaterais que as terapias anticancer ocasionam a reserva
ovariana,

= Enxergar o0s produtos naturais como alternativa aos tratamentos
antineoplasicos convencionais;

= Investigar o impacto do extrato etandlico das folhas de Annona muricata L na

reserva ovariana de camundongos fémeas.
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3 CAPITULO 1

Céanceres do sistema reprodutor feminino e os efeitos colaterais das principais

terapias anticancer sobre a fungéo reprodutiva: umarevisao de literatura
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CANCERES DO SISTEMA REPRODUTOR FEMININO E OS EFEITOS
COLATERAIS DAS PRINCIPAIS TERAPIAS ANTICANCER SOBRE A FUNCAO
REPRODUTIVA: UMA REVISAO DE LITERATURA

Maciel, S. S. 1 Ferreira, I. L. S.?; Faustino, L.R*2.

! Programa de Pés-Graduacéo em Biotecnologia — PPGBIOTEC — Universidade
Federal do Piaui (UFPI) — Parnaiba/Pl — Brasil
2 Curso de Medicina — Universidade Federal do Piaui (UFPI) — Parnaiba/PI| — Brasil

RESUMO

Apesar dos avancos na descoberta da etiologia e patologia do cancer, a incidéncia
desta doenca aumenta anualmente devido a sua complexidade e,
consequentemente, a falta de terapias definitivas. Adicionalmente, as terapias
utilizadas para o tratamento das neoplasias causam efeitos colaterais locais e
sistémico. Em mulheres, estes efeitos podem levar, de maneira direta ou indireta, a
disfuncéo reprodutiva. No caso da utilizacdo de radioterapia ou quimioterapia essa
disfuncdo pode acontecer pela faléncia ovariana prematura (FOP). A presente
revisdo teve como objetivo fazer uma abordagem sobre os cénceres do sistema
reprodutor feminino de maior ocorréncia no Brasil, enfatizando, especialmente, as
terapias anticancer e seus efeitos colaterais sobre as mulheres.

Palavras-chave: cancer; mulheres, faléncia ovariana prematura.
ABSTRACT

Despite advances in the discovery of the etiology and pathology of cancer, the
incidence of this disease increases annually due to its complexity and, consequently,
the lack of definitive therapies. In addition, therapies used to treat neoplasms cause
local and systemic side effects. In women, these effects may lead, directly or
indirectly, to reproductive dysfunction. In the case of the use of radiotherapy or
chemotherapy this dysfunction can happen due to premature ovarian failure (POF).
The objective of the present review was to analyze the cancers of the female
reproductive system with the highest incidence in Brazil, emphasizing, especially,
anticancer therapies and their side effects on women.

Keywords: cancer; women, premature ovarian failure.
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3.1 Introducéao

O cancer tem se mostrado um problema de saude publica que permeia
muito mais do que a doenga e seu tratamento. Nota-se que, mesmo com 0 avango
na elucidacdo da fisiopatogenia do cancer, sua heterogeneidade nao permite, ainda,
tratamentos definitivos, sendo relatado aumento anual no nimero de casos desta
doenca. Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a previsao para o
biénio 2018-2019 é uma incidéncia de 600 mil novos casos de céncer e, destes,
191,78 casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2018). Os cénceres que mais
acometem mulheres no Brasil, em ordem decrescente, sdo o de mama, o do colo do
Gtero, o do corpo do utero e o de ovario (BRASIL, 2018).

O tratamento destes canceres pode causar alteracdes nos niveis hormonais,
periodos menstruais irregulares ou ausentes, menopausa precoce ou irreversivel
(HCB, 2018) e faléncia ovariana prematura (FOP) (EBRAHIMI e ASBAGH, 2011). A
busca por tratamentos mais eficazes, com maiores possibilidades de sobrevida, cura
e preservacdo da fertilidade feminina, particularmente, induz a necessidade do
descobrimento de novas drogas alternativas a radioterapia, cirurgia e aos agentes
guimioterapicos usualmente utilizados e de novas terapias como imunoterapia
(GIACOMINI e MENEZES, 2012), hormonioterapia (BONASSA e SANTANA, 2005) e
terapia por fotorradiacdo (MACHADO, 2000).

Considerando as dificuldades citadas, este estudo teve como objetivo fazer
uma abordagem sobre a etiologia, sintomas, diagnostico, classificacdo histologica,
estadiamento e tratamento dos principais canceres em mulheres, os quais estéo
ligados a funcédo reprodutiva, e sobre a multiplicidade das terapias anticancer

utilizadas para o tratamento dos mesmos, enfatizando seus efeitos colaterais.

3.2 Canceres do sistema reprodutor feminino de maior ocorréncia no Brasil

O primeiro registro do cancer vem do século 7 a.c. e a primeira observacao
documentada de transmissibilidade hereditaria do cancer documentada foi elucidada
pelo médico Hilario de Gouveia, em 1872 (MUKHERJEE, 2012). Podemos observar
gue, mesmo sendo estudado ha séculos, a racionalizagdo do conceito do cancer

ainda vem sendo melhorada pelos cientistas devido a sua complexidade.
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E justamente por causa da sua heterogeneidade, que os canceres podem ser
de 200 tipos diferentes se forem considerados os diferentes tipos de células do
corpo e a capacidade do cancer de invadir tecidos e 0rgéos, vizinhos ou distantes
(ALMEIDA et al., 2005). Especificamente para os canceres do aparelho reprodutor
feminino, tem-se o cancer de mama, de colo do utero, do corpo do utero
(endométrio), de ovario, de tuba uterina, de vulva e de vagina.

No Brasil, os canceres ginecologicos de maior ocorréncia sdo o de mama,
colo do utero, endométrio e de ovario, respectivamente (BRASIL, 2018), sendo estes
descritos nos subtdpicos a seguir e suas principais caracteristicas resumidas no

mapa conceitual (figura 1) ao final do capitulo.

3.2.1 Cancer de Mama

De acordo com o INCA (2018), o cancer de mama é o cancer de maior
ocorréncia no Brasil entre as mulheres, estimando-se cerca de 59.700 novos casos
para 2018, e a maior causa de morte por tumor maligno das mesmas.

Os fatores de risco deste tipo de cancer podem estar associados a fatores
endocrinos e  histérico  reprodutivo, fatores ambientais ou fatores
genéticos/hereditarios (BRASIL, 2018). O primeiro corresponde ao estimulo do
estrogénio, seja o sintetizado pelo proprio corpo ou o ingerido, podendo ser
ocasionados pelo histérico de menarca precoce, a menopausa tardia, a primeira
gravidez ap0s os trinta anos, a ndo concepcao de filhos (nuliparidade), o uso de
anticoncepcionais orais e, ainda, a terapia de reposicdo hormonal apés a
menopausa. Os fatores ambientais envolvem o estilo de vida, como a falta de
atividade fisica, a obesidade e o etilismo. Por outro lado, a lactacdo e a atividade
fisica, séo fatores protetores para o cancer de mama, tanto na fase pré como pos-
menopausa (WHO, 2007). Os fatores enddcrino e histdrico reprodutivo somados aos
fatores ambientais correspondem a cerca de 90% dos casos de cancer de mama em
todo o mundo (WHO, 2007).

Os fatores genéticos/hereditarios (5 a 10%) estéo relacionados principalmente
a alteracbes de genes supressores de tumor como os genes TP53 (THOMPSON,
1993), BRCA1 (HALL et al., 1990; MIKI et al., 1994), BRCA2 (WOOSTER et al.,
1995; TAVTIVIAN et al., 1996) e HER-2 (INCA, 2018). De acordo com Vieira (2012),
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o risco de mulheres com muta¢des no gene BRCAL desenvolver esta neoplasia €
de, aproximadamente, 56 a 85%.

Os principais sintomas sédo adenopatia e tumoracado ndo dolorosa de limites
irregulares (SILVA, SILVA e VIANA, 2010), descarga papilar sanguinolenta (DE
ANDREA et al., 2006), edema na pele da mama (YAMADA et al., 2013), retracéo,
prurido e erosao da papila mamaria e linfonodos axilares aumentados de tamanho.

O diagnéstico do cancer de mama comeca com o exame clinico que consiste
no exame fisico e ginecolégico, com palpacdo das mamas e axilas. Havendo
alteracdes palpéaveis, é realizada a mamografia (BRASIL, 1995). A mamografia é
padronizada por um sistema chamado BI-RADS® (Breast Imaging Reporting and
Data System), utilizado mundialmente. Esse sistema avalia riscos, evolugcédo do
tumor e orienta condutas (OREL, REYNOLDS e SULLIVAN, 1999).

Quando h& duvidas em relacdo ao resultado da mamografia, faz-se
necessarios exames complementares como ultrassonografia (USG), ressonancia
magnética (RM), tomografia computadorizada (TC) e cintilografia. Um método que
vem crescendo e sendo utilizado como screening paralelamente a mamografia € a
USG. Em casos de pacientes com mama densa, prétese mamaria, presenca de
metastase axilar na auséncia de tumor primario da mama ou nas pacientes com
diagnéstico de cancer de mama com mamas densas para definir pelo tratamento
conservador ou mastectomia, a RM torna-se necessaria. O método de escolha em
mulheres com lesdes palpaveis e idade inferior a 35 anos é a USG, enquanto casos
contrarios sao avaliados inicialmente por mamografia (VIEIRA et al., 2012).

Os tumores mamarios sao predominantemente epiteliais e podem ser
divididos em tumores epiteliais e tumores epiteliais raros (GOBBI, 2012). Os
primeiros incluem o0s carcinomas invasivos: carcinoma microinvasivo, carcinoma
mamario invasivo, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, carcinoma
tubular, carcinoma cribriforme invasivo, carcinoma com elementos medulares,
carcinoma mucinoso, carcinoma com diferenciacdo em células em anel de sinete,
carcinoma micropapilar invasivo, carcinoma com diferenciacdo apocrina, carcinoma
metaplasico sem tipo especial, diferenciacdo condroide, diferenciacdo 0ssea,
diferenciacdo em outros tipos mesenquimais, carcinoma metaplasico misto e

carcinoma mioepitelial (GOBBI, 2012).
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Os tumores epiteliais raros incluem carcinoma com elementos
neuroenddcrinos, carcinoma secretor, carcinoma papilar invasivo, carcinoma de
células acinares, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma oncocitico, carcinoma rico
em lipides, carcinoma de células claras rico em glicogénio, carcinoma sebaceo e
tumores tipo glandula salivar/anexos cutaneos (GOBBI, 2012).

O estadiamento, o qual determina a extensédo do cancer presente no corpo do
individuo e onde o mesmo esta localizado (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018),
inicia-se com exame fisico (avaliacdo da pele, glandulas mamarias e dos linfonodos
axilares, supraclaviculares e cervicais) (VIEIRA et al., 2012). Em seguida, realiza-se
métodos de imagem (radiografia ou TC de térax, US ou TC de abdome ou pelve,
cintilografia 6ssea), dosagens sanguineas de desidrogenase latica (DHL) e fosfatase
alcalina (FA), seguido, finalmente, com exames histopatolégicos da mama ou de
outros tecidos (VIEIRA et al., 2012).

