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RESUMO

Dados fornecidos pela OMS (2021) mostram que o hábito de fumar está presente na vida de
7,8% de mulheres no mundo. Embora seja consenso o prejuízo reprodutivo dos componentes
do cigarro, o mecanismo pelo qual a fumaça de cigarro altera a morfologia da reserva
folicular ovariana ainda é pouco compreendido. Esse estudo buscou avaliar o efeito do extrato
da fumaça de cigarro na morfologia e estresse oxidativo de tecido ovariano caprino cultivado
in vitro. Além disso, buscou-se determinar se é o estresse oxidativo o mecanismo pelo qual a
fumaça de cigarro afeta os folículos. 6 ovários foram coletados em abatedouro local, onde a
sua utilização está de acordo com a Legislação Brasileira para cuidado e uso de animais em
atividades de ensino ou pesquisa científica. O meio de base utilizado foi o α-MEM
suplementado com ITS (insulina 6,25 µg/mL, transferrina 6,25 µg/mL e selênio 6,25 ng/mL),
piruvato a 0,23 mM, glutamina a 2 mM, hipoxantina a 2 mM, e 1,25 mg/mL de albumina
sérica bovina (BSA), sendo denominado α-MEM+. 5 Fragmentos (3x3x1 mm) do córtex
ovariano foram obtidos dos ovários. Dois destes fragmentos foram imediatamente fixados em
carnoy e destinados à histologia clássica (controle fresco), enquanto dos demais, um foi
cultivado por 7 dias na ausência de extrato da fumaça de cigarro (α-MEM+), e os outros dois
foram cultivados presença de extrato da fumaça de cigarro (EFC) em concentrações de 2,5% e
5% (EFC: 2,5% e 5%, respectivamente). Foram realizadas três repetições. O cultivo foi
realizado em placas de 24 poços, contendo 1 mL de meio, em uma incubadora a 39ºC e 5% de
CO2 em ar. Após a inclusão em blocos de parafina, cortes seriados à espessura de 7µm foram
obtidos, montados em lâminas e corados pelo método do ácido periódico de Schiff. Foram
realizadas análises morfológicas; análises para determinação do estresse oxidativo; análises da
densidade celular do estroma e avaliação da atividade da enzima catalase. Os resultados foram
expressos como média ± SEM e submetidos à análise de variância (ANOVA) seguido de teste
de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando P<0,05. Como resultados foi
constatado uma redução significativa no percentual de folículos morfologicamente normais
após sete dias de cultivo na presença do extrato da fumaça de cigarro, independente da
concentração avaliada, quando comparado ao controle fresco e o controle cultivado. No
entanto, não foram observadas diferenças estatísticas na produção de EROs, atividade da
catalase e densidade celular do estroma entre os tratamentos avaliados. Na categoria folicular,
foi observada uma redução significativa no percentual de folículos morfologicamente normais
nos tratamentos com EFC (2,5%: 42,23% ± 9,89; 5%: 37,77% ± 7,99) quando comparado ao
controle fresco (92% ± 3,99) e cultivado (85% ± 5,00) (P<0,05). Contudo, os grupos
cultivados não apresentaram diferenças significativas entre si. Diante disso, concluímos que o
extrato da fumaça de cigarro reduz o percentual de folículos pré-antrais morfologicamente
normais após 7 dias de cultivo in vitro. Além disso, evidenciou-se que o estresse oxidativo
não parece ser o mecanismo responsável pelas alterações observadas na morfologia folicular.

Palavras-chave: Reserva folicular ovariana; Tabagismo; Infertilidade; Biotecnologia
reprodutiva; Exposição à fumaça de cigarro.



ABSTRACT

Data provided by the WHO (2021) show that smoking is a habit present in the lives of 7.8%
of women worldwide. Although there is a consensus that cigarette smoke is harmful to
reproduction, the mechanism by which cigarette smoke alters the morphology of the ovarian
follicular reserve is still poorly understood. This study sought to evaluate the effect of
cigarette smoke extract on the morphology and oxidative stress of goat ovarian tissue cultured
in vitro. In addition, we sought to determine whether oxidative stress is the mechanism by
which cigarette smoke affects follicles. Six ovaries were collected from a local
slaughterhouse, where their use is in accordance with Brazilian legislation for the care and use
of animals in teaching or scientific research activities. The base medium used was α-MEM
supplemented with ITS (insulin 6.25 µg/mL, transferrin 6.25 µg/mL and selenium 6.25
ng/mL), pyruvate 0.23 mM, glutamine 2 mM, hypoxanthine 2 mM, and 1.25 mg/mL bovine
serum albumin (BSA), being called α-MEM+. 5 Fragments (3x3x1 mm) of the ovarian cortex
were obtained from the ovaries. Two of these fragments were immediately fixed in Carnoy
and destined for classical histology (fresh control), while of the others, one was cultured for 7
days in the absence of cigarette smoke extract (α-MEM+), and the other two were cultured in
the presence of cigarette smoke extract (CSE) at concentrations of 2.5% and 5% (CSE: 2.5%
and 5%, respectively). Three replicates were performed. The culture was performed in
24-well plates containing 1 mL of medium in an incubator at 39°C and 5% CO2 in air. After
embedding in paraffin blocks, serial sections at a thickness of 7 µm were obtained, mounted
on slides and stained by the periodic acid-Schiff method. Morphological analyses were
performed; analyses to determine oxidative stress; analyses of stromal cell density and
evaluation of catalase enzyme activity. The results were expressed as mean ± SEM and
submitted to analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test. Values ​​were considered
significant when P < 0.05. As a result, a significant reduction in the percentage of
morphologically normal follicles was observed after seven days of culture in the presence of
cigarette smoke extract, regardless of the concentration evaluated, when compared to the fresh
control and the cultured control. However, no statistical differences were observed in ROS
production, catalase activity and stromal cell density between the treatments evaluated. In the
follicular category, a significant reduction in the percentage of morphologically normal
follicles was observed in the EFC treatments (2.5%: 42.23% ± 9.89; 5%: 37.77% ± 7.99)
when compared to the fresh control (92% ± 3.99) and cultured (85% ± 5.00) (P<0.05).
However, the cultured groups did not show significant differences between them. Therefore,
we conclude that cigarette smoke extract reduces the percentage of morphologically normal
preantral follicles after 7 days of in vitro culture. In addition, it was shown that oxidative
stress does not appear to be the mechanism responsible for the changes observed in follicular
morphology.

Keywords: Ovarian follicular reserve; Smoking; Infertility; Reproductive biotechnology;
Exposure to cigarette smoke.
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1 INTRODUÇÃO

Os ovários são glândulas endócrinas vitais que têm um papel central na regulação hormonal e

na produção de oócitos, gametas femininos que, ao maturarem, têm a capacidade de serem

fertilizados para iniciar uma gravidez. Nos mamíferos, o número de oócitos é limitado e

finito, estando eles em prófase I da primeira divisão meiótica e inclusos em folículos

primordiais desde o período intrauterino. Após o nascimento, novos folículos primordiais não

podem ser originados, o que significa que a reserva ovariana é estabelecida desde o

nascimento (KERR et al, 2013). Portanto, qualquer fator que afete a quantidade e a

integridade dos folículos ovarianos primordiais pode resultar em danos significativos à

capacidade reprodutiva da mulher, impactando sua saúde reprodutiva a longo prazo

(BROEKMANS et al., 2009).

Dentre os fatores que podem ter efeitos prejudiciais sobre a saúde reprodutiva, destaca-se o

hábito de fumar. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (2021), cerca de 7,8% das

mulheres globalmente ainda mantêm o hábito de fumar, com a Europa destacando-se como o

continente com a maior proporção de mulheres fumantes. Tal situação é preocupante, pois o

tabagismo está associado a uma série de problemas de saúde, incluindo a diminuição da

receptividade uterina e a falência ovariana. De acordo com SOBINOOF et al. (2013), a

exposição de camundongos à fumaça de cigarro duas vezes ao dia, durante 12 à 18 semanas,

reduziu significativamente o número de folículos ovarianos, além de reduzir a qualidade e a

quantidade de oócitos oócitados, impactando negativamente na fertilização dos mesmos. Esse

estudo foi reforçado por MAI et al. (2014), que realizaram estudos in vivo administrando 2

mg/ml de extrato da fumaça de cigarro, os quais mostraram que a exposição à fumaça do

cigarro levou à diminuição do tamanho dos oócitos, prejudicando sua funcionalidade e,

consequentemente, a fertilização e o desenvolvimento inicial do embrião. Adicionalmente,

outro estudo realizado in vivo com camundongos colocados em câmaras de exposição por 120

min, realizado por LI et al. (2022), mostrou que a exposição à fumaça de cigarro reduziu os

folículos em todos os estágios de desenvolvimento, além de aumentar o FSH. Evidências

sugerem que a exposição crônica a fumaça de cigarro pode resultar em uma superestimulação

dos foliculos ovarianos, como relatado em KINNEY et al. (2013), em um estudo que

examinou ultrassonografias de 127 mulheres com perdas pré-fetais, seguida de cariotipagem

dos abortos, encontrou uma correlação entre o consumo de tabaco e o aumento nos níveis do
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FSH. Esse aumento, embora inicialmente possa parecer benéfico, pode resultar em uma

dimiuição da reserva folicular a longo prazo, devido ao desgaste acelerado dos folículos.

