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RESUMO

Dados fornecidos pela OMS (2021) mostram que o habito de fumar estd presente na vida de
7,8% de mulheres no mundo. Embora seja consenso o prejuizo reprodutivo dos componentes
do cigarro, o mecanismo pelo qual a fumacga de cigarro altera a morfologia da reserva
folicular ovariana ainda ¢ pouco compreendido. Esse estudo buscou avaliar o efeito do extrato
da fumaga de cigarro na morfologia e estresse oxidativo de tecido ovariano caprino cultivado
in vitro. Além disso, buscou-se determinar se € o estresse oxidativo o mecanismo pelo qual a
fumaga de cigarro afeta os foliculos. 6 ovarios foram coletados em abatedouro local, onde a
sua utilizagdo estd de acordo com a Legislagdo Brasileira para cuidado e uso de animais em
atividades de ensino ou pesquisa cientifica. O meio de base utilizado foi o a-MEM
suplementado com ITS (insulina 6,25 pg/mL, transferrina 6,25 pg/mL e selénio 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 a-MEM+. 5 Fragmentos (3x3x1 mm) do cortex
ovariano foram obtidos dos ovéarios. Dois destes fragmentos foram imediatamente fixados em
carnoy e destinados a histologia classica (controle fresco), enquanto dos demais, um foi
cultivado por 7 dias na auséncia de extrato da fumaca de cigarro (a-MEM+), e os outros dois
foram cultivados presenca de extrato da fumaga de cigarro (EFC) em concentragdes de 2,5% e
5% (EFC: 2,5% e 5%, respectivamente). Foram realizadas trés repeticdes. O cultivo foi
realizado em placas de 24 pocos, contendo 1 mL de meio, em uma incubadora a 39°C e 5% de
CO, em ar. Apos a inclusdo em blocos de parafina, cortes seriados a espessura de 7um foram
obtidos, montados em laminas e corados pelo método do acido periddico de Schiff. Foram
realizadas analises morfoldgicas; analises para determinacgdo do estresse oxidativo; analises da
densidade celular do estroma e avaliacao da atividade da enzima catalase. Os resultados foram
expressos como média + SEM e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste
de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando P<0,05. Como resultados foi
constatado uma redugdo significativa no percentual de foliculos morfologicamente normais
apos sete dias de cultivo na presenca do extrato da fumaca de cigarro, independente da
concentragdo avaliada, quando comparado ao controle fresco e o controle cultivado. No
entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas na producdo de EROs, atividade da
catalase e densidade celular do estroma entre os tratamentos avaliados. Na categoria folicular,
foi observada uma reducao significativa no percentual de foliculos 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 ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Diante disso, concluimos que o
extrato da fumaga de cigarro reduz o percentual de foliculos pré-antrais morfologicamente
normais apds 7 dias de cultivo in vitro. Além disso, evidenciou-se que o estresse oxidativo
nao parece ser o mecanismo responsavel pelas alteracdes observadas na morfologia folicular.

Palavras-chave: Reserva folicular ovariana; Tabagismo; Infertilidade; Biotecnologia
reprodutiva; Exposicao a fumaca 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 a-MEM
supplemented with ITS (insulin 6.25 pg/mL, transferrin 6.25 pg/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 a-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 (a-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% CO?2 in air. After
embedding in paraffin blocks, serial sections at a thickness of 7 pm 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 INTRODUCAO

Os ovarios sao glandulas enddcrinas vitais que tém um papel central na regulacdo hormonal e
na producao de oocitos, gametas femininos que, ao maturarem, t€ém a capacidade de serem
fertilizados para iniciar uma gravidez. Nos mamiferos, o nimero de odcitos ¢ limitado e
finito, estando eles em profase I da primeira divisdo meidtica e inclusos em foliculos
primordiais desde o periodo intrauterino. Apods o nascimento, novos foliculos primordiais ndo
podem ser originados, o que significa que a reserva ovariana ¢ estabelecida desde o
nascimento (KERR et al, 2013). Portanto, qualquer fator que afete a quantidade e a
integridade dos foliculos ovarianos primordiais pode resultar em danos significativos a
capacidade reprodutiva da mulher, impactando sua saude reprodutiva a longo prazo

(BROEKMANS et al., 2009).

Dentre os fatores que podem ter efeitos prejudiciais sobre a satde reprodutiva, destaca-se o
habito de fumar. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (2021), cerca de 7,8% das
mulheres globalmente ainda mantém o habito de fumar, com a Europa destacando-se como o
continente com a maior propor¢ao de mulheres fumantes. Tal situacdo ¢ preocupante, pois o
tabagismo estd associado a uma série de problemas de satde, incluindo a diminuicao da
receptividade uterina e a faléncia ovariana. De acordo com SOBINOOF et al. (2013), a
exposicao de camundongos a fumaga de cigarro duas vezes ao dia, durante 12 a 18 semanas,
reduziu significativamente o numero de foliculos ovarianos, além de reduzir a qualidade e a
quantidade de oocitos oocitados, impactando negativamente na fertilizagdo dos mesmos. Esse
estudo foi reforcado por MAI et al. (2014), que realizaram estudos in vivo administrando 2
mg/ml de extrato da fumaga de cigarro, os quais mostraram que a exposi¢do a fumaca do
cigarro levou a diminuicdo do tamanho dos odcitos, prejudicando sua funcionalidade e,
consequentemente, a fertilizacdo e o desenvolvimento inicial do embrido. Adicionalmente,
outro estudo realizado in vivo com camundongos colocados em camaras de exposi¢ao por 120
min, realizado por LI et al. (2022), mostrou que a exposi¢ao a fumaca de cigarro reduziu os
foliculos em todos os estagios de desenvolvimento, além de aumentar o FSH. Evidéncias
sugerem que a exposicao cronica a fumaca de cigarro pode resultar em uma superestimulacao
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 correlagao entre o consumo de tabaco e o aumento nos niveis do
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FSH. Esse aumento, embora inicialmente possa parecer benéfico, pode resultar em uma
dimiuicdo da reserva folicular a longo prazo, devido ao desgaste acelerado dos foliculos.
GANNON et al. (2013) utilizaram camundongos fémeas expostas a fumaca de cigarro durante
40 dias, e observaram que a fumaca de cigarro induz uma superexpressdao de autofagia nas
células da granulosa, resultando em uma degradacdao e morte celular. As descobertas obtidas
até o presente momento ressaltam a relevancia de investigar os mecanismos subjacentes aos
danos ocasionados pela exposicdo a fumaca de cigarro, o que ¢ o foco central do nosso