Como terapias para o cancer de mama tém-se a cirurgia e a radioterapia para
tratamento locorregional e a quimioterapia e a hormonioterapia para o tratamento
sistémico (VIEIRA et al.,, 2012). No entanto, a terapia adequada dependerad do
estadiamento, tamanho, tipo e grau histolégico do tumor, além do estado linfonodal,
niveis dos receptores de estrogénio e progesterona no tecido tumoral, HER-2-neu,

estado menopausal e condic¢des clinicas gerais da paciente (VIEIRA et al., 2012).

3.2.2 Cancer do colo do utero

O céncer do colo do utero é o segundo cancer do sistema reprodutor feminino
de maior ocorréncia no Brasil, com expectativa de 16.370 novos casos para 2018
(BRASIL, 2018). Tem como principal fator de risco o papiloma virus humano (HPV),
associado a pratica sexual (WALBOOMERS et al., 1999). Dentre os sorotipos do
HPV, o 16 e o 18 sdo os mais relacionados ao surgimento de céncer invasor,
associando-se com até 79,8% de todos os canceres cervicais (WALBOOMERS et
al.,, 1999; BOSH et al.,, 2002). Os fatores imunolégicos, fatores genéticos
(polimorfismo da proteina p53), infec¢do por outros virus como o HIV, tabagismo e
uso de contraceptivos orais potencializam a infeccao pelo HPV (PINTO, TULIO e
CRUZ, 2002).
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Inicialmente, o cancer do colo uterino € assintomético. No entanto, com a
progressao da doenca ocorre sangramento vaginal irregular. Este sangramento pode
acontecer nas relagdes sexuais, no periodo intermenstrual, no menacme ou apoés a
menopausa e pode tornar-se espontaneo com o avanco do cancer. Na fase mais
avancada, ocorre dor, leucorreia de odor fétido e caquexia (VIEIRA et al., 2012).

O diagnostico desta neoplasia é feito, inicialmente, pelo exame citoldgico
chamado de Papanicolau, que € comum em consultas de rotina como preventivo
anual (BRASIL, 2018; PINHO e MATTOS, 2002). Quando se detecta lesbes nesse
exame, passa-se a fazer um diagnéstico por imagem através da colposcopia, a qual
permite a deteccdo da extensao e localizacdo das lesdes, e, ainda, a realizacdo de
bidpsias que ira possibilitar o exame histopatolégico para avaliacao final (PINHO e
MATTOS, 2002). Quando h& divergéncia entre o exame citolégico e o exame
histolégico, aceita-se este ultimo como padrao (RAMA et al., 2008). Ainda, em casos
com sangramento anormal, deve-se fazer diagndstico diferencial de outras
patologias, como a doenca inflamatoéria pélvica, leiomiomas, pélipos, dentre outros,
as quais também possuem esse sintoma (VIEIRA et al., 2012).

O céncer do colo do utero come¢a em uma condi¢ao pré-invasiva limitada ao
epitélio cervical (classificacdo histologica) denominada neoplasia intra-epitelial
cervical (NIC) ou como lesdo intra-epitelial escamosa (diagnéstico citolégico)
(VIEIRA et al., 2012). De acordo com avaliagcao histopatologica, a NIC pode ser
avaliada em graus | (leséo de baixo grau), Il e lll (lesdes de alto grau) (VIEIRA et al.,
2012); enquanto a padronizacdo do seu estadiamento segue a classificagdo da
Federacédo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO, 2014).

No tratamento da neoplasia do colo do utero com lesbes pré-invasivas pode-
se utilizar desde antibiéticos, cremes vaginais, excisdo ou cauterizacao da leséo até
cirurgia e conizagéo a laser (VIEIRA et al., 2012). Enquanto nas lesdes invasivas, 0
tratamento dependerd do estadiamento do tumor, das condi¢cdes da paciente e de
seu desejo de manter a funcdo reprodutiva. Para estas lesdes pode-se utilizar

cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia (BRASIL, 2018).

3.2.3 Cancer do corpo do utero ou do endométrio
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O cancer do corpo do utero tem estimativa de 6.600 novos casos para 2018
(BRASIL, 2018). Seu principal fator de risco € a hiperexposicdo estrogénica
(MACMAHON, 1974; VIEIRA et al.,, 2012), a qual pode ser exdgena (terapia de
reposicdo hormonal) ou decorrente de alteragbes endogenas (sindrome de ovarios
policisticos ou tumores produtores de estrégeno); principalmente quando ndo ha um
contrapeso progestogénico adequado (VIEIRA et al., 2012).

O risco genético deste cancer € de, aproximadamente, 5% em mulheres de
até 54 anos. Por outro lado, mais de 40% dos casos sao atribuidos a obesidade (e
dentre estes casos, 80% sao mulheres em estado pés-menopausal) (VIEIRA et al.,
2012).

Os sintomas das mulheres acometidas por essa neoplasia podem incluir
sangramento anormal na fase da pés-menopausa, corrimento purulento, dor pélvica,
aumento do volume abdominal e da espessura endometrial, piométrio, astenia e
emagrecimento (VIEIRA et al., 2012).

Para o diagnéstico clinico deste cancer, realiza-se o histérico familiar das
pacientes que estdo dentro do grupo de risco uma vez que 0s exames fisicos sao
sensiveis apenas em casos avancados (VIEIRA et al., 2012). Um exame de imagem
amplamente utilizado para avaliar a espessura endometrial € o teste de
progesterona associado a USG transvaginal. A TC e RM podem ser Uteis para o
estadiamento do tumor; enquanto em casos especificos pode-se fazer a avaliacéo
histologica endometrial por meio de bidpsia (VIEIRA et al., 2012).

Como classificacdo das neoplasias endometriais tem-se o0 carcinoma
adenoescamoso e o adenocarcinoma, sendo este Ultimo o tipo histolégico mais
frequente (VIEIRA et al., 2012). De acordo com a FIGO (2014), o estadiamento do
cancer do corpo do Utero é, na maioria das vezes, cirrgico.

Assim como nos outros canceres, o tratamento dessa neoplasia dependera
do estadiamento do tumor e das condi¢cbes da paciente. Em grande parte dos casos
é feito cirurgia seguida de radioterapia adjuvante (VIEIRA et al., 2012). Dentre os
tumores, o adenocarcinoma é bem diferenciado e responsivo a terapia com

progesterona, sendo, assim, o de melhor prognostico (VIEIRA et al., 2012).

3.2.4 Cancer de ovério
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Espera-se para 2018 uma média de 6.150 casos de céancer de ovario
distribuidos por todas as faixas etarias (BRASIL, 2018). Este cancer possui como
principal fator de risco o historico familiar em parentes de primeiro grau (mae, filha
ou irmd) da doenca (VIEIRA et al., 2012). Em pacientes com este tipo de cancer
podem ser encontradas alteracdes nos genes supressores BRCAL1 e BRCA2 (KING,
MARKS e MANDELL, 2003), assim como no cancer de mama citado anteriormente.
Nos casos de pacientes com mutacdo no gene BRCAL, ha aumento do risco de
cancer de ovario. Adicionalmente ao fator genético, a nuliparidade e a infertilidade
também representam fatores de risco (VIEIRA et al., 2012).

Esse tipo de cancer é mais frequente em mulheres acima dos 60 anos. Assim,
sintomas como aumento do volume abdominal, ascite volumosa, perda de peso e
disseminacdo da doenca pela cavidade peritoneal em idosas podem ser indicio
desta neoplasia. Pode aparecer, ainda, nodulo cutdneo umbilical metastatico,
abaulamento do fundo do saco posterior e compressdo extrinseca da parede
anterior do reto, dor pélvica, derrame pleural e constipacao intestinal (VIEIRA et al.,
2012).

Segundo Vieira et al. (2012), o diagndstico para o cancer de ovario é feito
com base na anamnese, no exame fisico e nos exames complementares. O exame
clinico é realizado por USG abdominal e transvaginal que identifica lesdo anexial
complexa (cistico-sodlida), pOlipos intersticiais, cistite, implantes peritoneais,
linfoadenopatia intraperitoneal e derrame pleural; enquanto o aumento do fluxo
sanguineo é verificado por meio do exame Doppler. A TC do abdome e pelve
também pode ser utilizada para o diagnostico da neoplasia, relacionando-a com
outros O6rgados intra-abdominais. O marcador CA-125, que corresponde a uma
proteina que esta presente na superficie de grande parte das células cancerosas do
ovario, ajuda na monitorizacao desta neoplasia (VIEIRA et al., 2012).

Os tumores podem ser classificados como serosos (adenocarcinoma,
adenocarcinoma papilifero, cistoadenocarcinoma papilifero, adenofibroma maligno),
mucosos (adenocarcinoma, adenocarcinoma papilifero, cistoadenocarcinoma
papilifero, adenofiboroma maligno) ou tumores endometrioides malignos
(denocarcinoma, adenoacantoma, adenofiboroma maligno, sarcoma de estroma
endometrial, tumor de células claras, tumor epitelial misto, tumor Brenner) (VIEIRA et
al., 2012).
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O estadiamento do céncer de ovario requer a realizacdo da laparotomia.
Porém, a cirurgia para pacientes com doenca extra-abdominal ainda nédo esta
estabelecida (VIEIRA et al., 2012).

O tratamento para o cancer de ovario é realizado por cirurgia e o tipo de
cirurgia dependera do estadiamento do tumor. Pode-se realizar histerectomia total
abdominal, salpingooforectomia bilateral, omentectomia, biopsia do peritdnio pélvico
e abdominal, biopsia da superficie do diafragma, lavado peritoneal para citologia
oncética, linfonodectomia pélvica e paradrtica, salpingooforectomia unilateral,
biopsias mudltiplas, histerectomia total com anexectomia bilateral, omentectomia
juntamente com citorreducdo. Complementarmente, segue-se com a quimioterapia
(VIEIRA et al., 2012).

Nota-se que, o tratamento de todos os canceres citados, de maneira geral,
dependera do estadiamento do tumor e das condi¢des das pacientes, procurando-se

sempre evitar tratamentos que comprometam diretamente a funcao reprodutiva.