GANNON et al. (2013) utilizaram camundongos fêmeas expostas à fumaça de cigarro durante

40 dias, e observaram que a fumaça de cigarro induz uma superexpressão de autofagia nas

células da granulosa, resultando em uma degradação e morte celular. As descobertas obtidas

até o presente momento ressaltam a relevância de investigar os mecanismos subjacentes aos

danos ocasionados pela exposição à fumaça de cigarro, o que é o foco central do nosso

estudo.

Uma das vias de prejuízo celular provocada pelo cigarro é mediante o estresse oxidativo: Esse

estresse ocorre quando há um desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio

(EROs) e a capacidade antioxidante do organismo para neutralizá-las. As EROs são radicais

livres que possuem elétrons desemparelhados e são extremamente reativas, podendo causar

danos celulares e teciduais (MACHADO et al., 2009; TERRA, 2012). O corpo possui um

sistema de defesa contra o estresse oxidativo, sendo constituído de defesa não enzimática, que

compreende os compostos antioxidantes de origem dietética (BIANCHI et al., 1999;

PRASAD et al., 2007) e defesa enzimática, que se refere às enzimas presentes no organismo

que atuam minimizando a acumulação de peróxido de hidrogênio e superóxido. Nesta classe

estão inseridas as enzimas superóxido dismutase, glutationa peroxidase e a catalase

(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). A catalase é uma enzima classificada como

oxidorredutase (ENGERS et al., 2011). É um tipo de enzima produzida por quase todos os

organismos vivos, sendo responsável por neutralizar o peróxido de hidrogênio resultante do

metabolismo celular e inibir lesões oxidativas (MARITIM et al., 2003).

Apesar disso, os exatos mecanismos que levam à alteração da morfologia e consequentemente

à função dos folículos ovarianos e prejuízo na capacidade reprodutiva de mulheres fumantes

ainda não foram totalmente elucidados. A compreensão mais profunda sobre os mecanismos

pelos quais a exposição aos compostos da fumaça de cigarro prejudica as células ovarianas,

contribuirá futuramente para o desenvolvimento de estratégias de prevenção dos danos

associados ao tabagismo e manutenção da saúde reprodutiva feminina. O presente estudo tem

como objetivo avaliar o efeito do extrato da fumaça de cigarro na morfologia e estresse

oxidativo de tecido ovariano caprino cultivado in vitro.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Sistema reprodutor feminino em humanos, caprinos e roedores

Em mulheres o aparelho reprodutor (Figura 1a) é composto por estruturas internas e externas.

Internamente, inclui dois ovários, duas tubas uterinas, o útero e a vagina (SILVA, 2020).

Externamente, é constituído pelos grandes lábios, pequenos lábios, o vestíbulo, o meato

urinário, o hímen, o clitóris, o bulbo e as glândulas vestibulares (BARROS et al., 2014).
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Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor feminino em humanos. Fonte: DALLEY et al.

(2024)

Para o presente estudo, os ovários são de particular interesse. Esses órgãos, localizados em

cada lado do útero, desempenham funções fisiológicas essenciais, como a produção e

secreção de hormônios necessários para a manutenção do trato reprodutivo e o

desenvolvimento folicular. Além disso, os ovários são responsáveis pela liberação de oócitos

maduros, que são cruciais para a fertilização (HIRSHFIELD, 1991; BARNETT et al., 2006;

ARAÚJO et al., 2014).

Os ovários são revestidos por um epitélio germinativo e apresentam duas regiões

morfológicas distintas: a medular e a cortical. A região medular, localizada internamente,

fornece nutrição e suporte ao órgão e é composta por artérias, nervos, fibroblastos e veias

(SILVA, 2005). A região cortical, por sua vez, é a área funcional, contendo estroma, oócitos, e

células da granulosa e da teca, que, em conjunto, formam os folículos (MCGEE; HSUEH,

2000). Ademais, são encontrados corpos lúteos, hemorrágicos e albicans na região cortical do

ovário mamífero (LIU et al., 2006). Na figura 2 pode-se observar a anatomia interna do

ovário contendo as principais estruturas.

Figura 2. Anatomia interna do ovário contendo as principais estruturas. Fonte: MARTINI et

al. (2009)

As tubas uterinas, também conhecidas como trompas de falópio, são responsáveis pelo

transporte do ovócito em direção ao útero, onde um ambiente adequado para a fecundação é

proporcionado. O cérvix é um canal muscular localizado na parte inferior do útero, que se



19

conecta ao canal vaginal. Ele desempenha a função de separar a parte externa da interna do

útero, sendo dividido em endocérvice e ectocérvice. A endocérvice, a parte interna do colo do

útero, é revestida por epitélio glandular, enquanto a ectocérvice, a parte externa, é coberta por

epitélio escamoso (MAIA, 2012). Finalmente, a vagina, situada na extremidade do cérvix, é o

local onde o sêmen é depositado durante o ato sexual (ROMANO et al., 1999). A vulva, por

sua vez, refere-se ao conjunto dos órgãos externos do sistema reprodutivo feminino

(BARROS; RODRIGUES, 2014).

Já o sistema reprodutor feminino dos caprinos (Figura 3) possui, assim como dos humanos,

ovários, útero, tubas uterinas, cérvix ou colo uterino, vagina e vulva. No qual os ovários

possuem a responsabilidade de produzir óvulos e hormônios como estrógeno e progesterona.

A tuba uterina liga o ovário ao útero, e é por onde passa o óvulo após ser liberado pelo ovário.

O útero é bipartido, ramificado em dois cornos uterinos, que são conectados às tubas uterinas

e ao corpo do útero (RICARTE; SILVA, 2010). E, é no útero que ocorre o desenvolvimento da

gestação. O cérvix, assim como o dos humanos, atua como uma barreira de proteção que

separa o canal vaginal da cavidade uterina, é um conduto fibroso tubular que permite o

transporte do espermatozóide e a liberação do muco (GRANADOS et al., 2006). Já a vagina

liga o cérvix à vulva, parte externa do sistema reprodutor feminino, e refere-se ao local onde o

macho deposita o sêmem após a ocorrência do acasalamento (EMBRAPA, 2019).
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Figura 3. Anatomia do sistema reprodutor feminino em caprinos. Fonte: LUZ et al. (2023)

O sistema reprodutor dos roedores (Figura 4) é composto por uma bursa ovariana elástica e

transparente rica em vasos sanguíneos, que envolve os ovários dos camundongos. Esses

ovários possuem forma esférica, pesam 0,08/g, e se encontram nos pólos caudais dos rins

(RENDI et al., 2012). Nos ovários são encontrados múltiplos folículos abrangendo oócitos,

que, diferentemente dos humanos, nos camundongos são ovulados em maiores quantidades

(GOMES et al., 2022). Além disso, os camundongos iniciam a sua puberdade com somente

28 dias de vida e o seu ciclo, denominado de ciclo estral, dura em torno de 4 à 5 dias

(MARCONDES et al., 2001). O sistema reprodutor inclui também ovidutos, tubo espiralado

responsável por fazer a conexão do ovário e do corno uterino. Ao contrário do útero humano,

o útero dos roedores apresenta uma estrutura ramificada em dois cornos que se encontram
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lateralmente e que se unem formando um corpo uterino único, onde se inicia a estrutura da

vagina, que se estende até uma abertura externa (RENDI et al., 2012).

Figura 4. Anatomia do sistema reprodutor feminino em roedores. Fonte: RAJEEVE et al.

(2020)

As similaridade anteriormente citadas entre os sistema reprodutor feminino de humanos,

roedores e caprinos, aliado à dificuldades encontradas para a aquisição de material biológico

humano, têm levado a utilização desses animais como modelo experimental animal para

estudar diferentes mecanismos nos ovários (FREOUR et al., 2008; SOBINOFF et al., 2013;

GANNON et al., 2013; LEE et al., 2017; LI et al., 2022). Especificamente com relação aos

estudos que associam a exposição aos compostos de cigarro à geração de danos reprodutivos,

a grande parte deles foram realizados utilizando pequenos roedores, no entanto, há diferenças

significativas com relação à espécie humana. A tabela a seguir compara as características

reprodutivas humanas com as características reprodutivas da espécie experimental utilizada

em outros trabalhos, que são os roedores, e as características reprodutivas da espécie utilizada

no presente estudo, que são os caprinos.

Tabela 1. Comparação entre características reprodutivas

HUMANO CAPRINO ROEDOR

CICLO

⁵ Denominado de

ciclo menstrual,

⁸ Denominado de

ciclo estral, dura em

¹ Denominado de ciclo

estral, dura entre 4-5
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dura 28 dias. torno de 21 dias dias

LIBERAÇÃO DE

ÓVULOS ⁶ Libera um óvulo

⁸ Libera dois à três

óvulo

¹º São liberados vários

óvulos

GESTAÇÃO ⁷ 270 dias ⁸ 150 dias ¹º21 dias

FOLICULOGÊNESE

⁷ Iniciada na vida

fetal

³ Iniciada na vida

fetal

⁷ Tem início depois de 1

ou 2 dias de nascido

PESO DO OVÁRIO

⁹Cada ovário pesa

3 gramas ⁴ 0,5 a 3 gramas ² 0,08 gramas

Fonte: Dados adaptados de MARCONDES et al. (2002)¹; MEDEIROS et al. (2006)²;

GRANADOS et al. (2009)³; GUPTA et al. (2011)⁴; TEIXEIRA et al. (2012)⁵; ALDONA et al.