estudo.

Uma das vias de prejuizo celular provocada pelo cigarro ¢ mediante o estresse oxidativo: Esse
estresse ocorre quando ha um desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a capacidade antioxidante do organismo para neutraliza-las. As EROs sdo radicais
livres que possuem elétrons desemparelhados e sdo 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 constituido de defesa ndo enzimatica, que
compreende os compostos antioxidantes de origem dietética (BIANCHI et al., 1999;
PRASAD et al., 2007) e defesa enzimadtica, que se refere as enzimas presentes no organismo
que atuam minimizando a acumulagdo de perdxido de hidrogénio e superdxido. Nesta classe
estdo inseridas as enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase e a catalase
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). A catalase ¢ uma enzima classificada como
oxidorredutase (ENGERS et al., 2011). E um tipo de enzima produzida por quase todos os
organismos vivos, sendo responsavel por neutralizar o perdxido de hidrogénio resultante do

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

Apesar disso, os exatos mecanismos que levam a alteracdo da morfologia e consequentemente
a fun¢do dos foliculos ovarianos e prejuizo na capacidade reprodutiva de mulheres fumantes
ainda ndo foram totalmente elucidados. A compreensdo mais profunda sobre os mecanismos
pelos quais a exposicdo aos compostos da fumaca de cigarro prejudica as células ovarianas,
contribuira futuramente para o desenvolvimento de estratégias de prevencao dos danos
associados ao tabagismo e manutencao da satde reprodutiva feminina. O presente estudo tem
como objetivo avaliar o efeito do extrato da fumaca de cigarro na morfologia e estresse

oxidativo de tecido ovariano caprino cultivado in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistema reprodutor feminino em humanos, caprinos e roedores

Em mulheres o aparelho reprodutor (Figura 1a) ¢ composto por estruturas internas e externas.
Internamente, inclui dois ovarios, duas tubas uterinas, o utero e a vagina (SILVA, 2020).
Externamente, ¢ constituido pelos grandes labios, pequenos labios, o vestibulo, o meato

urinario, o himen, o clitoris, o bulbo e as glandulas vestibulares (BARROS et al., 2014).

Da tuba uterina
A

Fundo do utero J
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Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor feminino em humanos. Fonte: DALLEY et al.

(2024)

Para o presente estudo, os ovarios sdo de particular interesse. Esses orgdos, localizados em
cada lado do tutero, desempenham fungdes fisiologicas essenciais, como a produgdo e
secrecdo de hormoOnios necessarios para a manutengdo do trato reprodutivo e o
desenvolvimento folicular. Além disso, 0s ovarios sdo responsaveis pela liberagdo de odcitos
maduros, que sdo cruciais para a fertilizacdo (HIRSHFIELD, 1991; BARNETT et al., 2006;
ARAUJO et al., 2014).

Os ovarios sdao revestidos por um epitélio germinativo e apresentam duas regides
morfologicas distintas: a medular e a cortical. A regido medular, localizada internamente,
fornece nutricdo e suporte ao Orgdo e ¢ composta por artérias, nervos, fibroblastos e veias
(SILVA, 2005). A regido cortical, por sua vez, ¢ a area funcional, contendo estroma, odcitos, €
células da granulosa e da teca, que, em conjunto, formam os foliculos (MCGEE; HSUEH,
2000). Ademais, sao encontrados corpos luteos, hemorragicos e albicans na regido cortical do
ovario mamifero (LIU et al., 2006). Na figura 2 pode-se observar a anatomia interna do

ovario contendo as principais estruturas.

Foliculos Foliculo Foliculo Foliculo
primordiais primario  secundario terciario

. Liberagao
e do odcito
secundario

Coroa radiada

Corpo albicante Corpo liteo

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

al. (2009)

As tubas uterinas, também conhecidas como trompas de faldpio, sdo responsaveis pelo
transporte do ovocito em dire¢do ao utero, onde um ambiente adequado para a fecundagdo ¢

proporcionado. O cérvix ¢ um canal muscular localizado na parte inferior do utero, que se
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conecta ao canal vaginal. Ele desempenha a fun¢do de separar a parte externa da interna do
utero, sendo dividido em endocérvice e ectocérvice. A endocérvice, a parte interna do colo do
utero, ¢ revestida por epitélio glandular, enquanto a ectocérvice, a parte externa, ¢ coberta por
epitélio escamoso (MAIA, 2012). Finalmente, a vagina, situada na extremidade do cérvix, € o
local onde o sémen ¢ depositado durante o ato sexual (ROMANO et al., 1999). A vulva, por
sua vez, refere-se ao conjunto dos oOrgdos externos do sistema reprodutivo feminino

(BARROS; RODRIGUES, 2014).