3.3 Terapia anticancer e seus efeitos colaterais

Os primérdios do tratamento contra o cancer se baseavam quase que
exclusivamente em cirurgias, tendo como principal escolha a eletrocirurgia
(TEIXEIRA, 2010). Até a década de 1960 a cirurgia e a radioterapia dominaram o
campo da terapia do céancer. Contudo as cirurgias se tornavam mais radicais ao
passo que a taxa de cura se mantinha em torno de 33% devido as micromestastases
(DEVITA e CHU, 2008). O desenvolvimento da quimioterapia surgiu na busca pelo
tratamento dessas micromestastases. Assim, o tratamento para a doencga pode ser
feito, principalmente, pela associacdo da cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia
(MURAD e KATZ, 1996; MILLER et al., 1981). Adicionalmente, pode-se utilizar
também imunoterapia (GIACOMINI e MENEZES, 2012), hormonioterapia
(BONASSA e SANTANA, 2005) e terapia por fotorradiacdo (MACHADO, 2000).
Estudos pré-clinicos apontam novas possibilidades de tratamento como a terapia
alvo, que inclui a utilizacdo de fatores antiangiogénese (HEINZ, 2005). Porém este
tratamento ainda n&o superou o fato de ocorrerem recidivas devido a mecanismos
de resisténcia das células tumorais (BOTTSFORD-MILLER, COLEMAN e SOOQOD,
2012; AZAM, MEHTA E HARRIS, 2010).
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A radioterapia baseia-se na utilizacdo de radiacdo para destruir as células
tumorais ou impedir sua proliferacdo (INCA, 2018). Seus efeitos colaterais consistem
principalmente em xerostomia, levando a dificuldade de ingerir alimentos, e cansago
e dor nos membros (ARISAWA et al., 2005). O tratamento locorregional pode afetar,
ainda, a funcéo reprodutiva.

Ja os agentes quimioterapicos sdo compostos quimicos utilizados para o
tratamento de doencas causadas por agentes biolégicos. Quando utilizados para o
tratamento das neoplasias, sdo chamados de quimioterapicos antineoplasicos
(INCA, 2018). Para o cancer, o tratamento quimioterapico pode variar de acordo com
seu objetivo, podendo ser classificado em curativo, paliativo, adjuvante e
neoadjuvante (DICKENS e AHMED, 2017; WOODLOCK e LOUGHNER, 1995).

O tratamento curativo é indicado com a finalidade de cura, enquanto o
paliativo tem como objetivo o controle dos sintomas, melhorando a qualidade de vida
do paciente, sem alterar a sobrevida do mesmo, podendo ser utilizado também no
controle temporario da doenca em casos especificos como cancer de ovario
(WOODLOCK e LOUGHNER, 1995). Nestes casos, a doenca pode manter-se
controlada por anos, mesmo que haja recaida posterior (WOODLOCK e
LOUGHNER, 1995). O tratamento adjuvante é indicado apds a retirada cirargica
completa do tumor ou apdés radioterapia curativa e na auséncia de metastases
detectaveis no intuito de eliminar os riscos das micrometastases ocultas
(WOODLOCK e LOUGHNER, 1995; DICKENS e AHMED, 2017). A terapia
adjuvante €, ainda, baseada em avaliagdo microscopica e macroscopica do tumor e
seu estadiamento e leva em consideracdo a anamnese do paciente (DICKENS e
AHMED, 2017). O tratamento neoadjuvante, por sua vez, é indicado antes da
cirurgia ou radioterapia, com a finalidade de reduzir o risco de micrometastases ou
promover a reducdo de tumores possiveis de tratamento locorregional, evitando as
consequéncias de um pos-operatério (WOODLOCK e LOUGHNER, 1995; DICKENS
e AHMED, 2017).

O grau de importancia dos compostos usados na quimioterapia
antineoplésica induz a necessidade da classificacdo sistematica a fim de facilitar a
compreensao e uso de tais compostos. Os agentes quimioterapicos podem ser
classificados quanto a diversos critérios ndo excludentes um ao outro. Um desses

critérios esta associado as reacdes adversas que podem provocar na administracao
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intravenosa: extravasamento de medicacdo (CRIADO et al., 2010). Outros dois
critérios referem-se a sua estrutura quimica e funcdo (DICKENS e AHMED, 2017,
ALMEIDA et al., 2005; CALABRESI e CHABNER, 2001) e a sua especificidade do
ciclo celular (DICKENS e AHMED, 2017; ALMEIDA et al., 2005). Os dois ultimos sdo
particularmente importantes porque irdo influenciar diretamente nas escolhas das
drogas a serem utilizadas em determinado caso.

O INCA (2018) mantém na sua plataforma de identificacdo a classificacéo
dos agentes quimioterapicos de acordo com a especificidade do ciclo celular: ciclo-
especificos, ciclo-inespecificos ou fase-especificos. Estas categorias englobam, por
sua vez, grupos de agentes quimioterapicos com estruturas quimicas e funcbes
diferentes como agentes alquilantes, agentes antimetabdlitos, antibibticos
antitumorais, inibidores mitéticos e agentes diversos.

A utilizacdo dos quimioterapicos pode ser feita de maneira conjunta, sendo
chamada de poliguimioterapia. O objetivo da poliquimioterapia é obter maior sucesso
terapéutico, retardo da resisténcia tumoral e reducdo dos efeitos colaterais. Isso
ocorre devido a utilizacdo de drogas com mecanismos de acao diferentes, atuacao
em fases diferentes do ciclo celular e, ainda, menor dose das drogas selecionadas
(BONASSA e SANTANA, 2005).

Os resultados da poliquimioterapia sdo os mais promissores considerando a
maior taxa de cura de muitos tumores e a sobrevida dos pacientes (FONSECA,
ALMEIDA e MASSUNAGA, 2000).

As possiveis combinag¢des de drogas para o cancer de mama, colo do utero,
corpo do Gtero e do ovario estdo relacionadas na tabela 1. E importante ressaltar
gue cada combinacdo destas tem protocolos especificos de dosagem, via de

administracao, intervalo da aplicacéo e duracao do tratamento.
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Quadro 1. Possiveis combinacdes de agentes quimioterapicos no tratamento dos
canceres do sistema reprodutor feminino de maior ocorréncia no Brasil.

Poliquimioterapia Referéncia
Céancer de mama Adriamicina, ciclofosfamida e SPARANO et al., 2008
docetaxel;
Doxorrubicina, ciclofosfamida e
docetaxel;
Dxorrubicina, ciclofosfamida e
paclitaxel
Docetaxel e ciclofosfamida JONES, et al., 2006

5-fluorouracil, doxorrubicina e MARTIN et al., 2003
ciclofosfamida

Céancer do colo do Utero Cisplatina e topotecano LONG et al., 2005
Cisplatina e paclitaxel PICCART et al., 2000
Cancer do endométrio Carboplatina e paclitaxel HOSKINS et al., 2001
Adriamicina e ciclofosfamida THIGPEN et al., 1994
Céancer de ovario Cisplatina, bleomicina e DIMOPOULOS et al., 2004
etoposideo
Carboplatina e docetaxel MARKMAN et al., 2001

Ciclofosfamida e carboplatina SWENERTON et al., 1992

Fonte: autoria propria

Os agentes quimioterdpicos ndo possuem especificidade em relagdo as
células cancerosas e, da mesma forma que a radioterapia, afetam as células
normais do nosso corpo (PIAZZA, URBANETZ e CARVALHO, 2011). Uma das
principais caracteristicas das células tumorais € sua proliferacdo acelerada. Algumas
células normais também possuem atividade mitética acima da média do restante,
como as células da medula 6ssea, do tecido germinativo, do tubo digestivo e do
foliculo piloso (BONASSA e SANTANA, 2005). Nao € coincidéncia, portanto, que 0s
principais sintomas apresentados por pacientes oncoldgicos em tratamento
quimioterapico sejam nauseas e vOmitos, mielotoxicidade, alopecia e mucosite
(VIEIRA et al., 2012).

Segundo o INCA (2018), podemos enquadrar os principais sintomas de
acordo com o tempo de exposicéo a droga (tabela 2), evidenciando que a gravidade

dos sintomas € proporcional ao tempo de tratamento necessario ao paciente.
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Quadro 2: Efeitos toxicos dos agentes quimioterapicos de acordo com o tempo de
exposicao a droga.

| Intervalo de tempo  Sintomas

Precoces Nauseas, vomitos, mal estar, adinamia, artralgias, agitacdo, exantemas,
(0-3 dias) flebites.

Imediatos Mielossupressédo, mucosites, cistite hemorragica, imunossupressao.

(7-21 dias)

Tardios Alopécia, miocardiopatia, hiperpigmentacéo, imunossupressao,
(meses) neurotoxicidade, nefrotoxicidade.

Meses / anos Infertilidade, carcinogénese, mutagénese, distarbio de crescimento,
(ultratardios) sequelas no sistema nervoso central.

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2018).

A hormonioterapia € um tipo de tratamento que se baseia na diminuicdo do
nivel de horménios ou bloqueio da sua acdo nas células tumorais. Sua utilizacéo é
limitada a tumores malignos que dependem de estimulo hormonal, como no céancer
de mama, cujas células tumorais possuem receptores especificos para hormoénios
como os de estrégeno e progesterona (BRITO, PORTELA e VASCONCELLOS,
2014). A hormonioterapia pode ser feita de maneira paliativa a fim de evitar efeitos
colaterais mais graves com uso de quimioterapicos (LEAL, CUBERO e GIGLIO,
2010). Adicionalmente também pode ser adjuvante ou neoajduvante (MATTAR,
ELLIS e HEGG, 2011). O tratamento neadjuvante é importante em muitos casos
para evitar uma possivel cirurgia (mastectomia) (MATTAR, ELLIS e HEGG, 2011).

Os principais efeitos adversos podem incluir fogachos, corrimento vaginal,
sangramento vaginal, tromboembdlicos venosos, catarata, cancer de endométrio
(OKINO SAWADA et al., 2009), artralgia (MAO et al., 2014), osteopenia e
osteoporose (RAMASWAMY e SHAPIRO, 2003). Assim, a hormonioterapia também
pode afetar a fungéo reprodutiva nas mulheres.

3.3.1 Efeitos colaterais sobre a funcéo reprodutiva

A infertilidade é caracterizada pela FOP. Geralmente, a FOP é o termo
utilizado para descrever mulheres com idade inferior a 40 anos que apresentam
interrupcdo  da  funcdo ovariana, caracterizando-se por  amenorreia,
hipergonadotropismo e hipoestrogenismo, podendo coexistir ou ndo a deplecao
folicular (REBAR, 2009). Ou seja, essas mulheres podem ovular e mesmo ter filho
apos o diagnostico, sendo o termo “Insuficiéncia Ovariana Primaria”, por vezes, mais

adequado ao quadro clinico (REBAR, 2009).
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Essa insuficiéncia tem causas que variam desde fatores imunolégicos
(doencas autoimunes) e fatores toxicos-ambientais (drogas quimioterapicas ou
procedimentos radioterapicos-cirargicos) até causas genéticas (REBAR, 2009).
Adicionalmente, existem as causas idiopaticas que, embora seus mecanismos
desencadeadores ndo tenham sido caracterizados, induzem a génese dos
fendbmenos de apoptose nos odcitos (MORITA, 1999).