(2013)⁶; BATTISTON (2015)⁷; MAIA et al. (2019)⁸; NASCIMENTO (2020)⁹; GOMES et al.

(2022)¹º

No presente estudo foi utilizada a espécie caprina como modelo experimental em função das

similaridades com o ovário humano (MARCONDES et al. (2002); MEDEIROS et al. (2006);

GRANADOS et al. (2009); RICARTE et al. (2010); GUPTA et al. (2011); TEIXEIRA et al.

(2012); ALDONA et al. (2013); BATTISTON (2015); MAIA et al. (2019); NASCIMENTO

(2020); GOMES et al. (2022)).

2.2 Foliculogênese

Independente da espécie animal, a foliculogênese refere-se a um período que inicia na

formação dos primeiros folículos primordiais e finda quando o folículo atinge o estágio

ovulatório (Figura 5), portanto, esse processo engloba a formação, o crescimento e a

maturação do folículo (DRIANCOURT et al., 2001).

Os folículos são estruturas que abrangem o oócito e possuem como função promover uma

área propícia para a maturação do mesmo (CORTVRINDT; SMITZ, 2001). Todas as

mulheres já nascem com um pool de reserva de folículos ovarianos, isto é, com um número

limitado de folículos, alguns milhares. No entanto, 99% desses folículos passam por um

processo fisiológico inevitável denominado de atresia folicular, fazendo com que a ovulação

seja inalcançada (BRUNO et al., 2008). A atresia folicular pode ocorrer por meio de duas

vias, a primeira é a via apoptótica, que envolve um processo de morte celular individual e
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programada, sendo caracterizada principalmente pela presença de núcleo picnótico. Nesse

caso o oócito é mais afetado do que o folículo em sua totalidade. A segunda via refere-se à via

degenerativa, que por sua vez é caracterizada especialmente por vacuolização citoplasmática,

células desorganizadas e um acúmulo de fluido intracelular nas células da granulosa,

resultando na degeneração (MARTINS et al., 2008; ARAÚJO et al., 2021).

Esses folículos passam por distintas fases de desenvolvimento, onde há a fase pré-antral ou

fase independente da gonadotrofina, sendo responsável pela diferenciação do oócito e

englobando os folículos em crescimento: primordiais, primários e secundários; e a fase antral

ou fase dependente da gonadotrofina, que é responsável pelo aumento extensivo do folículo e

que envolve os folículos terciários e pré-ovulatório (SILVA, 2005).

A regulação dos folículos pré-antrais é principalmente mediada por fatores de crescimento

que atuam por mecanismos autócrinos, provenientes das próprias células foliculares, e

parácrinos, provenientes de células adjacentes. Em contrapartida, durante a fase antral, a

regulação é predominantemente controlada pelos hormônios folículo-estimulante (FSH) e

luteinizante (LH). O FSH promove o crescimento dos folículos, enquanto o LH desempenha

um papel crucial na maturação folicular e na preparação para a ovulação. Contudo, os fatores

de crescimento continuam a desempenhar um papel importante no desenvolvimento dos

folículos durante esta fase (WILLIAMS et al., 2012).

Quando os folículos primordiais, que constituem um estoque folicular conhecido como o pool

de folículos, começam a se desenvolver, ocorre um fenômeno denominado de ativação ou

recrutamento folicular (WILLIAMS et al., 2012). Esse desenvolvimento ocorre no córtex e se

caracteriza pelo aumento do diâmetro oocitário, proliferação das células e transformação do

formato (MACKLON et al., 2001).
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Figura 5. Foliculogênese ovariana. Fonte: GUERREIRO et al. (2015)

O folículo primordial se caracteriza pela presença de células foliculares achatadas e o oócito

primário (ovogônias que passaram por mitose, diferenciação, duplicaram seus cromossomos e

permanecem quiescentes na prófase da primeira divisão meiótica até que a mulher atinja a

puberdade e continue a divisão meiótica) envolto por elas, e todos os folículos dessa categoria

foram originados na vida fetal entre o sexto e o nono mês de gestação. Em seguida, ocorre o

desenvolvimento do folículo em primário, que se destaca por ser um folículo em crescimento.

Ele contém uma camada de células foliculares, algumas das quais já apresentam aparência

cúbica em volta do oócito, além de uma zona pelúcida. Essa zona se refere a uma espessa

camada constituída por glicoproteínas que possui funções importantes na fecundação.

Seguindo o desenvolvimento, essas células foliculares com aparência cúbica se proliferam e

dão origem à mais de uma camada de células foliculares com configurações cúbicas,

característico do folículo secundário (MACKLON et al., 2001; SILVA, 2005), nessa fase se é

possível verificar a presença de células da teca, que compreendem uma camada de células

periféricas que se encontram externamente ao redor da camada da granulosa (VAN DEN

HURK; ZHAO, 2005).

De acordo com a classificação referida anteriormente, o folículo terciário e a fase

pré-ovulatória atribui-se à categoria antral, e isso ocorre devido à um aumento no número de

camadas e formação de espaços na camada da granulosa preenchidos por um fluido folicular
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denominado de antro, que compreende uma grande quantidade de hormônios, em especial, o

estrogênio e, em menores quantidades, progesterona (BARNETT et al., 2006; BESSA;

DODE, 2013).

Então, os folículos terciários são determinados a partir da presença de camadas de células da

granulosa e da teca, sendo elas agora: interna e externa, e o aparecimento dessa cavidade com

fluido folicular (FIGUEIREDO et al., 2007). Em decorrência ao aparecimento do antro,

pequenas cavidades se fundem e o antro aumenta de tamanho, graças a isso o oócito é

deslocado para a periferia e as células da granulosa se diferenciam e dão origem às células do

cumulus-oophorus, que revestem o oócito, e à células murais, que revestem o antro

(GINTHER, et al., 2003). Essa fase é denominada de pré-ovulatória, que refere-se à fase mais

desenvolvida de crescimento, onde apenas um consegue desenvolver-se e partir para a

ovulação, enquanto os outros entram em atresia (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

Por fim, ocorre a ruptura do folículo maduro e o extravasamento do fluido com a célula

gamética feminina, contendo a zona pelúcida, no qual será captado pelas tubas uterinas.

A ovulação é desencadeada por um pico de hormônio luteinizante (LH), liberado pela hipófise

em resposta aos altos níveis de estrógeno. O LH estimula o rompimento do folículo maduro

para secretar o óvulo, ao mesmo tempo que estimula o oócito primário a finalizar a meiose I e

iniciar a meiose II, tornando-se um oócito secundário. O oócito secundário inicia então a

metáfase da segunda divisão meiótica, que será completada apenas se houver fecundação

(LATRONICO; KOHEK, 2001; MARTINI et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

O folículo que secreta o óvulo passa a reduzir o tamanho, em uma fase denominada de corpo

lúteo, onde a medida em que ele vai reduzindo, vai ocorrendo a liberação do hormônio

estradiol, juntamente com a progesterona até o final da fase lútea. Caso não ocorra a

fertilização, a menstruação é provocada graças à queda nos níveis de estradiol e progesterona,

acarretando em uma descamação do endométrio e o aparecimento de um fluxo menstrual,

logo, a fase folicular se inicia novamente (BOUZAS et al., 2010).

2.3 Cultivo in vitro de tecido ovariano

Uma das ferramentas utilizadas para a elucidação da foliculogênese é o cultivo in vitro. Na

pesquisa científica, o cultivo celular tem adquirido uma relevância crescente, uma vez que

proporciona uma compreensão aprofundada dos mecanismos que regulam o comportamento

das células em condições in vivo. Ademais, essa técnica permite o controle preciso de

variáveis como pH, níveis de nutrientes e hormônios, e possibilita a obtenção de resultados de
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maneira mais eficiente (GASPAROTTO, 2022). Distintos sistemas de cultivo in vitro de

folículos ovarianos têm sido desenvolvidos visando preservar a viabilidade, induzir o

crescimento de folículos e obter oócitos maduros (CHAVES et al., 2011). Esses sistemas

podem ser classificados como: cultivo bidimensional e tridimensional (Figura 6). 

No sistema de cultivo bidimensional, os folículos são isolados do córtex ovariano e cultivados

diretamente sobre a placa, ou sobre uma monocamada de células ou matriz, sendo esse cultivo

amplamente utilizado por proporcionar um monitoramento de forma individual dos folículos

(Figura 7) (Telfer, 1998). Nesse tipo de sistema, ocorre um crescimento em monocamadas de

células planas e alongadas. O mesmo possui uma menor representação do ambiente in vivo,

visto que é realizado diretamente sob uma superfície de cultivo e, devido a isso, não possui a

capacidade de distribuição fisiológica uniforme de nutrientes e oxigênio. Além disso,

consistem geralmente em monoculturas, sendo possível a compreensão de apenas um tipo de

célula. Em contrapartida, esse tipo de sistema costuma ser mais econômico e simples de ser

manipulado (BRUNO et al., 2008; ARAÚJO et al., 2014; GONÇALVES et al., 2020;

GASPAROTTO, 2022).