J4 o sistema reprodutor feminino dos caprinos (Figura 3) possui, assim como dos humanos,
ovarios, utero, tubas uterinas, cérvix ou colo uterino, vagina e vulva. No qual os ovarios
possuem a responsabilidade de produzir 6vulos e hormdnios como estrogeno e progesterona.
A tuba uterina liga o ovario ao utero, e € por onde passa o 6vulo apds ser liberado pelo ovario.
O ttero ¢ bipartido, ramificado em dois cornos uterinos, que sdo conectados as tubas uterinas
e ao corpo do utero (RICARTE; SILVA, 2010). E, € no utero que ocorre o desenvolvimento da
gestacdo. O cérvix, assim como o dos humanos, atua como uma barreira de protecdo que
separa o canal vaginal da cavidade uterina, ¢ um conduto fibroso tubular que permite o
transporte do espermatozodide e a liberagdo do muco (GRANADOS et al., 2006). Ja a vagina
liga o cérvix a vulva, parte externa do sistema reprodutor feminino, e refere-se ao local onde o

macho deposita o sémem apds a ocorréncia do acasalamento (EMBRAPA, 2019).
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O sistema reprodutor dos roedores (Figura 4) ¢ composto por uma bursa ovariana elastica e

transparente rica em vasos sanguineos, que envolve os ovarios dos camundongos. Esses

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

(RENDI et al., 2012). Nos ovarios sao encontrados multiplos foliculos abrangendo odcitos,

que, diferentemente dos humanos, nos camundongos sdo 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 a 5 dias

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

responsavel por fazer a conexao do ovario e do corno uterino. Ao contrario do utero humano,

o utero 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 Unico, onde se inicia a estrutura da

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

Bursa— P Ve
Ovario- ik

Oviduto

Corno uterino-

Fundo uterino- 4|\

Regido cervical-

Abébada vagina| ——————— \ Vet

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 a dificuldades encontradas para a aquisicdo de material biologico
humano, tém levado a utilizacdo desses animais como modelo experimental animal para
estudar diferentes mecanismos nos ovarios (FREOUR et al., 2008; SOBINOFF et al., 2013;
GANNON et al., 2013; LEE et al., 2017; LI et al., 2022). Especificamente com relacdo aos
estudos que associam a exposicao aos compostos de cigarro a geragao de danos reprodutivos,
a grande parte deles foram realizados utilizando pequenos roedores, no entanto, ha diferencas

\

significativas com relagdo a espécie humana. A tabela a seguir compara as caracteristicas
reprodutivas humanas com as caracteristicas reprodutivas da espécie experimental utilizada
em outros trabalhos, que sdo os roedores, e as caracteristicas reprodutivas da espécie utilizada

no presente estudo, que sdo os caprinos.

Tabela 1. Comparacao entre caracteristicas reprodutivas

HUMANO CAPRINO ROEDOR

8

* Denominado de Denominado de]' Denominado de ciclo

CICLO ciclo menstrual,|ciclo estral, dura em|estral, dura entre 4-5
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dura 28 dias. torno de 21 dias dias
LIBERACAO DE § Libera dois a trés|*® Sdo liberados varios
OVULOS ® Libera um Ovulo |6vulo ovulos
GESTACAO 7270 dias 150 dias 1921 dias

" Iniciada na vida|® Iniciada na vida|’ Tem inicio depois de 1

FOLICULOGENESE |fetal fetal ou 2 dias de nascido

*Cada ovario pesa

PESO DO OVARIO |3 gramas *0,5 a 3 gramas 20,08 gramas

Fonte: Dados adaptados de MARCONDES et al. (2002)'; MEDEIROS et al. (2006)
GRANADOS et al. (2009)%; GUPTA et al. (2011)*; TEIXEIRA et al. (2012)°; ALDONA et al.
(2013)°%; BATTISTON (2015)"; MAIA et al. (2019)*; NASCIMENTO (2020)’; GOMES et al.
(2022)r°

No presente estudo foi utilizada a espécie caprina como modelo experimental em funcgao das
similaridades com o ovario 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 Foliculogénese

Independente da espécie animal, a foliculogénese refere-se a um periodo que inicia na
formagdo dos primeiros foliculos primordiais e finda quando o foliculo atinge o estagio
ovulatorio (Figura 5), portanto, esse processo engloba a formacdo, o crescimento e a
maturacao do foliculo (DRIANCOURT et al., 2001).

Os foliculos s3o estruturas que abrangem o odcito e possuem como fun¢do promover uma
area propicia para a maturacdo do mesmo (CORTVRINDT; SMITZ, 2001). Todas as
mulheres j4 nascem com um pool de reserva de foliculos ovarianos, isto €, com um nimero
limitado de foliculos, alguns milhares. No entanto, 99% desses foliculos passam por um
processo fisiologico inevitdvel denominado de atresia folicular, fazendo com que a ovulagdo
seja inalcancada (BRUNO et al., 2008). A atresia folicular pode ocorrer por meio de duas

vias, a primeira ¢ a via apoptotica, que envolve um processo de morte celular individual e
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programada, sendo caracterizada principalmente pela presenca de nucleo picndtico. Nesse
caso o odcito ¢ mais afetado do que o foliculo em sua totalidade. A segunda via refere-se a via
degenerativa, que por sua vez ¢ caracterizada especialmente por vacuolizagao citoplasmatica,
células desorganizadas e um acumulo de fluido intracelular nas células da granulosa,
resultando na degeneragao (MARTINS et al., 2008; ARAUJO et al., 2021).