A FOP pode ser dividida em primaria e secundaria. Na FOP primaria,
ocorrem, principalmente, por aberracdes genéticas que podem ser autossémicas ou
alteracdes no cromossomo X e a diminuicdo do pool de foliculos primordiais
(aumento da atresia devido a apoptose ou fracasso da maturacdo folicular) da-se
pela reducdo da dosagem génica e efeitos ndo especificos de cromossomos, o0s
quais prejudicam a meiose (SHELLING, 2010). A FOP secundéria é a causada,
dentre outros fatores, por ooforectomia bilateral, quimioterapia e radioterapia
(SHELLING, 2010).

Vérios estudos relatam a influéncia direta dos agentes quimioterapicos sobre
a insuficiéncia ovariana, dentre eles podemos citar: testes da reserva ovariana em
pacientes com cancer (SINGH, DAVIES e CHATTERJEE, 2005), insuficiéncia
ovariana precoce em mulheres submetidas a quimioterapia contra cancer de mama
(TELES et al., 2009 e prevaléncia de amenorreia em pacientes submetidas a
tratamento quimioterapico (ROSSONI et al., 2010).

3.3.1.1 Areserva ovariana e sua avaliagao

Os ovarios dos mamiferos sdo constituidos por uma unidade basica
estrutural e funcional denominada foliculo ovariano que fornece o ambiente
necessario para o crescimento e a maturacéo oocitaria (GOSDEN et al., 1993). Ele é
constituido por um odcito circundado por células somaticas (células da granulosa e
tecais) e suas funcdes consistem na producao e liberacdo de hormdénios esteroides e
outros peptideos (funcdo endocrina) e na funcdo exdcrina ou gametogénica
(GONCALVES, FIGUEIREDO e FREITAS, 2008).

Os foliculos podem ser classificados em pré-antrais (ndo cavitarios) e antrais
(cavitérios). Os primeiros correspondem a cerca de 90% a 95% da populacdo

folicular e subdividem-se em primordiais, primarios e secundarios. Os antrais

31



subdividem-se em terciarios e pré-ovulatérios (GONCALVES, FIGUEIREDO e
FREITAS, 2008). De forma que a reserva ovariana € definida como o pool de
foliculos ovarianos disponiveis para recrutamento, consistindo no potencial funcional
do ovario através do numero e da qualidade dos odcitos (CHUANG et al., 2003;
MAHESWARI, FOWLER e BHATTACHARYA, 2006).

A avaliacdo da reserva ovariana pode ser feita quando deseja-se adiar a
maternidade por motivos ndo meédicos; quando jovens sdo submetidas a tratamentos
para neoplasias que podem acarretar perda da sua fertilidade futura, ooforectomia
causada da endometriose ou de cistos, passado de doenca inflamatodria pélvica;
dificuldade para engravidar, com idade superior a 35 anos ou historico familiar de
faléncia ovariana prematura (CASTRO et al., 2010). O teste da reserva ovariana
para ser eficaz deve ser preditivo de concepcao, indicar a duracao provavel da
atividade dos ovarios, apontar a chance de se ter um recém-nascido vivo e indicar a
dose ideal de estimulacao ovariana MAHESHWAR, FOWLER e BHATTACHARYA,
2006).

Essa avaliacdo € medida através de testes e marcadores de atividade
ovariana, dentre 0s quais os mais utilizados sdo: dosagens hormonais, como foliculo
estimulante (FSH) (CHUANG et al.,, 2003), luteinizante (LH) (WEGHOFER e
FEICHTINGER, 2006), estradiol (EVERS el. al., 1998) e inibina-B (coletados no
terceiro dia do ciclo menstrual) (de VET et al., 2002), dosagem de Hormdnio Anti-
mulleriano (FICICIOGLU, et al., 2006); testes provocativos ou dinamicos, como o
teste com citrato de clomifeno (TCC) (JAIN et al., 2004), o teste com agonistas do
GnRH (TAG) e o teste com FSH exégeno (TFE); medidas ultrassonograficas, como
a contagem de foliculos antrais e a medida do volume ovariano (HENDRIKS et al.,
2007); e a biopsia ovariana (LASS, 2004). A contagem de foliculos antrais envolve a
medida de foliculos entre 2 e 10 mm, variando entre os centros de estudo.
Considera-se que essa contagem depende do tamanho do pool folicular primordial
do qual os foliculos sdo recrutados. Considera-se como minima uma contagem de
dez foliculos na soma dos dois ovarios, para a obtencdo de taxas adequadas de
gestacao (AVRIL, 2006; LASS, 2001).

A avaliacdo da reserva ovariana pode ainda ser realizada pela contagem dos
foliculos pré-antrais onde sédo observadas as alteragbes e degeneracfes celulares

através de técnicas como histologia, microscopia eletronica de transmissado (MET),
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azul de Trypan, Hoescht, TUNEL e marcadores de atividade proliferativa celular
(MATOS et al., 2007).

Figura 1. Canceres do sistema reprodutor feminino de maior ocorréncia no Brasil:
mama, colo do Utero, corpo do Utero e ovario. As estimativas de novos casos para
2018 sao 59.700, 16.370, 6.600 e 6.150, respectivamente. As caracteristicas de
cada cancer sdo descritas na ordem: estimativa, fatores de risco, estadiamento,
principais sintomas, classificacéo histolégica e poliquimioterapia

USG: ultrassonografia; RM: ressonancia magnética; TC: tomografia computadorizada; PAAF: puncao
aspirativa por agulha fina; BFA: bidpsia de fragmento com agulha; DHL: desidrogenase lactica; FA:

fosfatase alcalina; MMG: mamografia; BI-RADS: Breast Imaging-Reporting and Data System; HPV:
papiloma virus humano.
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3.4 CONCLUSAO

O céancer € uma patologia com mecanismos complexos e bastante
heterogéneos. Mesmo com avangos nas pesquisas sobre agentes antitumorais, 0s
dados anuais do INCA revelam que os casos de canceres no Brasil e no mundo vém
aumentando. No caso dos canceres do sistema reprodutor feminino, particularmente,
€ imprescindivel o diagnostico precoce para evitar a evolucdo dos tumores, com
consequente perda da funcéo reprodutiva, seja por intervencao cirdrgica seja pelos
agentes quimioterapicos e radioterapia utilizados.

Os efeitos danosos das terapias anticancer sobre a funcdo reprodutiva das
mulheres podem ocorrer direta ou indiretamente. Mesmo em tratamento de canceres
gue ndo estdo associados ao sistema reprodutor feminino, a quimioterapia, por
exemplo, por atuar de forma sistémica, causam efeitos colaterais cuja gravidade
dependera do tempo de exposicdo as drogas. De uma forma ou de outra, essas
terapias podem causam danos irreparaveis aos ovarios.

Infelizmente, até 0 momento ainda ndo existem terapias anticancer seletivas
apenas para as células tumorais. Ao longo das décadas, algumas terapias cairam
em desuso enquanto outras foram sendo adotadas, sempre com objetivo de otimizar
o tratamento e reduzir seus efeitos adversos. Dessa forma, € imprescindivel a
corrida em busca de melhorias no intuito de pér fim ou minimizar o impacto destas

terapias sobre as mulheres.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante da multiplicidade do cancer e de suas terapias, 0os oncologistas clinicos
devem estar atualizados e sempre atentos ao surgimento de novas drogas e/ou
terapias alternativas. E de se esperar que daqui a um tempo, pesquisadores
consigam descrever todos os mecanismos envolvidos na patogenia desta doenca e
lancar terapias eficazes que permitam a preservacdo da fertilidade feminina,

gualidade de vida e cura, sem riscos de recidivas.
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4 CAPITULO 2

PRODUTOS NATURAIS NA QUIMIOTERAPIA DO CANCER
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4.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo definidas como as plantas cuja sua totalidade ou
seus componentes sao utilizados como medicamentos fitoterapicos, de forma que,
medicamento fitoterapico é todo aquele do qual se utilizam apenas matérias-primas
vegetais (BRASIL, 2004a).

A utilizacdo de plantas medicinais € muito difundida no mundo e,
principalmente, em paises da América do Sul, e contribui para os cuidados com a
saude como no tratamento de doencas primarias (HOLETZ et al., 2002). No Brasil,
estas plantas sao utilizadas sob forma de extratos brutos, infusbes ou emplastros
para tratar infeccfes sem evidéncias cientificas de eficacia (HOLETZ et al., 2002).

Nota-se que h& necessidade de estudos sobre os principios ativos das mais
diversas plantas consumidas. Esses principios ativos, dentro de uma mesma planta,
podem variar de acordo com as condicfes da planta na natureza: como idade,
estacdo da colheita, tipo de solo, suas partes (folhas, raiz, caule, sementes ou fruto)
e, ainda, do modo de extracdo (BRASIL, 2004b). Neste ultimo caso, de maneira
resumida, sdo utilizados solventes polares como etanol, metanol ou agua para
extracdo de metabolitos polares e cloroformio e hexano para extragdo de compostos
mais lipofilicos (DUNN e ELLIS, 2005). Consequentemente, a escolha dos reagentes
corretos otimiza a extragéo do metabolito a ser analisado (DUNN e ELLIS, 2005).

Portanto, € de suma importdncia uma investigagdo do potencial
medicamentoso das plantas medicinais para corroborar seus efeitos terapéuticos e,
possivelmente, proceder com a producao de farmacos mais baratos e com menos
efeitos colaterais para os pacientes.

Entre as plantas medicinais bastante difundidas no Brasil, esta a graviola,
Annona muricata, da familia Annonaceae, conhecida por seu uso etnomédico
extensivo tradicional, cujo interesse dos pesquisadores vem aumentando na
tentativa de isolar fito-constituintes e elucidar suas acdes farmacologicas
(MOGHADAMTOUSI et al., 2014).

4.2 Annona muricata L: uso etnomédico e fitoquimica
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A Annona muricata L € uma planta da familia Annonaceae e género Annona,

amplamente distribuida na América Central e do Sul.

Figura 01. Folhas, frutos e sementes de Annona muricata

©F. Le Bellec, CIRAD

Fonte: http://www.tramil.net/fototeca/imageDisplay.php?id_elem=36&famil=ANNONACEE

4.2.1 Uso etnomédico e atividade bioldgica

A graviola é amplamente utilizada como medicamento tradicional pela
populacéo de paises em desenvolvimento (BARATA et al., 2009).