Já o sistema de cultivo tridimensional é capaz de preservar a morfologia do folículo e criar um

ambiente in vitro que simula de forma mais fiel a matriz extracelular do ovário (TELFER;

MCLAUGHLIN, 2008).  Nesse caso, pode ser realizado o cultivo do ovário inteiro ou dos

fragmentos do córtex ovariano (sistema de cultivo in situ), ou os folículos podem estar

completamente submersos em matrizes, como alginato, misturas de alginato, ou sintéticos,

como hidrogel de polietilenglicol e nanopartículas (Figura 7) (GREEN; SHIKANOV, 2016).

A figura 6 resume as principais características do cultivo in vitro bi e tridimensional, enquanto

a figura 7 ilustra os principais sistemas utilizados para o cultivo in vitro de tecido ovariano.

CARACTERÍSTICA BIDIMENSIONAL (2D) TRIDIMENSIONAL (3D)

Microambiente e arquitetura Simplificado Avançado

Tipos celulares e interações

Monocamada e interação

mínima

Múltiplas camadas e

interações complexas

Funcionalidade

Reflete parcialmente a

fisiologia in vivo

Interações que refletem melhor

a fisiologia in vivo
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Ilustração

Figura 6. Cultivo in vitro bidimensional (2D) e tridimensional (3D). Fonte: Adaptado de

RAUSCH et al., 2023.

Figura 7. Principais sistemas de cultivo in vitro de folículos ovarianos. Fonte: Autoria

própria.

No presente trabalho foi utilizado o cultivo in situ de tecido ovariano. Esse sistema foi

escolhido por: 1) possibilitar a avaliação da morfologia de folículos pré-antrais e a ativação de

folículos primordiais para os estágios de crescimento; 2) preservar o contato entre os folículos

e as células do estroma ovariano (ABIR et al., 2006). 

Diversos estudos já vêm utilizando o cultivo in situ de tecido ovariano como ferramenta para

avaliar o efeito de substâncias para os gametas femininos (SANTOS et al., 2006; NUNES et

al., 2018; SILVA, 2023). Dentre as substâncias tóxicas que podem ser testadas utilizando

esses sistemas de cultivo in vitro destacam-se aquelas presentes na fumaça do cigarro.
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2.4 Fumaça de cigarro

O tabagismo é amplamente reconhecido por seus efeitos adversos e é uma das principais

causas de mortalidade precoce em escala global. Isso ocorre devido à presença de uma ampla

gama de substâncias químicas prejudiciais na fumaça do cigarro, totalizando mais de 4.700

compostos, muitos dos quais são conhecidos por suas propriedades cancerígenas, tóxicas e

mutagênicas, como a nicotina, o monóxido de carbono, o benzo[a]pireno, o plutônio, as

nitrosaminas e os metais pesados (SOBINOFF et al., 2012).

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), em 2020 o tabagismo foi responsável por

mais de 443 mil novos casos de doenças cardíacas, 52 mil acidentes vasculares cerebrais, 433

mil novos casos de doenças pulmonares. Adicionalmente, foram registrados 26 mil novos

diagnósticos de câncer de pulmão e 40 mil novos diagnósticos de outros tipos de cânceres.

Não se limitando a estar associado a condições graves como câncer, doenças cardiovasculares,

doenças pulmonares e úlceras pépticas (NUNES et al., 2011), o tabagismo também exerce

efeitos menos bem compreendidos sobre o sistema reprodutor feminino.

Comprovando isso, KINNEY et al. (2013), em um estudo que examinou ultrassonografias de

127 mulheres com perdas pré-fetais, seguida de cariotipagem dos abortos, encontrou uma

correlação entre o consumo de tabaco e o aumento nos níveis do FSH. Esse aumento pode

levar a uma superestimulação dos folículos ovarianos, que embora inicialmente possa parecer

benéfico, pode acabar provocando uma diminuição da reserva folicular a longo prazo, devido

ao desgaste acelerado dos folículos. Além disso, MAI et al. (2014), fizeram testes com 24

camundongos fêmeas, dividindo-as em três grupos. O grupo controle recebeu DMSO, o grupo

CSE foi tratado com uma solução de extrato da fumaça de cigarro a 2 mg/ml (diluído em água

destilada) por via oral diariamente, e o grupo menadiona, como controle positivo, recebeu

uma injeção intraperitoneal (ip) de 15 mg/kg de solução de óleo de menadiona diariamente.

Quatro semanas depois, todos os camundongos foram superovulados e sacrificados 14 horas

após a administração de hCG, com isso foi identificado que a exposição ao extrato da fumaça

de cigarro está associada a uma redução no tamanho dos oócitos. Essas modificações na

morfologia dos oócitos podem comprometer sua funcionalidade e, consequentemente, sua

capacidade de serem fertilizados e se desenvolverem de forma adequada. Sendo assim, as

alterações hormonais e morfológicas induzidas pelo fumo não apenas afetam a qualidade dos
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oócitos, mas também podem impactar negativamente o sucesso da fertilização e o

desenvolvimento inicial do embrião.

SOBINOOF et al. (2013), em seu estudo expôs camundongos fêmeas via nasal à fumaça de

cigarro durante 60 minutos ao dia, duas vezes ao dia, durante 12 à 18 semanas, e seus

resultados mostraram que a exposição à fumaça de cigarro reduz significativamente o número

de folículos, especialmente primordiais e primários, além de diminuir a qualidade e a

quantidade de oócitos ovulados, o que impacta diretamente na fertilização dos mesmos. Não

obstante, a exposição atua igualmente aumentando a peroxidação lipídica, isto é, e reduzindo

a fluidez da membrana do oócito. Adicionalmente, outro estudo realizado por LI et al. (2022)

in vivo com camundongos colocados em câmaras de exposição por 120 min, mostrou que a

exposição à fumaça de cigarro reduziu os folículos em todos os estágios de desenvolvimento,

além de aumentar o FSH, corroborando o estudo de Kinney.

GANNON et al. (2013) utilizaram camundongos fêmeas sendo expostos à fumaça de cigarro

usando um sistema de exposição à fumaça de corpo inteiro, duas vezes ao dia, durante 40

dias, e observaram que a fumaça de cigarro induz uma superexpressão de autofagia nas

células da granulosa, um processo celular essencial para a homeostase celular, que permite à

célula degradação e reciclagem de seus nutrientes. Sua superexpressão, no entanto, resulta em

sua degradação prematura, levando à morte celular.

Outros estudos mostraram que as substâncias presentes na fumaça de cigarro têm sido

associadas a danos significativos ao sistema reprodutor feminino (NEAL et al., 2005; SUN et

al., 2012), comprometendo a receptividade uterina e reduzindo a reserva folicular ovariana

(SOARES et al., 2007), além de diminuir as taxas de sucesso em procedimentos de

reprodução assistida (KLONOFF-COHEN, 2005; NEAL et al., 2005). Embora numerosos

estudos evidenciam os efeitos adversos do tabagismo na saúde reprodutiva feminina, a

Organização Mundial da Saúde (2021) aponta que cerca de 7,8% das mulheres globalmente

continuam a fumar. A Europa, em particular, destaca-se como o continente com a maior

proporção de mulheres fumantes, com uma taxa aproximada de 18%.

Entre as mais de quatro mil e setecentas substâncias identificadas na fumaça do cigarro, os

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs), e especificamente o benzo[a]pireno (B[a]P),

são notáveis pela sua alta toxicidade ( SOBINOFF et al., 2012). O B[a]P, um composto tóxico

e mutagênico presente em concentrações elevadas na fumaça do cigarro e está intimamente
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associado ao aumento do estresse oxidativo e a apoptose celular. Estudos indicam que o

benzo(a)pireno aumenta a produção de EROs e causa danos diretos ao DNA embrionário

(ZHAN et al., 2015). Ademais, esses compostos tóxicos costumam se acumular

principalmente nos órgãos reprodutivos, o que aumenta os riscos (MAI et al., 2014). Este

composto promove a destruição dos folículos primordiais por meio de um mecanismo

homeostático de recrutamento, o qual acelera o desenvolvimento dos folículos para substituir

os folículos em crescimento (SOBINOFF et al., 2012). Estudos realizados por SADEU e

FOSTER (2011) demonstraram que o B[a]P inibe o desenvolvimento dos folículos antrais,

reduz a produção de hormônio antimulleriano (AMH) e estradiol, e compromete a

sobrevivência dos folículos.

Ademais, a nicotina, um alcalóide presente no tabaco, merece uma atenção especial. Ela é a

maior responsável pela dependência do cigarro, uma vez que atua na liberação de dopamina,

gerando sensações de prazer que contribuem para a compulsão pelo cigarro. Durante o ato de

fumar, a nicotina é absorvida em média de 1,0 mg por cigarro e direcionada

predominantemente aos bronquíolos terminais e alvéolos pulmonares. Após sua absorção na

circulação sanguínea, a nicotina é distribuída de forma moderada pelos diversos tecidos

corporais, incluindo o cérebro e os pulmões (MARTINS, 2022). A concentração de nicotina

no sangue arterial, que é transportado pelas artérias provenientes dos pulmões, pode ser até 10

vezes superior à encontrada no sangue venoso. Apesar de a meia-vida da nicotina ser de até

duas horas, a intoxicação por essa substância pode persistir, dado que, mesmo após sua

degradação, resíduos de nicotina continuam acumulados no organismo (ROSEMBERG et al.,

2004). A nicotina, devido à sua elevada toxicidade, está associada a diversas condições

patológicas graves, incluindo infarto do miocárdio, hipertensão, acidentes vasculares

cerebrais, angina do peito, câncer e disfunção sexual. Estudo realizado por BLACKBURN e

colaboradores (1994) mostraram que a nicotina possui efeito inibitório na ovulação, tanto in

vivo quanto in vitro, bem como possui efeito inibitório na fertilização dos oócitos ovulados.