Esses foliculos passam por distintas fases de desenvolvimento, onde ha a fase pré-antral ou
fase independente da gonadotrofina, sendo responsavel pela diferenciagdo do odcito e
englobando os foliculos em crescimento: primordiais, primarios e secundarios; e a fase antral
ou fase dependente da gonadotrofina, que ¢ responsavel pelo aumento extensivo do foliculo e
que envolve os foliculos terciarios e pré-ovulatério (SILVA, 2005).

A regulacdo dos foliculos pré-antrais ¢ principalmente mediada por fatores de crescimento
que atuam por mecanismos autdcrinos, provenientes das proprias células foliculares, e
parécrinos, provenientes de células adjacentes. Em contrapartida, durante a fase antral, a
regulacdo ¢ predominantemente controlada pelos hormonios foliculo-estimulante (FSH) e
luteinizante (LH). O FSH promove o crescimento dos foliculos, enquanto o LH desempenha
um papel crucial na maturagao folicular e na preparagdo para a ovulagdo. Contudo, os fatores
de crescimento continuam a desempenhar um papel importante no desenvolvimento dos
foliculos durante esta fase (WILLIAMS et al., 2012).

Quando os foliculos primordiais, que constituem um estoque folicular conhecido como o pool
de foliculos, come¢am a se desenvolver, ocorre um fenomeno denominado de ativacdo ou
recrutamento folicular (WILLIAMS et al., 2012). Esse desenvolvimento ocorre no cortex e se
caracteriza pelo aumento do didmetro oocitario, proliferacao das células e transformacgao do

formato (MACKLON et al., 2001).
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Figura S. Foliculogénese ovariana. Fonte: GUERREIRO et al. (2015)

O foliculo primordial se caracteriza pela presenca de células foliculares achatadas e o odcito
primario (ovogdnias que passaram por mitose, diferenciacdo, duplicaram seus cromossomos e
permanecem quiescentes na profase da primeira divisdo meiodtica até que a mulher atinja a
puberdade e continue a divisdo meidtica) envolto por elas, e todos os foliculos dessa categoria
foram originados na vida fetal entre o sexto e o nono més de gestacdo. Em seguida, ocorre o
desenvolvimento do foliculo em primadrio, que se destaca por ser um foliculo em crescimento.
Ele contém uma camada de células foliculares, algumas das quais ja apresentam aparéncia
cubica em volta do odcito, além de uma zona pelticida. Essa zona se refere a uma espessa
camada constituida por glicoproteinas que possui funcdes importantes na fecundagdo.
Seguindo o desenvolvimento, essas células foliculares com aparéncia ctbica se proliferam e
dao origem a mais de uma camada de células foliculares com configuracdes cubicas,
caracteristico do foliculo secundario (MACKLON et al., 2001; SILVA, 2005), nessa fase se ¢
possivel verificar a presenga 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 classificacdo referida anteriormente, o foliculo terciario e a fase
pré-ovulatoria atribui-se a categoria antral, e isso ocorre devido a um aumento no niamero de

camadas e formagdo de espacos na camada da granulosa preenchidos por um fluido folicular
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denominado de antro, que compreende uma grande quantidade de hormdnios, em especial, o
estrogénio e, em menores quantidades, progesterona (BARNETT et al., 2006; BESSA;
DODE, 2013).

Entao, os foliculos terciarios sao determinados a partir da presenca 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 decorréncia ao aparecimento do antro,
pequenas cavidades se fundem e o antro aumenta de tamanho, gragas a isso o oocito €
deslocado para a periferia e as células da granulosa se diferenciam e dao origem as células do
cumulus-oophorus, que revestem o odcito, e a células murais, que revestem o antro
(GINTHER, et al., 2003). Essa fase ¢ denominada de pré-ovulatoria, que refere-se a fase mais
desenvolvida de crescimento, onde apenas um consegue desenvolver-se e partir para a
ovulacdo, enquanto os outros entram em atresia (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

Por fim, ocorre a ruptura do foliculo maduro e o extravasamento do fluido com a célula
gamética feminina, contendo a zona pelucida, no qual sera captado pelas tubas uterinas.

A ovulacdo ¢ desencadeada por um pico de hormodnio luteinizante (LH), liberado pela hipofise
em resposta aos altos niveis de estrogeno. O LH estimula o rompimento do foliculo maduro
para secretar o évulo, a0 mesmo tempo que estimula o odcito primario a finalizar a meiose I e
iniciar a meiose II, tornando-se um oocito secundario. O odcito secundario inicia entdo a
metafase da segunda divisdo meidtica, que sera completada apenas se houver fecundagao
(LATRONICO; KOHEK, 2001; MARTINI et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).
O foliculo que secreta o 6vulo passa a reduzir o tamanho, em uma fase denominada de corpo
luteo, onde a medida em que ele vai reduzindo, vai ocorrendo a liberagdo do hormoénio
estradiol, juntamente com a progesterona até o final da fase lutea. Caso nao ocorra a
fertilizagdo, a menstruagdo ¢ provocada gragas a queda nos niveis de estradiol e progesterona,
acarretando em uma descamagdo 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 elucidacdo da foliculogénese ¢ o cultivo in vitro. Na
pesquisa cientifica, o cultivo celular tem adquirido uma relevancia crescente, uma vez que
proporciona uma compreensdo aprofundada dos mecanismos que regulam o comportamento
das células em condi¢des in vivo. Ademais, essa técnica permite o controle preciso de

variaveis como pH, niveis de nutrientes € hormonios, e possibilita a obten¢ao de resultados de
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maneira mais eficiente (GASPAROTTO, 2022). Distintos sistemas de cultivo in vitro de
foliculos ovarianos tém sido desenvolvidos visando preservar a viabilidade, induzir o
crescimento de foliculos e obter oocitos maduros (CHAVES et al., 2011). Esses sistemas

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

No sistema de cultivo bidimensional, os foliculos sdo isolados do cortex 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 foliculos
(Figura 7) (Telfer, 1998). Nesse tipo de sistema, ocorre um crescimento em monocamadas de
células planas e alongadas. O mesmo possui uma menor representagdo do ambiente in vivo,
visto que ¢ realizado diretamente sob uma superficie de cultivo e, devido a isso, ndo possui a
capacidade de distribuicdo fisiolégica uniforme de nutrientes e oxigénio. Além disso,
consistem geralmente em monoculturas, sendo possivel a compreensdo de apenas um tipo de
cé¢lula. Em contrapartida, esse tipo de sistema costuma ser mais econdmico e simples de ser
manipulado (BRUNO et al., 2008; ARAUJO et al., 2014; GONCALVES et al., 2020;
GASPAROTTO, 2022).