Todas as suas partes sao utilizadas para finalidades especificas. A raiz da
planta € usada como vermifugo (MORTON, 1987). Suas cascas utilizadas como
espamoliticas e contra o diabetes (LORENZI; MATOS, 2002). A fruta pode ser
utilizada para fins nutricionais, como alimento diurético, no caso do suco, e, ainda,
quando imaturo, serve para disenteria (BARATA et al., 2009). As flores e as folhas
dessa planta sdo utilizadas contra tosse e problemas no trato respiratério inferior
(MORS, RIZZINI e PEREIRA, 2000). As sementes e as folhas séo utilizadas como
adstringente e emética (LORENZI; MATOS, 2002; DE CARVALHO, DOS SANTOS e
SANT’ANA, 2000). As folhas sao utilizadas, ainda, por sua acao antiparasitaria,
antirreumatica e antinevralgica (DE CARVALHO, DOS SANTOS e SANT'ANA,
2000); como sedativo, expectorante e broncodilatador (QUEIROZ et al., 1988); como

emagrecedor e antineoplasico em alguns tipos de cancer (BARATA et al., 2009).
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Um dos principais motivos que chama a atengcdo para esta planta nas
Ultimas décadas é seu potencial anticancerigeno. Na América do Sul e na Africa, ela
€ amplamente utilizada pela populacdo contra tumores e canceres diversos
(ADEWOLE e OJEWOLE, 2009). A atividade anticancerigena de A. muricata ja foi
estudada em células cancerosas da prostata BPH-1 (ASARE et al., 2015);
guimiopreventiva na proliferacdo das células do tecido mamario (MINARI e OKEKE,
2014); toxicidade contra células cancerosas do colén, linhagem HT-29
(MOGHADAMTOUSI et al., 2014a; MOGHADAMTOUSI et al., 2015a) e linhagem
HCT-116 (MOGHADAMTOUSI et al., 2014a); toxicidade contra células cancerosas
do pulméo, linhagem A549 (MOGHADAMTOUSI et al., 2014b); estabilizacdo da
metastase no cancer de mama (HANSRA, SILVA e MEHTA, 2014); toxicidade contra
células k562 da leucemia mieloide cronica (EZIRIM et al., 2013); diminuicdo da
tumorigenicidade e metastase de tumores pancreéaticos (TORRES et al., 2012);
toxicidade contra linhagens celulares do hepatoma humano Hep G2 e Hep 2, 2, 15
(LIAW et al., 2002); e toxicidade contra células cancerosas do pancreas, linhagem
MIA PaCa-2 (ZENG et al., 1996).

4.2.2 Fitoquimica

De acordo com a reviséao feita por Moghadamtousi e colaboradores (2015b),
diferentes partes da graviola (folhas, sementes, frutos e casca) foram avaliadas
fitoquimicamente, constatando-se a presenca de alcaloides, megastigmanos,
triglicosideos de flavonol, fendlicos, ciclopéptideos, Oleos essenciais e acetogeninas
annonaceous. E, da mesma forma, estes fitoconstituintes foram associados as suas
respectivas atividades bioldgicas.

No quadro a seguir sdo discriminados alguns dos fito-constituintes de A.
muricata com atividade anticancerigena ja comprovada, agrupados de acordo com a

parte da planta do qual foram extraidos.
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Quadro 01. Compostos quimicos com atividade anticancerigena isolados de A.
muricata.

Parte da planta | Fito-constituinte glass Atividade biolégica
Folhas énnomuncma A Be AGE Toxicidade contra células cancerosas do
. . pulméo A549, mama MCF-7 e colon HT-29
Muricatocina C
Folhas Annomuricina E e AGE Toxocidade contra células cancerosas do
muricapentocina pancreas MIA PaCa-2 e do colon HT-29
Annomutacina,
(2,4-cis)-10R- Toxicidade contra células cancerosas do
Folhas annonacina-A-um e | AGE ulm&o A549
(2,4-trans)-10R- P
annonacina-A-um
Folhas Annohexocina AGE Toxicidade contra diferentes células
cancerosas
Folhas Muricatocina A e B AGE TOX|c~|dade contra células cancerosas do
pulméo A549
Folhas Annopentocina A AGE TEJX|C|dade contra células cancerosas do
pancreas MIA PaCa-2
Folhas Annopentocina B e C AGE TOX|C~|dade contra células cancerosas do
pulméo A549
Cis- annomuricina-D- Toxicidade contra células cancerosas do
Folhas um e trans- | AGE pulmédo A549, colon HT-29 e péncreas MIA
annomuricina-D-um PaCa-2
Murihexocina A, Be C
Muricoreacina Toxicidade contra diferentes células
Folhas Cis-corossolona AGE cancerosas
Annocatalina
Annocatacina B
Frutos Muricina J. K e L AGE To/xmdade contra células do cancer de
préstata PC-3
. . Toxidade contra células cancerosas do
Sementes Muricatacina AGE | limdo A549, mama MCF7 e célon HT-29
Muricina A, B, C, D, E,
Sementes F,. G,Hel . AGE Toxidade contra células do hepatoma
Cis-annomontacina humano
Annocatacina A
Cis-annonacina
Cis-annonacina-10- I . L.
um Inibicdo do tumor da vesicula coronaria,
Sementes Cis-qoniotalamicina AGE células cancerosas do pulmao A549, mama
s-gon MCF-7 e c6lon HT-29
Arianacina
Javoricina
Sementes Gigantetrocina B AGE L?r)fgj;de contra células cancerosas do coélon
Sementes Corossolina AGE Toxicidade contra células cancerosas oral KB
Sementes e | Gigantetrocina A AGE Toxidade contra células cancerosas do célon
folhas Muricatetrocina Ae B HT-29
Sementes,
folhas e | Annonacina AGE Inibidor do complexo | mitocondrial
pericarpo
1%??221 intes € Corossolona AGE Toxidade contra células cancerosas oral KB
ngentes, Solamina AGE Toxicidade contra células cancerosas oral KB
raizes e folhas

AGE: acetogenina anonacea. Fonte: MOGHADAMTOUSI et al., 2015b.
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Neste sentido, fica em aberto, um espectro de possibilidades para a acao
anticancerigena da graviola, uma vez que sua analise fitoquimica mostrou uma
variedade imensa de metabdlitos primarios e secundarios (LORENZI e MATOS,
2008). Devido a estas evidéncias, a graviola (MOGHADAMTOUSI et al., 2015) tem
grande procura no mercado por laboratérios de pesquisa e de produgdo de
fitoterdpicos. Concomitantemente, o amplo emprego desta planta pela medicina
popular, com resultados positivos, e sua grande biodisponibilidade no Brasil
estimulam estudos quimicos, farmacologicos e clinicos mais direcionados, buscando
validar o extrato de A. muricata como medicamento antitumoral (LORENZI e
MATOS, 2008). No entanto, a ampla abordagem cientifica com essa planta, esta
focada basicamente nos seus efeitos benéficos, limitando os estudos sobre os
efeitos adversos que podem ocorrer na utilizacdo do seu extrato bruto ou
componentes individuais, como por exemplo a gonadotoxicidade que afeta

drasticamente mulheres em idade reprodutiva.
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RESUMO

A Annona muricata (graviola) tem se destacado por sua elevada atividade citotoxica
e especificidade em relacédo as células tumorais, sendo necessérios estudos sobre o
impacto desse quimioterapico natural sobre a reserva ovariana e,
consequentemente, sobre a fertilidade feminina. Este estudo investigou o efeito
morfopatolégico do extrato etanolico de folhas de A. muricata sobre a reserva
ovariana de camundongos fémeas. Inicialmente, o extrato etandlico das folhas de A.
muricata foi analisado por fitoquimica qualitativa, espectrofotometria UV-vis e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para confirmar presenca de ativos
antes da administracdo nos animais. Para a parte experimental, foram utilizados 24
camundongos fémeas da linhagem Swiss, com idade entre 2 a 3 meses, 0S quais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais de acordo com a
substancia administrada: | - solugdo salina 0,9% (veiculo), Il - ciclofosfamida (75
mg/kg), lll - extrato da folha de graviola (50 mg/kg) e IV - extrato da folha de graviola
(200 mg/kg). Ao final, os animais foram eutanasiados e seus ovarios, baco, coracao,
estdbmago, figado, pulmdes, rins e Utero foram coletados e analisados quanto a sua
morfologia. Para a anadlise histologica dos ovarios foi observado o numero de
foliculos, a morfologia folicular e a densidade das células do estroma ovariano. Em
adicdo, foi realizada a andlise anatomopatologica dos diferentes 6rgédos coletados.
Para a andlise estatistica, os resultados foram expressos como média e frequéncia
absoluta, considerando p < 0,05. Os ensaios de caracterizagdo do extrato revelaram
presenca de acidos organicos, flavonoides, alcaloides e esteroides, com confirmacéo
de subclasses dos flavonoides por espectrofotometria UV-vis e CLAE. Segundo as
inferéncias estatisticas, os grupos tratados com o extrato ndo mostraram morte
folicular ou diminuicdo da densidade das células do estroma em relacéo ao veiculo,
enquanto o grupo tratado com a ciclofosfamida mostrou maior nimero de morte
folicuar (p < 0,05 em relagho ao mesmo. Adicionalmente, a analise
anatomopatoldgica dos 6rgdos dos animais tratados com o extrato 50 mg/kg néo
apresentou alteracfes distinguiveis em relagcdo ao veiculo. Em contrapartida, os
grupos do extrato 100 mg/kg e da ciclofosfamida apresentaram alteracdes no figado.
Dessa forma, o estudo mostrou que o extrato etandlico de folhas de graviola ndo
reduziu a reserva ovariana de camundongos fémeas em ambas as concentracdes,
nao sendo toxico ao ovario de acordo com os parametros utilizados e, ainda, que a
dose de 50 mg/kg € a de melhor escolha para estudos posteriores.