Conforme relatado pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2022), o tabagismo em

mulheres resulta em uma diminuição significativa na taxa de fertilidade, que cai para cerca de

57%, e na taxa de concepção, em virtude da presença de nicotina no fluido folicular. A

exposição aos compostos químicos presentes na fumaça do cigarro também está associada à

depleção dos folículos ovarianos. Além disso, o tabagismo eleva em aproximadamente 30% o
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risco de infertilidade, assim como aumenta a probabilidade de abortos espontâneos, partos

prematuros e descolamento da placenta, entre outras complicações obstétricas.

É consenso na literatura que um dos mecanismos pelos quais a fumaça do cigarro provoca

prejuízos celulares é através do estresse oxidativo, um fenômeno caracterizado pelo excesso

de moléculas oxidantes, com destaque para espécies reativas de oxigênio, que pode resultar

em danos celulares, incluindo indução de apoptose e necrose (AOSHIBA; NAGAI, 2003;

RAMAGE et al., 2006).

2.5 Espécies reativas de oxigênio

As Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) são íons, moléculas ou átomos que contém um ou

mais elétron de oxigênio desemparelhado, sendo assim, são caracterizada como radicais livres

que se formam principalmente por meio de reações bioquímicas durante a respiração celular,

exercendo um papel ambíguo na saúde ovariana. Elas são formadas em várias organelas

celulares, incluindo a membrana plasmática, o citoplasma, o núcleo, o retículo

endoplasmático e o complexo de Golgi, as mitocôndrias, sendo elas as organelas mais

presentes nos oócitos (SUN et al., 2020). A sua principal origem está intimamente ligada a

processos inflamatórios e a disfunções mitocondriais (JUE et al., 2022).

Em condições normais, existe um equilíbrio entre a geração de EROs e o sistema

antioxidante, permitindo ao organismo manter níveis fisiológicos apropriados dessas

substâncias, sendo essenciais tanto para a função fisiológica ovariana quanto para a atuação

como mensageiros secundários na sinalização celular, sendo participantes essenciais na

síntese de proteínas, na sinalização intracelular e transcrição gênica (TOUZ; SCHIFFRIN,

2000). Entretanto, a produção excessiva pode sobrecarregar o sistema de defesa antioxidante,

resultando em estresse oxidativo. Esse desequilíbrio pode culminar em uma variedade de

implicações biológicas, incluindo lesões teciduais, mutações, comprometimento do sistema

imunológico, danos irreversíveis ao ovário e comprometimento da qualidade dos folículos

cultivados, além da elevada taxa de morte folicular (ANDRADE et al., 2010;

VASCONCELOS et al., 2014; SAEED-ZIDANE et al., 2017). Ademais, tal condição pode

favorecer o surgimento de doenças ovarianas, como câncer de ovário, síndrome dos ovários

policísticos (SOP) e endometriose ovariana (AGARWAL et al., 2012; KANG et al., 2020;

JUAN et al., 2021; LIANG et al., 2023).
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EROs são notoriamente reativas, o que implica sua capacidade de interagir com diversas

substâncias, atuando tanto como doadoras quanto como receptoras de elétrons (TERRA,

2012; GRIENDLING; USHIO-FUKAI, 2000; HARRISON; GONGORA, 2009).

O corpo possui um sistema de defesa contra o estresse oxidativo, sendo constituído de defesa

não enzimática, que compreendem os compostos antioxidantes de origem dietética, obtidos

através da alimentação, tais como: vitamina C, precursores de vitamina E, β-caroteno, zinco,

selênio, dentre outros (BIANCHI et al., 1999; PRASAD et al., 2007). E defesa enzimática,

que se refere às enzimas presentes no organismo que atuam minimizando a acumulação de

peróxido de hidrogênio e superóxido. Nesta classe estão inseridas as enzimas superóxido

dismutase, sendo essas responsáveis pela conversão do superóxido em peróxido de hidrogênio

e oxigênio; Glutationa peroxidase, que possui a capacidade de remover peróxido de

hidrogênio e reduzi-lo de forma indireta à água; E a catalase, que catalisa o peróxido de

hidrogênio em água e oxigênio (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Figura 8. Esquema ilustrativo das reações catalisadas pelas enzimas SOD, GPX e CAT.

Fonte: Adaptado de Hopkins (2019).

2.6 Catalase

A catalase (CAT) é uma enzima classificada como oxidorredutase, isto é, capaz de catalisar

reações de oxidação, encontrada nas mitocôndrias e peroxissomos (ENGERS et al., 2011). É

um tipo de enzima produzida por quase todos os organismos vivos, sendo responsável por

neutralizar o peróxido de hidrogênio resultante do metabolismo celular e inibir lesões
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oxidativas (MARITIM et al., 2003). A catalase atua decompondo duas moléculas de peróxido

de hidrogênio em uma molécula de oxigênio e outra de água (NANDI et al., 2019).

O peróxido de hidrogênio, quando não metabolizado pela enzima antioxidante catalase, pode

se tornar altamente reativo. Essa reatividade permite que ele inicie a peroxidação lipídica, um

processo de oxidação de ácidos graxos poli-insaturados. Esses ácidos graxos são componentes

fundamentais das membranas celulares e de organelas. O processo de oxidação lipídica é

iniciado quando ocorre uma interação entre um ácido graxo poli-insaturado com um radical

hidroxila, resultando na remoção de hidrogênio do ácido graxo e na formação de um radical

lipídico. Esse radical se transforma rapidamente em um radical peróxido, ao reagir com

moléculas de oxigênio. Posteriormente, o radical peróxido interage com outro ácido graxo,

retirando um hidrogênio e formando um hidroperóxido e um radical lipídico, fazendo com

que a reação se perpetue.

Dessa forma, a peroxidação pode comprometer a integridade das membranas, levando à perda

da fluidez e ao extravasamento do conteúdo de organelas, contribuindo para processos

patológicos. A importância da catalase se torna evidente, prevenindo assim esses danos e

assegurando a manutenção da saúde celular (VANNUCCHI et al., 1998; VASCONCELOS et

al., 2014).
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3. HIPÓTESES

H0: O extrato da fumaça de cigarro não prejudica a morfologia folicular e portanto não

impacta a saúde reprodutiva da fêmea.

H1: O extrato da fumaça de cigarro prejudica a morfologia de folículos ovarianos cultivados

in situ devido ao aumento desenfreado da produção de espécies reativas de oxigênio,

causando estresse oxidativo e impactando negativamente a saúde reprodutiva da fêmea.
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4. JUSTIFICATIVA

A saúde reprodutiva feminina é diretamente impactada pela exposição aos componentes do

cigarro, com estudos evidenciando que essa exposição pode levar a depleção de folículos

primordiais, resultando em problemas na ovulação e fecundação. Apesar de reconhecermos

essa correlação, os mecanismos exatos que desencadeiam a infertilidade não estão

completamente claros. Especificamente com relação a elucidação dos mecanismos que levam

à alteração da morfologia do pool de reserva folicular ovariano ainda há uma lacuna de

conhecimento, com estudos anteriores utilizando apenas roedores como modelo experimental.

A espécie caprina, graças a sua maior semelhança biológica com os humanos, comparada aos

roedores, apresenta-se como uma boa opção de modelo experimental para explorar os

mecanismos dos efeitos do extrato da fumaça de cigarro, tornando-se mais relevante quando

considerada a dificuldade em obter fragmentos ovarianos humanos para estudo.

Compreender melhor os mecanismos de desgaste do pool de reserva folicular ovariana pela

exposição aos compostos da fumaça de cigarro não apenas é fundamental para a ciência

básica reprodutiva, mas também possibilita intervenções potenciais, por exemplo, a

identificação de substâncias que possam prevenir a ativação desses mecanismos, como

antioxidantes, para proporcionar uma proteção aos ovários de mulheres fumantes. Sendo

assim, essa pesquisa visa contribuir para a elucidação dos impactos da fumaça de cigarro na

reprodução feminina e futuramente possibilitar o desenvolvimento de possíveis estratégias de

mitigação.
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5. OBJETIVOS DA PESQUISA

5.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato da fumaça de cigarro sobre morfologia e estresse oxidativo de

tecido ovariano caprino após cultivo in vitro

5.2 Objetivos específicos

Avaliar o efeito de diferentes concentrações do extrato de fumaça de cigarro sobre a

morfologia dos folículos caprinos cultivados in situ;

Identificar a categoria folicular mais suscetível à exposição do extrato de fumaça de cigarro in

situ;

Analisar o impacto da exposição in vitro ao extrato da fumaça de cigarro nas células do

estroma ovariano caprino;

Quantificar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) em diferentes concentrações

do extrato de fumaça de cigarro;

Avaliar a atividade da catalase nas diferentes concentrações do extrato de fumaça de cigarro

após cultivo in vitro de tecido ovariano caprino.
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6. MATERIAL E MÉTODOS

6.1 Declaração de ética

Os ovários foram obtidos exclusivamente de abatedouro local e a sua utilização está de

acordo com a Legislação Brasileira para cuidado e uso de animais em atividades de ensino

ou pesquisa científica, eliminando, portanto, a obrigatoriedade de aprovação pelo Comitê de

Ética no Uso de Animais (CEUA).