Ja o sistema de cultivo tridimensional € capaz de preservar a morfologia do foliculo e criar um
ambiente in vitro que simula de forma mais fiel a matriz extracelular do ovario (TELFER;
MCLAUGHLIN, 2008). Nesse caso, pode ser realizado o cultivo do ovario inteiro ou dos
fragmentos do cortex ovariano (sistema de cultivo in situ), ou os foliculos podem estar
completamente submersos em matrizes, como alginato, misturas de alginato, ou sintéticos,
como hidrogel de polietilenglicol e nanoparticulas (Figura 7) (GREEN; SHIKANOYV, 2016).
A figura 6 resume as principais caracteristicas do cultivo in vitro bi e tridimensional, enquanto

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

CARACTERISTICA BIDIMENSIONAL (2D) TRIDIMENSIONAL (3D)
Microambiente e arquitetura Simplificado Avangado

Monocamada e interagdo Multiplas camadas e
Tipos celulares e interacoes minima interagdes complexas

Reflete parcialmente  a Interagdes que refletem melhor

Funcionalidade fisiologia in vivo a fisiologia in vivo
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Ilustracio — =

Figura 6. Cultivo in vitro bidimensional (2D) e tridimensional (3D). Fonte: Adaptado de
RAUSCH et al., 2023.
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Figura 7. Principais sistemas de cultivo in vitro de foliculos ovarianos. Fonte: Autoria

propria.

No presente trabalho foi utilizado o cultivo in situ de tecido ovariano. Esse sistema foi
escolhido por: 1) possibilitar a avaliagao da morfologia de foliculos pré-antrais e a ativagao de
foliculos primordiais para os estdgios de crescimento; 2) preservar o contato entre os foliculos
e as células do estroma ovariano (ABIR et al., 2006).

Diversos estudos ja vém utilizando o cultivo in situ de tecido ovariano como ferramenta para
avaliar o efeito de substancias para os gametas femininos (SANTOS et al., 2006; NUNES et
al., 2018; SILVA, 2023). Dentre as substancias toxicas que podem ser testadas utilizando

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

O tabagismo ¢ amplamente reconhecido por seus efeitos adversos e é uma das principais
causas de mortalidade precoce em escala global. Isso ocorre devido a presenga de uma ampla
gama de substancias quimicas prejudiciais na fumaga do cigarro, totalizando mais de 4.700
compostos, muitos dos quais sdo conhecidos por suas propriedades cancerigenas, toxicas e
mutagénicas, como a nicotina, o monéxido de carbono, o benzo[a]pireno, o plutonio, as

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

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2020 o tabagismo foi responséavel por
mais de 443 mil novos casos de doengas cardiacas, 52 mil acidentes vasculares cerebrais, 433
mil novos casos de doengas pulmonares. Adicionalmente, foram registrados 26 mil novos
diagnosticos de cancer de pulmao e 40 mil novos diagnodsticos de outros tipos de canceres.
Nao se limitando a estar associado a condi¢des graves como cancer, doengas cardiovasculares,
doencgas pulmonares e ulceras 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
correlacdo entre o consumo de tabaco e o aumento nos niveis do FSH. Esse aumento pode
levar a uma superestimulagdo dos foliculos ovarianos, que embora inicialmente possa parecer
benéfico, pode acabar provocando uma diminui¢ao da reserva folicular a longo prazo, devido
ao desgaste acelerado dos foliculos. Além disso, MAI et al. (2014), fizeram testes com 24
camundongos fémeas, dividindo-as em trés grupos. O grupo controle recebeu DMSO, o grupo
CSE foi tratado com uma solucao de extrato da fumaga de cigarro a 2 mg/ml (diluido em agua
destilada) por via oral diariamente, € o grupo menadiona, como controle positivo, recebeu
uma injecdo intraperitoneal (ip) de 15 mg/kg de solucao de 6leo de menadiona diariamente.
Quatro semanas depois, todos os camundongos foram superovulados e sacrificados 14 horas
apods a administracdo de hCG, com isso foi identificado que a exposi¢do ao extrato da fumaca
de cigarro esta associada a uma redu¢do no tamanho dos odcitos. Essas modificacdes na
morfologia dos oocitos podem comprometer sua funcionalidade e, consequentemente, sua
capacidade de serem fertilizados e se desenvolverem de forma adequada. Sendo assim, as

alteracdes hormonais e morfologicas induzidas pelo fumo nio apenas afetam a qualidade dos
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odcitos, mas também podem impactar negativamente o sucesso da fertilizagdo e o

desenvolvimento inicial do embrido.