Palavras-chave: Quimioterapicos. Fertilidade. Reserva ovariana.
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ABSTRACT

Annona muricata (graviola) has been noted for its high cytotoxic activity and
specificity in relation to tumor cells, requiring studies on the impact of this natural
chemotherapeutic on the ovarian reserve and, consequently, on female fertility. This
study investigated the effect of the ethanolic extract of A. muricata leaves on the
preservation of the ovarian reserve of female mice. Initially, the ethanolic extract of A.
muricata leaves was analyzed by qualitative phytochemistry, UV-vis
spectrophotometry and high performance liquid chromatography (HPLC) to confirm
the presence of active substances prior to administration to the animals. Twenty four
female Swiss mice, aged 2 to 3 months, were randomly divided into four
experimental groups according to the administered substance: | - saline solution
0.9% (vehicle), Il - cyclophosphamide (75 mg / kg), lll - soursoup leaf extract (50 mg /
kg) and IV - soursop leaf extract (100 mg / kg). At the end, the animals were
euthanized and their ovaries and spleen, heart, stomach, liver, lungs, kidneys and
uterus were collected and analyzed for their morphology. The histological analysis of
one ovary of each animal was performed through the evaluation of the follicle
number, follicular morphology and ovarian stromal cell density. Finally, the
anatomopathological analysis of the different organs collected was performed. For
the statistical analysis, the results were expressed as median, considering p <0.05.
The characterization of the extract showed the presence of organic acids, flavonoids,
alkaloids and steroids, with confirmation of subclasses of flavonoids by UV-vis
spectrophotometry and HPLC. For the histological analysis of the ovaries, the
follicular number, the follicular morphology and the density of ovarian stromal cells
were observed. In addition, the anatomopathological analysis of the different organs
collected was performed. For the statistical analysis, the results were expressed as
mean and absolute frequency, considering p <0.05. The characterization of the
extract showed the presence of organic acids, flavonoids, alkaloids and steroids, with
confirmation of subclasses of flavonoids by UV-vis spectrophotometry and HPLC.
According to statistical inferences the groups treated with the extract did not show
follicular death or decreased stromal cell density in relation to the vehicle, while the
cyclophosphamide treated group showed a higher number of follicular death (p <
0.05). In addition, anatomopathological analysis of the organs treated with the
concentration 50 mg/kg of the extract did not show any distinguishable changes in
relation to the vehicle. Thus, the study showed that the ethanolic extract of graviola
leaves preserved the ovarian reserve of female mice, not being toxic to the ovary. In
addition, anatomopathological analysis of the organs of the animals treated with the
50 mg / kg extract did not show any distinguishable changes in relation to the vehicle.
In contrast, the 100 mg / kg extract and cyclophosphamide groups showed
alterations in the liver. Thus, the study showed that the ethanolic extract of soursoup
leaves did not reduce the ovarian reserve of female mice at both concentrations and
was not toxic to the ovary according to the parameters used, and also that the dose
of 50 mg / kg is the one of better choice for further studies.

Key-words: Chemotherapeutics. Fertility. Ovarian reserve.
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5.1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos quimioterapicos vigentes para o tratamento do cancer ainda
traz consigo muitos efeitos colaterais. Dentre estes efeitos estd a disfungéo
reprodutiva, que pode ser irreversivel (LONGO, 2014). Nas mulheres, esta disfuncéo
reprodutiva pode resultar da faléncia ovariana prematura (FOP), definida como a
diminuicdo do pool dos foliculos ovarianos disponiveis para recrutamento, com
reducdo da quantidade e da qualidade dos gametas femininos (MEIROW et al.,
2010; MALTARIS et al., 2007; ANDERSON et al.,, 2006; MEIROW e NUGENT,
2001).

Devido aos efeitos indesejaveis dos quimioterapicos, busca-se o
desenvolvimento de novas substancias a base de produtos naturais que tenham
atividade antitumoral eminente e, ao mesmo tempo, ndo causem efeitos colaterais.
Dessa forma, o estudo de extratos ou bioativos de plantas a serem testados como
antitumorais, sobretudo em mulheres em idade reprodutiva, deve também ter como
foco suas respostas gonadotoxicas como forma de contornar a FOP e,
consequentemente, desenvolver tratamentos especificamente desenhados para
prevenir a infertilidade feminina.

Dentre as plantas medicinais amplamente estudadas, a Annona muricata,
conhecida popularmente como graviola, pertencente a familia Annonaceae, é
bastante conhecida por seu extensivo uso etnomédico tradicional (LORENZI e
MATOS, 2008). A utilizacdo das suas folhas j& foi descrita por ter propriedades
adstringente e emética (LORENZI; MATOS, 2002; DE CARVALHO, DOS SANTOS e
SANT’ANA, 2000); acado antiparasitaria, antirreumatica e antinevralgica (DE
CARVALHO, DOS SANTOS e SANT’ANA, 2000); acado sedativa, expectorante e
broncodilatadora (QUEIROZ et al., 1988); e, ainda, com acdo antineoplasica em
alguns tipos de cancer (BARATA et al., 2009).

Estudos anteriores relataram que a graviola apresentou toxicidade contra
células cancerosas da mama, linhagem MCF7 (NAJMUDDIN et al., 2016; SUN et al.,
2014) e linhagens MDA-MB-231 e 4 T1 (NAJMUDDIN et al., 2016) ; contra células
do cancer de préstata (ASARE et al., 2015; SUN et al., 2014; CHANG et al., 2003;
LIAW et al., 2002), contra células cancerosas do colon, linhagem HT-29 (SUN et al.,

2014; KIM et al., 1998), contra células cancerosas do pulm&o, linhagem A549 (SUN
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et al., 2014; WU et al., 1995); contra células cancerosas do pancreas, linhagem MIA
PaCa-2 (KIM et al., 1998; ZENG et al., 1996); contra células do hepatoma humano
(RIESER et al., 1991); contra células cancerosas oral KB (VILA-NOVA et al., 2013;
VILA-NOVA et al.,, 2011; LIAW et al., 2002; CORTES et al.,, 1991) e atividade
qguimiopreventiva na proliferacdo de células do tecido mamério (MINARI e OKEKE,
2014).

Aliado ao seu elevado potencial citotoxico, a graviola, ao contrario dos
guimioterapicos convencionais, possui especificidade em relacdo as células tumorais
(BARATA et al., 2009). Contudo, segundo nosso conhecimento, ainda ndo ha
estudos sobre o impacto desse quimioterapico natural sobre a reserva ovariana e,
consequentemente, sobre a FOP. Dessa forma, este estudo teve como objetivo
investigar o impacto do extrato etanolico de folhas de A. muricata sobre a reserva

ovariana de camundongos fémeas.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Origem dos animais e grupos experimentais

Camundongos fémeas (Mus musculus) (n=24), da linhagem Swiss, com idade
entre 2 a 3 meses, foram obtidas do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) apés aprovagdo do estudo pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA), protocolo 22116. Os animais
foram alimentados com racdo apropriada e agua ad libitum, mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 h a temperatura de 22 °C (+ 2), em gaiolas de polipropileno
forradas com xilana e seu manejo durante as praticas experimentais seguiu 0
preconizado pela legislacdo brasileira (Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA
2016).

O estudo totalizou quatro grupos experimentais e o0 delineamento
experimental é ilustrado na figura 1. As fémeas, aleatoriamente destinadas para os
grupos experimentais (n=6 animais/grupo), foram pesadas no primeiro dia, antes da

administracdo das substancias, e ao final do experimento (oitavo dia).
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Camundongos fémeas

[ n = 24|
Grupo S Grupo C Grupo G50 Grupo G100
[ [ [ [
. ) . Extrato da folha Extrato da folha
Veiculo _ Clclofosfan?l_da de A muricata de A. muricata
(Controle negativo) (Controle positivo) (50 mg/kg) (100 mg/kg)
n =6 n =6 n =6 n =6

Figura 01. Desenho esquematico evidenciando 0s quatro grupos experimentais.
Fonte: Autoria prépria.

A administracdo do veiculo (0,1 ml de solucao salina 0,9% - Grupo S) e do
qguimioterapico ciclofosfamida (75 mg/kg em solugcédo salina 0,9% - Grupo C) foi
realizada de maneira asséptica, através de duas doses intraperitoneal (primeiro e
guarto dia), na regido abdominal inferior préxima da base da perna posterior
esquerda. Enquanto, o extrato de folha de A. muricata (50 e 100 mg/kg em solucéo
salina 0,9% - G50 e G100, respectivamente) foi administrado intragastricamente por

gavagem, durante sete dias consecutivos.

5.2.2 Obtencéao e extracdo do material vegetal

Os galhos de graviola foram coletados na comunidade Lagoa da Prata,
municipio Parnaiba — Pl (2°57'38"S 41°47°'26"W). Logo apds a coleta, a
fitotaxonomia para A. muricata foi realizada no Herbario do Departamento de
Biologia, Campus Ministro Reis Velloso, Universidade Federal do Piaui. As folhas
foram lavadas em agua corrente e escorridas para pesagem (498 g). Em seguida, as
folhas foram destinadas a estufa a 45°C para secagem por 72 h. As folhas foram
trituradas em um moinho de facas e o po obtido foi resfriado a temperatura ambiente
e pesado novamente para o calculo do rendimento (159,36 g). Posteriormente, foi
realizada maceracao exaustiva com etanol 95°C [proporc¢éo 1:10 (p:v)] com agitacéo
ocasional durante trés dias. Passado esse periodo, a suspensado foi filtrada com
papel filtro e o filtrado foi reservado. O procedimento foi repetido trés vezes até
descoloracdo completa da mistura e o filtrado final foi destinado a um rotaevaporador
a 40°C, 60 rpm, inicialmente a 175 mbar com diminuicao gradativa até 60 mbar até
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maxima evaporacao (PIEME et al., 2014). Em seguida, o extrato etandlico obtido foi
diluido em solucao salina 0,9% em diferentes doses (50 e 100 mg/kg) e reservado
para posterior analise e administracdo. O céalculo de rendimento do extrato etandlico
foi realizado com base na matéria seca da amostra coletada e no peso do extrato
obtido. A férmula utilizada para o céalculo do rendimento foi:
R (%) = ( ME+MF) x 100

Onde:

R = Rendimento do extrato etandlico;

ME = Massa do extrato etanolico (g);

MF = Massa das folhas secas de graviola (g).

5.2.3 Caracterizacao dos extratos

5.2.3.1 Prospeccéao fitoquimica

A analise fitoquimica qualitativa foi realizada utilizando a metodologia de
BARBOSA et. al. (2001) na qual foram investigadas as seguintes classes
metabolicas: saponinas (saponina espumidica), acidos organicos, acuUcares
redutores, polissacarideos, fendis e taninos, flavonoides por classes, alcaloides,
purinas, esteroides e triterpenoides. A massa do extrato utilizada para os testes foi
padronizada em 20 mg.

5.2.3.2 Espectrofotometria UV-vis

Os extratos e fragoes foram analisados no UV-1800 Shimadzu (software UV-
probe 2.33) com comprimento de onda na faixa 190 nm - 1100 nm. As
concentracdes testadas foram 3 mg extrato / 1 mL etanol 95%; 1,5 mg extrato / 1 mL
etanol 95%; 0,75 mg extrato / 1 mL etanol 95%; e 0,187 mg extrato / 1 mL etanol
95%. Os resultados dos espectros de absorbancia das amostras determinaram o0s
comprimentos de onda a serem analisados na cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).
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5.2.3.3 CLAE

Para a CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo — modelo SPD-20A), a amostra foi
tratada com metanol em um extrator de fase solida para retirada da clorofila. A
solucéo obtida foi evaporada no centrivap Concentraton Plus Eppendorf. A amostra
do extrato foi preparada utilizando-se 3 mg do extrato bruto em 1 mL de metanol
grau CLAE e essa solucao foi filtrada em filtro de seringa PES de 0,45 pum. Ao final,
10 pL foram injetados.

As condi¢gBes cromatogréficas para andlise dos extratos brutos foram: coluna
phenomenex Luna C18 250 mm x 4,6 mm x 10 um; comprimento de onda (A) 255 e
370 nm; vazado 0,5 mL/min; concentracdo das amostras 3 mg/mL; volume de injecéo
50 pL; fase mével MeOH 1% (v/v) de AcEtO e H20 com 1% (v/v) AcEtO (A);
gradiente 0-5 min (10%) B / 5-20 min (50% B) / 20-40 min (50% B) / 40-50 min
(100% B) / 50/70 min (10% B).