6.2 Coleta de ovários

Os tecidos corticais ovarianos foram obtidos de 6 ovários. Após a coleta, os ovários foram

submetidos a uma lavagem inicial em álcool 70%, seguida por duas lavagens em solução

salina (0,9%), a qual foi suplementada com 100 µg/mL de penicilina e 100 µg/mL de

estreptomicina. Os ovários foram transportados para o laboratório dentro de um período

máximo de 30 minutos na mesma solução, mantidos a uma temperatura de 4°C.

6.3 Obtenção do extrato da fumaça de cigarro

O preparo do extrato aquoso de fumaça de cigarro (EFC) seguiu o protocolo proposto por

GELLNER et al. (2016), com o objetivo de extrair os constituintes presentes na fumaça de

cigarro. Foram utilizados cigarros comerciais com filtro (Marlboro Red, Philip Morris,

EUA), os quais possuem níveis elevados de nicotina (BRAUN et al 2019; PM, 2022). O

sistema para coleta do EFC utilizou uma seringa graduada de 60 mL, com a ponta acoplada

a mangueira de silicone flexível e transparente. A mangueira transpassou um dos orifícios

confeccionados na tampa de um tubo cônico de 50 mL tipo Falcon. Na outra extremidade da

mangueira, localizada na parte interna do tubo, foi acoplada uma ponteira de 1000 µL,

conforme pode ser observado na Figura 9. Através do segundo orifício na tampa do tubo,

outra mangueira flexível foi transpassada e na extremidade externa ao tubo, o cigarro foi

conectado e acesso. As mangueiras flexíveis foram enroladas com papel alumínio devido a

propriedade fotossensível da nicotina. O tubo permaneceu com o líquido visível para

observação da possível formação de bolhas durante as aspirações, sendo coberto com papel

alumínio tão logo finalizada a coleta.
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Figura 9. Sistema para coleta do extrato aquoso da fumaça de cigarro (EFC). Fonte:

Adaptado de GELLNER et al. (2016).

O preparo desta amostra foi realizado imediatamente antes do uso no experimento. Para a

coleta do EFC, utilizou-se 35 mL de solução salina (NaCl a 0,9%) para cada 08 cigarros,

sendo conectado um cigarro por vez na extremidade da mangueira do sistema de coleta. No

processo de coleta, com uso de um cronômetro, foram reproduzidas aspirações de 35 mL,

puncionando lentamente o êmbolo da seringa entre 2 s e 4 s, repetindo após 30 s. A fumaça

aspirada percorreu a mangueira flexível até o interior do tubo, borbulhando na solução. Cada

cigarro foi queimado até o comprimento delimitado pelo início do filtro amarelo, sendo

realizado entre 8 a 10 punções do êmbolo da seringa para finalizar a queima. O procedimento

foi repetido com cada cigarro, observando a existência de possíveis vazamentos no sistema e

reparando a vedação caso necessário, evitando assim a perda dos teores de nicotina. Todo

procedimento foi realizado em capela de exaustão. Ao final da coleta, realizou-se o ajuste do

pH da solução para 7,4 e o EFC foi fracionado em alíquotas para as análises químicas e in

vitro. Foi realizado HPLC com o padrão de nicotina (Sigma) e foi confirmada a presença de

nicotina no extrato. Foi verificado um teor total de 154,90 µg/mL no extrato total (solução

considerada como 100%) e a partir desta, foram diluídas as soluções de uso em solução salina

(NaCl a 0,9%) de 2,5% e 5% com as seguintes concentrações de nicotina, respectivamente:

3,96 µg/mL e 7,92 µg/mL.

6.4 Desenho experimental

Amostras de tecido de cada par ovariano foram fragmentadas em cinco unidades com
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dimensões de 3x3x1 mm utilizando pinça e bisturi sob condições estéreis. Dos cinco

fragmentos obtidos, dois foram fixados diretamente para análise histológica, representando

o controle fresco não cultivado, enquanto os outros três fragmentos foram submetidos ao

cultivo. Os fragmentos foram colocados em placas de cultura de 24 poços, cada uma

contendo 1 mL do meio de cultivo. O cultivo foi realizado a 39°C com 5% de CO2 em uma

incubadora umidificada, por sete dias. Todos os meios de cultivo foram incubados por 1

hora antes do uso. O meio básico utilizado foi α-MEM (pH 7,2 - 7,4) suplementado com

ITS (insulina 6,25 µg/mL, transferrina 6,25 µg/mL e selênio 6,25 ng/mL), piruvato a 0,23

mM, glutamina a 2 mM, hipoxantina a 2 mM, e 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina

(BSA), sendo denominado α-MEM+. Para o cultivo in vitro, os fragmentos foram cultivados

em α-MEM+ (controle cultivado), ou neste meio acrescido de extrato de fumaça de cigarro

(EFC) em diferentes concentrações (2,5%, e 5%), constituindo os tratamentos EFC: 2,5%, e

5%. Foram realizadas três réplicas para cada tratamento e o meio de cultivo foi renovado em

dias alternados. Para melhorar a compreensão, os resultados obtidos foram apresentados em

duas categorias: controle (fresco e cultivado em meio α-MEM+) e Extrato da Fumaça do

Cigarro (EFC 2,5% e 5%), constituindo os seguintes tratamentos: fresco, α-MEM+, 2,5% e

5%.

Para a avaliação da morfologia folicular, os fragmentos foram fixados em solução de

Carnoy por 12 horas antes do cultivo (controle fresco não cultivado) e após 7 dias de cultivo

(α-MEM+ (controle cultivado); EFC 2,5% e 5%). Subsequentemente, os fragmentos foram

desidratados em etanol com concentrações crescentes. Após a inclusão em parafina, os

tecidos foram seccionados em cortes de 7 µm, os quais foram montados em lâminas de

vidro e corados com o Ácido Periódico de Schiff (PAS).

Figura 10. Fluxograma ilustrando o desenho experimental. Fonte: Autoria própria
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Figura 11. Preparação da placa de 24 poços para o cultivo in vitro dos fragmentos ovarianos

durante. Fonte: Autoria própria.

6.5 Avaliação da morfologia e estágio de desenvolvimento folicular

A análise da morfologia e do estágio de desenvolvimento folicular foram realizados por

microscopia óptica (Leica DM500). Os folículos foram considerados como

morfologicamente normais quando apresentaram um oócito intacto, com citoplasma

homogêneo, cercado por células da granulosa bem organizadas em uma ou mais camadas e

sem núcleos picnóticos (Figura 12a e 12b); ou como degenerados quando apresentavam

oócito retraído ou com núcleo picnótico e/ou se estiverem rodeados por células da granulosa

desorganizadas e destacadas da membrana basal (Figura 12c).

Os folículos pré antrais foram classificados quanto ao estágio de desenvolvimento em

primordiais ou em crescimento. Foram classificados como primordiais (seta vermelha na

Figura 12a) aqueles que apresentavam uma camada de células da granulosa achatadas ao

redor do oócito; foram considerados folículos em crescimento aqueles nos quais houve

modificação do formato de células da granulosa de pavimentoso para cúbico, com uma ou

mais camada de células da granulosa ao redor do oócito (seta amarela na Figura 12b).
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Figura 12. Estágios de desenvolvimento folicular. A letra “a” refere-se ao folículo em

estágio primordial (Seta vermelha). A letra “b” refere-se ao folículo em estágio de

crescimento (Seta amarela). A letra “c” refere-se ao folículo degenerado (Seta laranja).

Imagens obtidas por microscopia com aumento de 40x. Fonte: Autoria própria.

6.6 Análise da densidade do estroma

A análise da densidade do estroma foi realizada com base na metodologia descrita por

SILVA et al. (2022) com adaptações específicas para a calibração da leitura das células

desejadas, tanto em relação ao tamanho celular quanto à área a ser analisada. Este método

envolve a utilização de um script conhecido como CmyoSize executado no software

ImageJ. Inicialmente, as células do estroma foram fotografadas (Figura 13) em um aumento

de 40x. As imagens obtidas, foram importadas para o ImageJ, onde o script foi aplicado.

Esse script atua isolando as partículas de interesse, eliminando os espaços vazios e gerando

valores para a área total e para a quantidade de células presentes na referida área.

6.7 Análise das espécies reativas de oxigênio

O método adaptado de CHOI et al. (2006) baseia-se na interação do sal azul de

nitrotetrazólio (NBT) com espécies reativas de oxigênio, sendo que aproximadamente 90%

desse sal reage exclusivamente com o ânion superóxido. Para iniciar a análise, cada

eppendorf foi identificado e, em seguida, adicionado 100 µL da amostra a cada eppendorf

correspondente. Adicionou-se 100 µL de NBT a 0,1% (dissolvido em PBS). Os eppendorfs

foram então incubados em estufa a 37°C por um período de 45 a 60 minutos. Após a

incubação, adicionou-se 500 µL de PBS a cada eppendorf, seguido pela centrifugação a

2600 RPM por 10 minutos. Após a centrifugação, fez-se necessário deixar apenas 250 µL

da solução no eppendorf. Em seguida, adicionou-se 250 µL de uma solução de

KOH+DMSO (preparada com 5400 µL de KOH a 2 M e 6300 µL de DMSO, totalizando

11700 µL) e realizou-se a solubilização da mistura por agitação (movimentos de cima para



42

baixo). Esta mistura foi então transferida para uma placa de 96 poços em duplicatas e lida

em um leitor de ELISA a 630 nm. Os resultados foram expressos em gramas de formazan

por volume de células.