SOBINOOF et al. (2013), em seu estudo expds camundongos fémeas via nasal a fumaga de
cigarro durante 60 minutos ao dia, duas vezes ao dia, durante 12 a 18 semanas, e seus
resultados mostraram que a exposi¢ao a fumaga de cigarro reduz significativamente o nimero
de foliculos, especialmente primordiais e primarios, além de diminuir a qualidade e a
quantidade de odcitos ovulados, o que impacta diretamente na fertilizagdo dos mesmos. Nao
obstante, a exposi¢do atua igualmente aumentando a peroxidacao lipidica, isto é, e reduzindo
a fluidez da membrana do odcito. Adicionalmente, outro estudo realizado por LI et al. (2022)
in vivo com camundongos colocados em camaras de exposi¢do por 120 min, mostrou que a
exposicao a fumaca de cigarro reduziu os foliculos em todos os estagios de desenvolvimento,

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

GANNON et al. (2013) utilizaram camundongos fémeas sendo expostos a fumaga de cigarro
usando um sistema de exposicdo a fumaga de corpo inteiro, duas vezes ao dia, durante 40
dias, e observaram que a fumaca de cigarro induz uma superexpressdo de autofagia nas
células da granulosa, um processo celular essencial para a homeostase celular, que permite a
célula degradacdo e reciclagem de seus nutrientes. Sua superexpressao, no entanto, resulta em

sua degradagdo prematura, levando a morte celular.

Outros estudos mostraram que as substancias presentes na fumaga de cigarro t€ém 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
reproducdo assistida (KLONOFF-COHEN, 2005; NEAL et al., 2005). Embora numerosos
estudos evidenciam os efeitos adversos do tabagismo na saude reprodutiva feminina, a
Organiza¢do Mundial da Saude (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

proporc¢ao de mulheres fumantes, com uma taxa aproximada de 18%.

Entre as mais de quatro mil e setecentas substancias identificadas na fumaca do cigarro, os
hidrocarbonetos aromadticos policiclicos (PAHs), e especificamente o benzo[a]pireno (B[a]P),
sdo notaveis pela sua alta toxicidade ( SOBINOFF et al., 2012). O B[a]P, um composto toxico

e mutagénico presente em concentragdes elevadas na fumaga do cigarro e esta intimamente
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associado ao aumento do estresse oxidativo e a apoptose celular. Estudos indicam que o
benzo(a)pireno aumenta a producdo de EROs e causa danos diretos ao DNA embrionario
(ZHAN et al., 2015). Ademais, esses compostos toxicos costumam se acumular
principalmente nos 6rgdos reprodutivos, o que aumenta os riscos (MAI et al., 2014). Este
composto promove a destruicdo dos foliculos primordiais por meio de um mecanismo
homeostatico de recrutamento, o qual acelera o desenvolvimento dos foliculos para substituir
os foliculos em crescimento (SOBINOFF et al., 2012). Estudos realizados por SADEU e
FOSTER (2011) demonstraram que o B[a]P inibe o desenvolvimento dos foliculos antrais,
reduz a produgdo de hormoénio antimulleriano (AMH) e estradiol, ¢ compromete a

sobrevivéncia dos foliculos.

Ademais, a nicotina, um alcaldide presente no tabaco, merece uma atencao especial. Ela ¢ a
maior responsavel pela dependéncia do cigarro, uma vez que atua na liberacdo de dopamina,
gerando sensacgdes de prazer que contribuem para a compulsao pelo cigarro. Durante o ato de
fumar, a nicotina ¢é absorvida em média de 1,0 mg por cigarro e direcionada
predominantemente aos bronquiolos terminais e alvéolos pulmonares. Apos sua absor¢ao na
circulacdo sanguinea, a nicotina ¢ distribuida de forma moderada pelos diversos tecidos
corporais, incluindo o cérebro e os pulmdes (MARTINS, 2022). A concentra¢do de nicotina
no sangue arterial, que € transportado pelas artérias provenientes dos pulmdes, pode ser até 10
vezes superior a encontrada no sangue venoso. Apesar de a meia-vida da nicotina ser de até
duas horas, a intoxica¢do por essa substancia pode persistir, dado que, mesmo apds sua
degradagdo, residuos de nicotina continuam acumulados no organismo (ROSEMBERG et al.,
2004). A nicotina, devido a sua elevada toxicidade, estd associada a diversas condigdes
patologicas graves, incluindo infarto do miocardio, hipertensdo, acidentes vasculares
cerebrais, angina do peito, cancer e disfun¢do sexual. Estudo realizado por BLACKBURN e
colaboradores (1994) mostraram que a nicotina possui efeito inibitoério na ovulagdo, tanto in

vivo quanto in vitro, bem como possui efeito inibitério na fertilizagdo dos oocitos ovulados.

Conforme relatado pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022), o tabagismo em
mulheres resulta em uma diminuigao significativa na taxa de fertilidade, que cai para cerca de
57%, e na taxa de concep¢do, em virtude da presenca de nicotina no fluido folicular. A
exposi¢do aos compostos quimicos presentes na fumaga do cigarro também estd associada a

deplecao dos foliculos ovarianos. Além disso, o tabagismo eleva em aproximadamente 30% o
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risco de infertilidade, assim como aumenta a probabilidade de abortos espontineos, partos

prematuros e descolamento da placenta, entre outras complicagdes obstétricas.

E consenso na literatura que um dos mecanismos pelos quais a fumaga do cigarro provoca
prejuizos celulares ¢ através do estresse oxidativo, um fendomeno caracterizado pelo excesso
de moléculas oxidantes, com destaque para espécies reativas de oxigénio, que pode resultar
em danos celulares, incluindo inducdo de apoptose e necrose (AOSHIBA; NAGALI, 2003;
RAMAGE et al., 2006).