5.2.4 Coleta dos 6rgaos

Apbés sete dias da administracdo dos farmacos, as fémeas foram
eutanasiadas por sobredose de anestésicos (RN 13 de 2013 — CONCEA). Os
farmacos para eutanasia foram quetamina (450 mg/kg) e xilazina (45 mg/kg),
aplicados por via intraperitoneal (PAIVA, 2005). Em seguida, foram coletados
ovarios, baco, coracdo, estbmago, figado, pulmdes, rins e Gtero.

Todos os o6rgaos foram pesados, submetidos a analise macroscopica e, em
seguida, fixados em formol tamponado 10% por 12-24 h em temperatura ambiente e
destinados a andlise histopatolégica. O peso relativo dos 6érgaos foi calculado

dividindo-se o peso do 6rgao pelo peso do animal e multiplicando-se por 100.

5.2.5 Analise da morfologia folicular e da densidade de células do estroma

ovariano

As amostras ovarianas fixadas foram desidratadas em concentragdes
crescentes de alcool etilico, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes

seriados de 8 uym foram realizados, alinhados em ordem em laminas de vidro e
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corados com hematoxilina-eosina (HE) para avaliagdo do numero de foliculos, da
morfologia folicular e da densidade das células do estroma ovariano. Apoés
processamento histologico, os foliculos foram contados e classificados, utilizando um
microscopio de luz acoplado com uma camera fotografica Axiocam 105 color da
Zeiss considerando trés critérios: 1) estagio de desenvolvimento — primordial, com
ol0cito cercado por uma camada parcial ou completa de células da granulosa
escamosa; primario, com Unica camada de células da granulosa cuboidal; ou
secundario, com mais de uma camada de células da granulosa sem antro visivel
(MYERS et al., 2004; Figura 02). 2) aspecto morfolégico — normal (o6cito e células
da granulosa intactas) ou atrésico (apresentando picnose nuclear, retracdo
citoplasmatica e/ou destacamento das células da granulosa da membrana basal)
(MORITA e TILLY, 1999). 3) densidade das células do estroma ovariano — avaliada
por meio da contagem do numero de células do estroma, em uma area de 100 pum X
100 pm (CARVALHO et al., 2014). Para cada grupo experimental, 10 campos por
corte histologico foram avaliados, resultando um total de 60 campos por grupo, € o

namero médio de células de estroma por campo foi calculado.

5.2.6 Avaliacdo anatomopatoldgica dos 6rgéos

Apoés coletados, os o6rgdos foram avaliados macroscopicamente segundo
aspectos de cor, tamanho e textura. Os oOrgdos fixados foram desidratados em
concentracdes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e processados para
inclusdo em parafina segundo as técnicas habituais. Os tecidos embebidos em
parafina foram cortados em micrétomo ajustado para 5 um e, entdo, submetidos a
técnica de coloracao por HE.

Inicialmente, os oOrgdos foram avaliados de forma semiquantitativa em
microscopio de luz, considerando a presenca de alteracbes como: fenbmenos
degenerativos, presenca e tipo morfologico de inflamacao, presenca de congestao,
morte celular (apoptose e necrose), tipos morfologicos de necrose. A partir das
alteragdes histoldgicas encontradas nas analises semiquantitativas, foram realizadas
avaliac6es morfométricas em imagens digitalizadas em formato TIFF, as quais foram
analisadas com auxilio da camera fotografica Axiocam 105 color da Zeiss, programa

Zen 2.4.4. Por estar ligado diretamente ao sistema reprodutor das fémeas, foi
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realizada andlise adicional do Utero a partir das medidas do miométrio, endométrio e
epitélio lumial de cada animal, segundo GOMES et al., 2009, com 0 mesmo
analisador de imagens, uma vez que a diferenca na espessura destas camadas

pode indicar alteracdo morfoldgica.

Figura 02. Fotomicrografias de secc¢des histolégicas de foliculos em tecido ovariano
de camundongos fémeas. a: foliculo primordial normal (seta) com células da
granulosa em formato pavimentoso (ponta da seta); b: foliculo primario normal (seta)
com célula da granulosa em formato cuboide (ponta da seta); c: foliculo secundario
normal (seta); d: foliculo ovariano secundario atrésico (seta), a ponta da seta indica
desorganizacdo das células da granulosa, o asterisco indica retragdo citoplasmatica.
O: odcito, N: nucleo do odcito. Coloracdo hematoxilina-eosina. Escala 20 um.

5.2.7 Anélise estatistica

Foi realizada analise exploratéria sobre o banco de dados. Os resultados
foram analisados por estatistica descritiva e os dados foram submetidos aos testes
de Kolmogorov-Smirnov e Levene para confirmar a distribuicdo normal e a
homogeneidade da variancia, respectivamente. De acordo com a natureza dos

dados foram utilizados testes de analise de variancia (ANOVA) ou Kruskal-Wallis e
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pés-testes. As andlises foram realizadas com auxilio dos softwares SPSS 20.0 ou R

3.3.2. Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Rendimento e caracterizagéo do extrato

O rendimento do extrato etandlico de A. muricata foi 22053 mg ou 13,83% em
relacdo ao peso das folhas secas e os testes fitoquimicos qualitativos deste extrato
demonstraram presenca de &acidos organicos, flavonoides (flavonas, flavonois e
xantonas), alcaloides e esteroides como metabolitos secundarios (Tabela 1).

O seguimento da andlise deste extrato permitiu a observacdo de bandas
correspondentes a absor¢cédo de flavonas (269 nm e 320 nm), flavondis (370 nm e
412 nm) e clorofila (660 nm) por espectrofotometria UV-vis (Figura 3)

O cromatograma do extrato etandlico de A. muricata, no qual os parametros
utilizados tém sensibilidade para deteccédo de flavonoides, revelou 10 picos bem
definidos em detector de 350 nm, indicando presenca de subclasses de flavonoides.

Quadro 1: Resultado da avaliacao fitoquimica qualitativa demonstrando presenca de
metabdlitos secundarios

‘ Classes metabolicas Resultados
Saponina espumidica Negativo
Acidos organicos Positivo
AcUcares redutores Negativo
Polissacarideos Negativo
Fendis e taninos Negativo
Flavonoides Positivo
Alcaloides Positivo
Purinas Negativo
Esteroides Positivo
Triterpenoides Negativo
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Figura 3: Espectros de absor¢do UV-vis do extrato etandlico de A. muricata na
concentracdo 0,187 mg extrato / 1 mL etanol 95%. Em evidéncia as bandas 269 nm,
320 nm, 370 nm, 412 nm e 660 nm.

5.3.2 Andlise folicular e densidade de células do estroma

Foram avaliados 7.122 foliculos ovarianos neste estudo. Utilizando um fator
de correcao (total contados multiplicado por 5), péde-se chegar a um total de 35.610
foliculos. A figura 4A mostra o numero total de foliculos contabilizados em cada
grupo experimental. Pode-se observar que a quantidade de foliculos ovarianos apos
administracdo do extrato de graviola, independente da dose utilizada, foi
significativamente superior ao controle negativo (grupo S) e ao grupo no qual a
ciclofosfamida foi administrada (grupo C). Em adicdo, ndo ocorreu diferenca
significativa na quantidade total de foliclulos entre o grupo S e o grupo C (p > 0,05).

A quantidade total de foliculos por animal foi, em seguida, classificada de
acordo com sua morfologia folicular em foliculos normais ou atrésicos (Figura 4B).
Em média, 6.720 foliculos apresentaram-se morfologicamente normais no controle
(grupo S) e 700 atrésicos. Em contrapartida, 3.335 foliculos apresentaram-se
morfologicamente normais no grupo C e 3.235 atrésicos. Os grupos tratados com
extrato apresentaram 10.315 normais e 725 atrésicos (grupos G50) e 9.535 normais

e 1.010 atrésicos (grupo G100). Portanto, a média de foliculos atrésicos foi
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significativamente superior no grupo C em relagdo aos demais grupos e o grupo G50
apresentou maior numero de foliculos totais e normais.

A analise da morfologia folicular permitiu a diferenciacdo do estagio de
desenvolvimento folicular em primordiais, primarios e secundarios. A quantificacao
dessas categorias foi realizada nos quatro grupos e os resultados estdo na Figura
4C.
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Figura 4: Analise da morfologia folicular ovariana. A) Média de foliculos totais por
grupo. B) Média da quantidade de foliculos normais e atrésicos por grupo. C)
Quantificacéo dos foliculos de acordo com as principais classificacdes do estagio do
desenvolvimento folicular: primordiais, primarios e secundarios. S: grupo salina; C:
grupo ciclofosfamida 75 mg/kg; G50: grupo extrato de graviola 50 mg/kg; G100:
grupo extrato de graviola 100 mg/kg. Valores expressos como média + DP (n = 5).
Letras diferentes (a, b, c) indicam diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais (p <0,05).

A contagem das células do estroma ovariano nédo inferiu diferencas
significativas entre os grupos estudados (P > 0,05; Figura 5). A Figura 6 ilustra as

células do estroma ovariano para 0s quatro grupos.
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Figura 5: Densidade das células do estroma ovariano nos diferentes grupos
analisados (S: grupo salina; C: grupo ciclofosfamida 75 mg/kg; G50: grupo extrato de
graviola 50 mg/kg; G100: grupo extrato de graviola 100 mg/kg). Valores expressos
como média = DP (n = 5/grupo).

Figura 6: Fotomicrografias de corte histolégico do ovario mostrando células do
estroma. a) Grupo S; b) Grupo C; c) Grupo G50; d) Grupo G100. Coloracéo
hematoxilina-eosina. Escala 20 pm.
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5.3.3 Andlise anatomopatoldgica dos 6rgéos

A média de perda de peso dos animais e a distribuicdo do peso relativo de
todos os 6rgados nao apresentaram diferenca significativa entre os grupos (P > 0,05).
Em adicdo, a andlise macroscopica dos o6rgdos mostrou-se normal quanto a
cor/pigmentacdo e textura de todos os 6rgaos avaliados entre os grupos S, G50 e
G100. Todos os animais do grupo C, no entanto, apresentaram 6rgdos com muco
esbranquicado, sendo essa caracteristica mais evidente nos érgaos da cavidade
abdominal (Figura 7).

Figura 7: Imagens comparativas entre bagos, evidenciando a diferenca de textura
da membrana externa do 6rgdo. a) grupo S e b) grupo C. As setas indicam depdsito
de muco esbranquicado.

A avaliagdo microscopica do bacgo, coragdo, estbmago, pulmdes e rins dos
grupos C, G50 e G100 ndo mostrou alteracdes distinguiveis em relacdo ao veiculo
(grupo S).