6.8 Dosagem de proteínas (Método de Bradford)

A determinação da concentração de proteínas no meio coletado foi realizada utilizando o

método de Bradford (1976). Este procedimento emprega o corante azul de Coomassie para

quantificar a concentração total de proteínas em cada amostra de extrato. A interação do

corante com as proteínas resulta na formação de um complexo que emite uma

luminescência azul. A absorbância deste complexo está diretamente correlacionada à

concentração de proteínas na amostra e foi mensurada espectrofotometricamente a um

comprimento de onda de 595 nm. A concentração total de proteínas nas amostras foi

calculada com base em uma curva padrão elaborada utilizando a albumina bovina como

padrão de referência, a qual foi posteriormente utilizada para a padronização dos níveis de

espécies reativas de oxigênio (EROs). Para a análise inicial, foi realizada a pesagem da

Albumina Sérica Bovina (BSA) para a preparação da curva padrão, seguida pela diluição da

BSA para uma concentração de 1 mg/mL utilizando água deionizada. Após a construção da

curva padrão, foi realizado um teste preliminar para determinar o volume ideal da amostra e

do reagente de Bradford, garantindo que a intensidade do azul obtida durante a leitura não

extrapole os limites da curva padrão. Em seguida, a preparação das amostras foi realizada

em placas de microtitulação, utilizando 1 µL de amostra e completando com 199 µL de

solução de Bradford, com homogeneização lenta após cada preparo. Finalmente, a leitura

foi efetuada em um leitor de microplacas a um comprimento de onda de 595 nm.

6.9 Atividade da Catalase

A atividade da catalase foi avaliada conforme o método proposto por Aebi, H (1984), que

permite acompanhar a degradação do peróxido de hidrogênio por meio da absorbância a 240

nm. Os reagentes empregados foram o tampão fosfato (PBS) ajustado para pH 7,4 e o

peróxido de hidrogênio (H202). A combinação foi realizada utilizando 4 mL de PBS para 64

µL de H2O2. Para as medições, foi realizada a leitura do branco 01 com apenas o PBS e do

branco 02 com a mistura. Para a análise, foram utilizados 100 µL da amostra com 900 µL do

mix, sendo as leituras feitas nos tempos de 0, 30 e 60 segundos a uma comprimento de onda

de 240 nm.
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6.10 Análise estatística

Todos os dados foram analisados utilizando o software estatístico GraphPad Prism. Os

resultados foram expressos como média ± SEM e submetidos à análise de variância

(ANOVA) seguido de teste de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando

P<0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Morfologia folicular

O percentual de folículos morfologicamente normais antes (controle fresco) e após sete dias

de cultivo in vitro na ausência (α-MEM+) ou presença de diferentes concentrações de extrato

da fumaça de cigarro (EFC: 2,5% e 5%) está ilustrada no gráfico 1. Foi observada uma

redução significativa no percentual de folículos morfologicamente normais nos tratamentos

com EFC (2,5%: 42,23% ± 9,89; 5%: 37,77% ± 7,99) quando comparado ao controle fresco

(92% ± 3,99) e cultivado (85% ± 5,00) (P<0,05). Não houve diferença significativa entre o

percentual de folículos morfologicamente normais quando comparado o controle fresco com o

α-MEM+ (controle cultivado) (P>0,05). Foram encontradas taxas similares de folículos

morfologicamente normais nos tratamentos EFC 2,5% e 5% (P>0,05).

Gráfico 1. Percentual de folículos morfologicamente normais antes (controle fresco) e após

sete dias de cultivo in vitro na ausência (α-MEM+) ou presença de diferentes concentrações

de extrato da fumaça de cigarro (EFC: 2,5% e 5%). AB mostra diferença significativa entre os

tratamentos (P<0,05).

7.2 Espécies reativas de oxigênio (EROs)

A dosagem de espécies reativas de oxigênio após sete dias de cultivo in vitro na ausência

(α-MEM+) ou presença de diferentes concentrações de extrato da fumaça de cigarro (EFC:

2,5% e 5%) está evidenciada no gráfico 4. Não houve diferença estatística entre os
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tratamentos avaliados (α-MEM+: 169,0 ± 27,7; EFC 2,5%: 199,6 ± 26,7; EFC 5%: 206,2 ±

31)(P>0,05).

Gráfico 2. Dosagem de espécies reativas de oxigênio após sete dias de cultivo in vitro na

ausência (α-MEM+) ou presença de diferentes concentrações de extrato da fumaça de cigarro

(EFC: 2,5% e 5%) (P>0,05).

7.3 Catalase

Tabela 2. Atividade da catalase após sete dias de cultivo in vitro na ausência (α-MEM+) ou

presença de diferentes concentrações de extrato da fumaça de cigarro (EFC: 2,5% e 5%).

Tratamento Média ± SEM

α-MEM+ 8,33 ± 1,76

2,5% 4,67 ± 1,45

5% 2,73 ± 1,13

Os dados mostram que não houve diferença significativa entre os tratamentos avaliados.

(P>0,05).

7.4 Estágio de desenvolvimento folicular

O percentual de folículos primordiais e em crescimento antes (controle fresco) e após sete

dias de cultivo in vitro na ausência (α-MEM+) ou presença de diferentes concentrações de

extrato da fumaça de cigarro (EFC: 2,5% e 5%) está representado no gráfico 2.
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Foi observada uma menor taxa de folículos primordiais (Gráfico 2a) em todos os tratamentos

cultivados (α-MEM+: 15,56% ± 4,84; EFC 2,5%: 18,89% ± 2,94 e EFC 5%: 14,44% ± 2,94)

quando comparado ao controle fresco (43,33% ± 3,84) (P>0,05). No entanto, não foram

observadas diferenças significativas entre o grupo α-MEM+ e os grupos contendo 2,5% e 5%

de EFC (P>0,05).

Já com relação aos folículos em crescimento (Gráfico 2b), foi observado um percentual

significativamente superior no tratamento α-MEM+ ( 70% ± 3,33) quando comparado aos

tratamentos na presença de EFC: 2,5% (23,33% ± 6,9); 5% (23,33% ± 5,77) (P<0,05). No

entanto, não foram observadas diferenças significativas entre o controle fresco e o α-MEM+

(P>0,05). Assim como não foram observadas diferenças entre o controle fresco e os grupos de

tratamento contendo 2,5% e 5% de EFC (P>0,05).

Gráfico 3. Percentual de folículos primordiais (a) e em crescimento (b) antes (controle fresco)

e após sete dias de cultivo in vitro na ausência (α-MEM+) ou presença de diferentes

concentrações de extrato da fumaça de cigarro (EFC: 2,5% e 5%). AB mostra diferença

significativa entre os tratamentos (P<0,05).

7.5 Densidade das células do estroma

O gráfico 3 demonstra os resultados da análise da densidade das células do estroma antes

(controle fresco) e após sete dias de cultivo in vitro na ausência (α-MEM+) ou presença de
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diferentes concentrações de extrato da fumaça de cigarro (EFC: 2,5% e 5%). Não houve

diferença significativa entre os tratamentos avaliados (controle fresco: 30,65 ± 2,6; α-MEM+:

32,93% ± 1,0; EFC 2,5%: 33,93 ± 1,2; EFC: 5%: 36,65 ± 1,4 )( P>0,05).

Gráfico 4. Densidade das células do estroma antes (controle fresco) e após sete dias de

cultivo in vitro na ausência (α-MEM+) ou presença de diferentes concentrações de extrato da

fumaça de cigarro (EFC: 2,5% e 5%)(P>0,05).
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8. DISCUSSÃO

Nosso trabalho foi o primeiro a avaliar o impacto do extrato da fumaça de cigarro no cultivo

in vitro de folículos pré-antrais caprinos, analisando seus efeitos na morfologia, categoria

folicular, densidade de células do estroma, produção de espécies reativas de oxigênio e

atividade da catalase.

Com relação à avaliação da morfologia folicular, foi observada uma redução significativa no

percentual de folículos morfologicamente normais após sete dias de cultivo na presença do

extrato da fumaça de cigarro (EFC), independente da concentração avaliada, quando

comparado ao controle fresco e o controle cultivado. Adicionalmente, o controle cultivado foi

capaz de manter taxas de folículos morfologicamente normais similares ao controle fresco.

Estudos anteriores têm testado isoladamente diferentes compostos presentes no extrato da

fumaça de cigarro e demonstrado seus impactos na reserva folicular ovariana, evidenciando os

riscos do tabagismo. STEFANSDOTTIR et al. (2023) investigaram o efeito que o

benzo[a]pireno, um componente presente na fumaça de cigarro, possui no desenvolvimento

ovariano fetal de camundongos fêmeas. Para esse estudo foi utilizado um modelo de cultivo in

vitro, no qual os ovários dos animais foram cultivados em concentrações crescentes de

B[a]como tratamento, por 24 h, 72 h ou 12 dias. Os autores relataram que houve uma redução

no número de folículos morfologicamente normais na concentração de 1 μg/ml de B[a]P.