2.5 Espécies reativas de oxigénio

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo ions, moléculas ou atomos que contém um ou
mais elétron de oxigénio desemparelhado, sendo assim, sdo caracterizada como radicais livres
que se formam principalmente por meio de reagdes bioquimicas durante a respiracao celular,
exercendo um papel ambiguo na saude ovariana. Elas sdo formadas em varias organelas
celulares, incluindo a membrana plasmatica, o citoplasma, o nucleo, o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi, as mitocondrias, sendo elas as organelas mais
presentes nos odcitos (SUN et al., 2020). A sua principal origem esta intimamente ligada a
processos inflamatorios e a disfungdes mitocondriais (JUE et al., 2022).

Em condi¢des normais, existe um equilibrio entre a geragdo de EROs e o sistema
antioxidante, permitindo ao organismo manter niveis fisiolégicos apropriados dessas
substancias, sendo essenciais tanto para a fun¢do fisioldgica ovariana quanto para a atuagao
como mensageiros secundarios na sinalizagao celular, sendo participantes essenciais na
sintese de proteinas, na sinalizacdo intracelular e transcricdo génica (TOUZ; SCHIFFRIN,
2000). Entretanto, a produgdo excessiva pode sobrecarregar o sistema de defesa antioxidante,
resultando em estresse oxidativo. Esse desequilibrio pode culminar em uma variedade de
implicagdes bioldgicas, incluindo lesdes teciduais, mutagdes, comprometimento do sistema
imunoldgico, danos irreversiveis ao ovario e comprometimento da qualidade dos foliculos
cultivados, além da elevada taxa de morte folicular (ANDRADE et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2014; SAEED-ZIDANE et al., 2017). Ademais, tal condicdo pode
favorecer o surgimento de doencas ovarianas, como cancer de ovario, sindrome dos ovarios
policisticos (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 sdo notoriamente reativas, o que implica sua capacidade de interagir com diversas
substancias, atuando tanto como doadoras quanto como receptoras de elétrons (TERRA,
2012; GRIENDLING; USHIO-FUKALI, 2000; HARRISON; GONGORA, 2009).

O corpo possui um sistema de defesa contra o estresse oxidativo, sendo constituido de defesa
ndo enzimatica, que compreendem os compostos antioxidantes de origem dietética, obtidos
através da alimentagdo, tais como: vitamina C, precursores de vitamina E, B-caroteno, zinco,
selénio, dentre outros (BIANCHI et al., 1999; PRASAD et al., 2007). E defesa enzimatica,
que se refere as enzimas presentes no organismo que atuam minimizando a acumulagdo de
peroxido de hidrogénio e superdxido. Nesta classe estdo inseridas as enzimas superoxido
dismutase, sendo essas responsaveis pela conversao do superdxido em peroxido de hidrogénio
e oxigénio; Glutationa peroxidase, que possui a capacidade de remover perdxido de
hidrogénio e reduzi-lo de forma indireta a 4gua; E a catalase, que catalisa o peroxido de

hidrogénio em 4gua e oxigénio (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Superoxido
dismutase
20, +2H+ — 2 H202 + 02
Glutationa
id
2H202+2GSH __ PUOM9%®  GssG +2H20
Catalase
2 H202 _, H20+ 02

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

Fonte: Adaptado de Hopkins (2019).

2.6 Catalase

A catalase (CAT) ¢ uma enzima classificada como oxidorredutase, isto €, capaz de catalisar
reagdes de oxidagdo, encontrada nas mitocondrias e peroxissomos (ENGERS et al., 2011). E
um tipo de enzima produzida por quase todos os organismos vivos, sendo responsavel por

neutralizar o peréxido de hidrogénio resultante do metabolismo celular e inibir lesdes
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oxidativas (MARITIM et al., 2003). A catalase atua decompondo duas moléculas de peroxido
de hidrogénio em uma molécula de oxigénio e outra de agua (NANDI et al., 2019).

O peroxido de hidrogénio, quando nao metabolizado pela enzima antioxidante catalase, pode
se tornar altamente reativo. Essa reatividade permite que ele inicie a peroxidacao lipidica, um
processo de oxidacao de acidos graxos poli-insaturados. Esses 4cidos graxos sdo componentes
fundamentais das membranas celulares ¢ de organelas. O processo de oxidagdo lipidica ¢
iniciado quando ocorre uma interacdo entre um acido graxo poli-insaturado com um radical
hidroxila, resultando na remog¢do de hidrogénio do 4cido graxo e na formacdo de um radical
lipidico. Esse radical se transforma rapidamente em um radical perdxido, ao reagir com
moléculas de oxigénio. Posteriormente, o radical peroxido interage com outro acido graxo,
retirando um hidrogénio e formando um hidroperoxido e um radical lipidico, fazendo com
que a reagdo se perpetue.

Dessa forma, a peroxidagdo pode comprometer a integridade das membranas, levando a perda
da fluidez e ao extravasamento do contetdo de organelas, contribuindo para processos
patologicos. A importancia da catalase se torna evidente, prevenindo assim esses danos e
assegurando a manutencao da satde celular (VANNUCCHI et al., 1998; VASCONCELOS et
al., 2014).
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3. HIPOTESES

HO: O extrato da fumaga de cigarro ndo prejudica a morfologia folicular e portanto ndo

impacta a satde reprodutiva da fémea.