A avaliacdo do figado permitiu a observacdo do espaco porta e da
conformagao dos vasos, estando oS mesmos normais em todos os tratamentos.
Porém, em relacdo aos hepatdcitos, no Grupo C pdde-se observar tumefacdo e
consequente vacuolizacdo citoplasmatica na maior parte dos mesmos. O grupo do
extrato G50 ndo apresentou qualquer alteracdo quando comparado ao controle
(grupo S). No grupo G100, no entanto, algumas células tumefeitas puderam ser
observadas, mas sem vacuolizacdo citoplasmatica avangada quando comparadas
ao grupo C (figura 8).
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normal (seta); b) Grupo C, hepatécito tumescente (seta), vacuolizacao citoplasmatica
(ponta da seta); ¢) Grupo G50, hepatécito normal (seta); d) grupo G100, células
tumescentes (asteriscos). Coloracdo hematoxilina-eosina. Escala 20 pm.

Apbés a avaliacdo da espessura uterina foi observada uma espessura
significativamente maior do epitélio lumial no grupo C quando comparado ao grupo
G50. No entanto, de acordo com comparacfes multiplas ndo foram observadas
diferencas significativas entre os demais grupos. Da mesma forma, ndo houve
diferencas entre as espessuras do endométrio e miométrio entre os grupos (Figura
9).
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Figura 9: Andalise morfométrica do utero. A) Média da espessura do endométrio. B)
Média da espessura do miométrio. C) Média da espessura do epitélio lumial. S:
grupo salina; C: grupo ciclofosfamida 75 mg/kg; G50: grupo extrato de graviola 50
mg/kg; G100: grupo extrato de graviola 100 mg/kg. Valores expressos como media +
DP (n = 5). Letras diferentes (a, b) indicam diferenca significativa entre 0os grupos
experimentais (p <0,05).

5.4. DISCUSSAO

A utilizacdo das terapias anticancer convencionais causam danos severos a
fertilidade feminina. Grande parte dos agentes quimioterdpicos podem causar
alteracbes nos o0citos e células da granulosa e da teca (OKTAY e ROSENWAKS,
2001). Tratamentos alternativos a base de produtos naturais tornam-se uma saida.
Porém, a importancia de um farmaco ndo se resume as suas atividades biologicas
sendo necesséarios estudos extensivos sobre seus os efeitos colaterais. Nesse
sentido, o presente estudo avalia pela primeira vez o efeito do extrato etandlico da
graviola sobre a reserva ovariana em camundongos fémeas in vivo.

O tipo de solvente utilizado para a extracao influencia tanto no rendimento
guanto no percentual dos metabdlitos secundarios dos diferentes extratos de plantas
(MACIEL, PINTO e VIEGA JR, 2002). O rendimento do extrato etandlico de folhas de
A. muricata obtido neste estudo foi de 13,83%, diferente do rendimento observado

com solvente metandlico (7,12%) e extratos aquosos (3,62%) (BASKAR e KUMAR,
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2007; ADEWOLE e OJEWOLE, 2009), 2,62% (ASARE et al., 2014) e 15%
(GEORGE, et al., 2015), demonstrando maior rendimento médio.

A avaliacdo do extrato utilizado neste estudo corrobora com estudos
anteriores, nos quais ha confirmacao da presenca de metabdlitos secundarios em A.
muricata como acidos organicos, flavonoides (flavonas, flavondis e xantonas),
alcaloides e esteroides (PIEME, et al., 2014; SOLOMON-WISDOM e MOHAMMED,
2014; GEORGE, et al., 2015; MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Outros estudos,
ainda, descreveram presenca de outras classes de metabdlitos secundarios como
acetogeninas, a partir de técnicas adicionais e diferentes partes da planta (WELE et
al., 2003; WU et al., 2006).

Essa caracterizacdo do extrato foi Util para confirmar a presenca de ativos
para administracdo nos animais, visto que os flavonoides e alcaloides possuem
efeitos terapéuticos. Os flavonoides, detectados pela CLAE, possuem,
principalmente, atividades anti-inflamatéria, antioxidantes e antineoplasica
(MACHADO et al., 2008). Como consequéncia, essas propriedades terapéuticas
levam muitas mulheres a fazerem uso de extratos com estes metabdlitos no intuito
de reduzir os sintomas da menopausa (MACHADO et al., 2008). Da mesma forma,
os alcaloides também possuem atividades anti-inflamatdria, antioxidante e citotoxica
(CASTILHOS, et. al., 2007; SILVA et al., 2007).

Por outro lado, farmacos utilizados comumente no tratamento de neoplasias,
principalmente os agentes alquilantes (ciclofosfamida) podem provocar, dentre
outros efeitos, diminuigdo ou perda da fertilidade devido a perda da funcéo ovariana
(GUERREIRO et al., 2015; BRITO, GUIMARAES e LANNA, 2001). Segundo Silva
(2014), estes farmacos também podem agir de maneira indireta, alterando o
desenvolvimento e a histofisiologia do sistema genital da prole feminina de ratas
Wistar ao cruzar com machos sob tratamento com agente quimioterapico (SILVA,
2014).

Em relacdo aos efeitos colaterais de A. muricata foram relatados apenas
neurotoxicidade quando utilizada fracdo purificada de alcaloides (ROTTSCHOLL et
al., 2016) e toxicidade em estudo contra o cancer de prostata em camundongos
guando utilizada a fragdo enriguecida com acetogenina (YANG et al., 2015). Em
estudos in vivo, a utilizacdo do extrato bruto ndo revelou prejuizos significativos
(HANSRA, SILVA e MEHTA, 2014; FLORENSE et al., 2014).
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Em nosso estudo, a avaliacdo histolégica do ovario revelou que o extrato
etandlico obtido das folhas de graviola ndo afetou o numero total de foliculos,
mantendo intacta sua morfologia. Adicionalmente, 0 mesmo ndo causou danos as
células do estroma ovariano, mantendo sua densidade normal. Essa resposta
possivelmente ocorreu devido as propriedades fitoquimicas e atividades bioldgicas ja
descritas desta planta como atividade anti-inflamatodria, antioxidante e antineoplasica
e, a0 mesmo tempo, especificidade em relagdo as células tumorais (LORENZI e
MATOS, 2008; BARATA et al, 2009; MOGHADAMTOUSI et al., 2014
MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

A avaliacdo macroscopica e microscopica de outros orgaos, adicionalmente
aos ovarios, foi realizada pela importancia da avaliacdo dos efeitos sistémicos do
extrato de graviola, uma vez que a corrida cientifica busca terapias anticanceres
alternativas que findem ou pelo menos reduzam os efeitos colaterais severos dos
farmacos convencionais sejam na funcéo reprodutiva ou em outras funcdes vitais.
Dessa forma, a preservacdo da estrutura uterina apos tratamento com o extrato de
graviola, particularmente, confirma a ndo agressédo deste extrato sobre outro 6rgao
reprodutivo. Em contraposi¢do, o grupo tratado com a ciclofosfamida 75 mg/kg
apresentou maior espessura média do epitélio lumial em relacdo ao grupo G50 e,
embora de acordo com as inferéncias estatisticas, essas diferencas ndo tenham sido
significativas em relacdo as medidas do endométrio e miométrio, nota-se que no
grupo C essas medidas foram maiores em relagcdo aos demais grupos. Sabe-se que
as diferentes espessuras das camadas uterinas podem ser um dos fatores que
interferem no desenvolvimento diferenciado dos fetos em fémeas. A aumento na
espessura ou medida das camadas uterinas podem ser resultados do aumento do
namero de mitoses e, consequentemente, da proliferacdo celular (GOMES et al.,
20009).

A preservacao dos demais orgaos também foi evidenciada, sendo mostrado
hepatocitos tumescentes somente ap0s a administracdo da dose maior do extrato,
i.e 100 mg/kg. Por se tratar de um 6rgdo-chave para o metabolismo, a dose de 50
mg/kg parece ser a mais adequada para a manutencdo da fertilidade dessas

fémeas, bem como para a manutengdo da homeostase do organismo como um todo.
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5.5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que administracao do extrato de
folhas de graviola em ambas as doses utilizadas ndo foi toxica para foliculos
ovarianos, ndo prejudicando, dessa forma, a reserva ovariana. Adicionalmente, o
extrato na concentracdo 50 mg/kg também nao causou efeitos colaterais detectaveis
nos demais orgaos analisados. Assim, pode haver viabilidade na utilizacdo desse
extrato em terapia anticancer se somados a estudos posteriores que corroborem o
mesmo, como a investigacdo de danos ao DNA das células ovarianas a partir de

testes de imuno-histoquimica e analises moleculares.
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5 CONCLUSAO

Em contraposicdo a outras patologias, a heterogeneidade do cancer ainda
nao possibilitou terapias que permitam a qualidade de vida das pacientes e nao
causem faléncias de outros 6rgdos que ndo seja aquele objeto direto do tratamento.
A comprovacao dos danos causados pelas terapias anti-cancer a funcéo reprodutiva
em mulheres abre espagco para novas pesquisas com o intuito de conseguir
contorna-los de modo a permitir melhor qualidade de vida e/ou cura.

Os produtos naturais com atividade antineoplasica comprovada,
necessitam de maior atencdo no que tange aos seus efeitos colaterais e interacdes
medicamentosas para serem utilizados, afim de ndo haver respostas gonadotoxicas
semelhantes aos farmacos antineoplasicos convencionais.

Dessa forma, a nado toxicidade do extrato de Annona muricata sobre a
reserva ovariana de camundongos fémeas possibilita novos estudos que confirmem

seus beneficios.
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APENDICES
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A. Fotomicrografia de corte histolégico da curvatura maior do estdbmago mostrando
integridade das células da mucosa (seta voltada para esquerda), células parietais
(ponta da seta) e células principais (seta voltada para direita). Coloracdo HE. Escala
100 pum. B. Fotomicrografia de corte histolégico do coragdo evidenciando o

miocardio normal (seta) e cardiomidcitos (pontas da seta). Coloracdo HE. Escala 20
pm.

A
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C. Fotomicrografias de corte histolégico da porgcéo cortical do rim. Setas indicam
glomérulos normais. Coloragdo HE. Escala 20 yum. D. Fotomicrografias de corte
histolégico de pulm&o mostrando estruturas alveolares preservadas. Coloracdo HE.
Escala 100 um. a) Grupo S; b) grupo C; c) grupo G50; d) grupo G100.

C




E. Fotomicrografias de corte histolégico de Utero preservado. a) Visdo geral da
seccdo uterina em corte transversal (escala 200 pm), b) Seccdo uterina
evidenciando o epitélio uterino (escala 100 um). c) Secc¢do uterina mostrando epitélio
lumial (escala 20 um). A seta indica epitélio lumial. M: miométrio; E: endométrio.
Coloracéo HE.
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