LUDERER et al. (2020) corroboram esses achados em seu estudo realizado com fêmeas de

ratos sendo expostas à crescentes concentrações de B[a]P (0, 10, 20 ou 40mg/kg ao dia). Seu

estudo mostrou que a exposição ao B[a]P nas concentrações de 10 mg/kg, 20 mg/kg, 40

mg/kg, reduziram a quantidade de folículos ovarianos morfologicamente normais em todos os

estágios (primordiais, primários, secundários e antrais). Por sua vez, SADEU et al. (2011)

utilizou folículos isolados mecanicamente de camundongos fêmeas para testar a exposição do

condensado da fumaça de cigarro no desenvolvimento e funcionamento folicular. Os

resultados indicaram um atraso no desenvolvimento folicular de folículos primordiais e em

crescimento, além de terem observado atresia folicular em todos os estágios. LEE et al. (2017)

expuseram ratas à fumaça de cigarro via oral, durante 2 horas por dia ao longo de 4 semanas.

Seus resultados mostraram que a fumaça de cigarro impactou diretamente os folículos

ovarianos, reduzindo significativamente as quantidades de folículos em crescimento. IGAWA

et al. (2010) avaliaram a toxicidade do 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA), um potente

carcinógeno que se encontra presente na fumaça de cigarro. O estudo, que utilizou cultivo in
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vitro de tecido ovariano de ratos, comparou um grupo controle (DMSO) com diferentes

concentrações de DMBA durante 15 dias. Foi relatado que o DMBA foi responsável pela

perda de folículos primordiais e em crescimento. PAIXÃO et al. (2012) conduziram uma

avaliação sobre os efeitos da exposição à fumaça de cigarro, constatando que o diâmetro

oocitário em camundongos expostos ao fumo era significativamente menor em comparação

aos ratos não fumantes. Esse estudo foi realizado durante 15 dias com camundongos sendo

expostos de corpo inteiro, 8h por dia. Adicionalmente, o estudo revelou que as células da

granulosa também sofreram impacto pela exposição, levando os autores a concluir que o

cigarro interfere negativamente no desenvolvimento dos oócitos. Essa interferência pode ser

atribuída à proliferação inadequada das células da granulosa, visto que, componentes

presentes na fumaça de cigarro, como cádmio, exercem efeito significativo sobre as células da

granulosa.

A similaridade observada entre as taxas de folículos morfologicamente normais dos grupos

controle (fresco e cultivado), comprovam a eficiência do cultivo in vitro utilizado no nosso

estudo. O meio utilizado para o nosso experimento foi o α-MEM+. O meio α-MEM (Sigma

M8042) possui em sua composição sais, minerais, aminoácidos, vitaminas e glicose.

Adicionalmente foi acrescido outros nutrientes como glutamina, hipoxantina, BSA (albumina

sérica bovina), ITS (insulina, transferrina, selênio), constituindo um meio extremamente rico

em nutrientes e antioxidantes, já bem estabelecido em estudos anteriores na espécie caprina, e

foi capaz manter a morfologia folicular até o fim do cultivo in vitro explicando a similaridade

observada (FERREIRA et al., 2016).

No nosso estudo foram dosadas as espécies reativas de oxigênio (EROs) e a atividade da

enzima catalase a fim de verificar se o dano à morfologia folicular pela exposição de EFC era

devido ao estresse oxidativo. Entretanto, não foram observadas diferenças estatísticas entre a

produção de EROs e atividade da catalase entre os tratamentos avaliados, demonstrando que

provavelmente a redução no percentual de folículos morfologicamente normais nos

tratamentos EFC se deu por outros mecanismos. GANNON et al. (2013) avaliaram in vivo a

exposição à fumaça de cigarro, duas vezes ao dia, de camundongos fêmeas durante 4, 8, 9 ou

17 semanas. Nesse estudo foi observada uma perda de folículos primordiais e uma redução

em todos os estágios foliculares, assim como houve uma resposta de estresse oxidativo nos

animais expostos à fumaça de cigarro. Apesar disso, a perda folicular não era mediada pela

apoptose ou estresse oxidativo, em vez disso, foi associada à uma indução mediada por
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autofagossomos nas células da granulosa, sugerindo que esse seja um mecanismo alternativo

para a depleção da reserva folicular ovariana, sendo potencialmente ativado quando expostos

a compostos tóxicos. Assim como em nossos resultados, WERZ et al. (2018) mostraram em

seu estudo que a atividade enzimática da catalase foi reduzida após a exposição à fumaça de

cigarro, isto porque a nicotina e a cotinina atua inativando especialmente enzimas

antioxidantes como catalase, resultando em um acúmulo de H2O2 nas células, visto que a

catalase não consegue desempenhar a sua função.

Com relação à categoria folicular, houve uma redução significativa de folículos primordiais

em todos os tratamentos cultivados (α-MEM+, EFC: 2,5% e 5%) quando comparado com o

controle fresco. Contudo, os grupos cultivados não apresentaram diferenças significativas

entre si. A taxa de folículos em crescimento aumentou proporcionalmente à redução dos

folículos primordiais apenas no tratamento α-MEM+, não sendo observado o mesmo nos

tratamentos EFC: 2,5% e 5%. Acredita-se que houve ativação folicular em todos os

tratamentos ao longo do cultivo in vitro, mas nos grupos EFC 2,5% e 5% houve degeneração

dos folículos em crescimento, que podem ser mais susceptíveis aos componentes do cigarro.

TUTTLE e colaboradores (2009) conduziram um estudo in vivo com camundongos fêmeas

que buscavam avaliar o impacto da fumaça de cigarro em concentrações semelhantes às da

exposição humana, sendo expostas à fumaça de dois cigarros diariamente, durante 8 semanas.

Esse estudo revelou uma drástica redução do número de folículos, especialmente em estágio

primordial, dos animais expostos à fumaça. No entanto, não foram observadas taxas maiores

de morte apoptótica, levando os autores a concluir que, apesar da perda substancial de

folículos, a apoptose não foi o principal mecanismo envolvido. SOBINOOF et al. (2013)

conduziram um estudo in vivo utilizando camundongos fêmeas, que foram expostas à fumaça

de cigarro via nasal duas vezes ao dia, durante 60 minutos, ao longo de 12 à 18 semanas. Os

resultados mostraram uma diminuição significativa na população folicular, especialmente em

folículos primordiais e primários, com uma redução de cerca de duas vezes na quantidade de

folículos primordiais e três vezes na quantidade de folículos primários. Adicionalmente,

observou-se um aumento na quantidade de folículos atrésicos em decorrência da fumaça de

cigarro. SOBINOOF et al. (2013) enfatiza que não foram detectadas taxas elevadas de

apoptose em folículos primordiais, contrariando a suposição aceita na literatura de que a

redução na reserva ovariana é resultado desse mecanismo, argumentando que a redução na

reserva folicular ovariana não ocorre por meio da atresia folicular, e sim da alta taxa de

recrutamento e substituição dos folículos primordiais por folículos em estágio de



51

desenvolvimento, pois, segundo ele, os agentes tóxicos possuem os folículos em

desenvolvimento como alvo para destruição.

No presente estudo buscou-se avaliar se o extrato da fumaça de cigarro exerce efeito nas

células do estroma ovariano, além das consequências já expostas anteriormente nas células

foliculares. O estroma ovariano é composto por vasos sanguíneos, nervos, matriz extracelular

e células estromais, estando presentes mais de uma população celular, sendo exemplo delas:

fibroblastos, células fusiformes e células intersticiais. Não houve efeito na densidade dessas

células em resposta à exposição à EFC, independente da concentração avaliada. Estudos

anteriores avaliaram o impacto da fumaça de cigarro em monocultura de células epiteliais

brônquicas sem fibroblastos (BR) e modelos de cocultura com fibroblastos (BRF). Foi

observado que os modelos de cocultura com fibroblastos sofreram um impacto menor ao

serem exposto à fumaça de cigarro, se comparado aos modelos sem fibroblastos, mostrando

que os fibroblastos contribuem para uma maior capacidade de defesa contra o estresse

oxidativo e os danos celulares causados a partir da exposição à fumaça de cigarro. Uma

possível explicação proposta por ISKANDAR et al. (2015) é que a capacidade antioxidante

dos fibroblastos podem ajudar a suprimir o estresse oxidativo induzido pela fumaça de

cigarro. Provavelmente, em função da presença de fibroblastos, as células do estroma

avaliadas no nosso estudo, apresentaram maior resistência do que células foliculares

ovarianas, que parecem ser mais suscetíveis a fatores de estresse induzidos pela fumaça de

cigarro. Embora o estroma tente oferecer proteção, os danos ainda podem ser significativos,

resultando em morte celular.
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9. CONCLUSÃO

O extrato da fumaça de cigarro reduz o percentual de folículos pré-antrais morfologicamente

normais após 7 dias de cultivo in vitro. Neste estudo constatou-se que não foi possível

determinar a via responsável pelas alterações na morfologia folicular, uma vez que o estresse

oxidativo, que era a expectativa inicial, não se mostrou como um fator significativo. Dessa

forma, mais estudos serão realizados para elucidar possíveis mecanismos envolvidos.
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