HI: O extrato da fumacga de cigarro prejudica a morfologia de foliculos ovarianos cultivados
in situ devido ao aumento desenfreado da producdo de espécies reativas de oxigénio,

causando estresse oxidativo e impactando negativamente a saude reprodutiva da fémea.
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4. JUSTIFICATIVA

A saude reprodutiva feminina ¢ diretamente impactada pela exposi¢do aos componentes do
cigarro, com estudos evidenciando que essa exposi¢do pode levar a deplecao de foliculos
primordiais, resultando em problemas na ovulagdao e fecundagao. Apesar de reconhecermos
essa correlacdo, os mecanismos exatos que desencadeiam a infertilidade ndo estdo
completamente claros. Especificamente com relagdo a elucidagdo dos mecanismos que levam
a alteracdo da morfologia do pool de reserva folicular ovariano ainda ha uma lacuna de
conhecimento, com estudos anteriores utilizando apenas roedores como modelo experimental.
A espécie caprina, gracas a sua maior semelhanca bioldgica com os humanos, comparada aos
roedores, apresenta-se como uma boa op¢do de modelo experimental para explorar os
mecanismos dos efeitos do extrato da fumaga 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
exposicdo aos compostos da fumaca de cigarro ndo apenas ¢ fundamental para a ciéncia
basica reprodutiva, mas também possibilita interven¢des potenciais, por exemplo, a
identificacdo de substidncias que possam prevenir a ativagdo desses mecanismos, cOmo
antioxidantes, para proporcionar uma protecdo aos ovarios de mulheres fumantes. Sendo
assim, essa pesquisa visa contribuir para a elucidagdo dos impactos da fumaca de cigarro na
reprodugdo feminina e futuramente possibilitar o desenvolvimento de possiveis estratégias de

mitigagao.
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5. OBJETIVOS DA PESQUISA
5.1 Objetivo geral

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

tecido ovariano caprino apdés cultivo in vitro
5.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes do extrato de fumaca de cigarro sobre a

morfologia dos foliculos caprinos cultivados in situ;

Identificar a categoria folicular mais suscetivel a exposi¢ao do extrato de fumaca de cigarro in

situ;

Analisar o impacto da exposi¢do in vitro ao extrato da fumaga de cigarro nas células do

estroma ovariano caprino;

Quantificar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em diferentes concentragdes

do extrato de fumaca de cigarro;

Avaliar a atividade da catalase nas diferentes concentragdes do extrato de fumaga de cigarro

apos cultivo in vitro de tecido ovariano caprino.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Declaracao de ética

Os ovarios foram obtidos exclusivamente de abatedouro local e a sua utilizagdo esta de
acordo com a Legislagdo Brasileira para cuidado e uso de animais em atividades de ensino
ou pesquisa cientifica, eliminando, portanto, a obrigatoriedade de aprovacao pelo Comité de

Etica no Uso de Animais (CEUA).

6.2 Coleta de ovarios

Os tecidos corticais ovarianos foram obtidos de 6 ovarios. Apos a coleta, os ovarios foram
submetidos a uma lavagem inicial em alcool 70%, seguida por duas lavagens em solugao
salina (0,9%), a qual foi suplementada com 100 pg/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. Os ovarios foram transportados para o laboratério dentro de um periodo

maximo de 30 minutos na mesma solugdo, mantidos a uma temperatura de 4°C.

6.3 Obtencao do extrato da fumaca de cigarro

O preparo do extrato aquoso de fumaca de cigarro (EFC) seguiu o protocolo proposto por
GELLNER et al. (2016), com o objetivo de extrair os constituintes presentes na fumaca de
cigarro. Foram utilizados cigarros comerciais com filtro (Marlboro Red, Philip Morris,
EUA), os quais possuem niveis 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 flexivel e transparente. A mangueira transpassou um dos orificios
confeccionados na tampa de um tubo conico de 50 mL tipo Falcon. Na outra extremidade da
mangueira, localizada na parte interna do tubo, foi acoplada uma ponteira de 1000 pL,
conforme pode ser observado na Figura 9. Através do segundo orificio na tampa do tubo,
outra mangueira flexivel foi transpassada e na extremidade externa ao tubo, o cigarro foi
conectado e acesso. As mangueiras flexiveis foram enroladas com papel aluminio devido a
propriedade fotossensivel da nicotina. O tubo permaneceu com o liquido visivel para
observagao da possivel formacao de bolhas durante as aspiragdes, sendo coberto com papel

aluminio tao logo finalizada a coleta.
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Figura 9. Sistema para coleta do extrato aquoso da fumaga 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 solucdo 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 crondmetro, foram reproduzidas aspiracdes de 35 mL,
puncionando lentamente o €émbolo da seringa entre 2 s e 4 s, repetindo ap6s 30 s. A fumacga
aspirada percorreu a mangueira flexivel até o interior do tubo, borbulhando na solugdo. Cada
cigarro foi queimado até o comprimento delimitado pelo inicio do filtro amarelo, sendo
realizado entre 8 a 10 pun¢des do émbolo da seringa para finalizar a queima. O procedimento
foi repetido com cada cigarro, observando a existéncia de possiveis vazamentos no sistema e
reparando a vedacdo caso necessario, evitando assim a perda dos teores de nicotina. Todo
procedimento foi realizado em capela de exaustdo. Ao final da coleta, realizou-se o ajuste do
pH da solugdo para 7,4 e o EFC foi fracionado em aliquotas para as analises quimicas ¢ in
vitro. Foi realizado HPLC com o padrdo de nicotina (Sigma) e foi confirmada a presenga de
nicotina no extrato. Foi verificado um teor total de 154,90 pg/mL no extrato total (solugdo
considerada como 100%) e a partir desta, foram diluidas as solu¢des de uso em solucdo salina
(NaCl a 0,9%) de 2,5% e 5% com as seguintes concentracdes de nicotina, respectivamente:

3,96 ng/mL e 7,92 pg/mL.

6.4 Desenho experimental

Amostras de tecido de cada par ovariano foram fragmentadas em cinco unidades com
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dimensdes de 3x3xl mm utilizando pinga e bisturi sob condig¢des estéreis. Dos cinco
fragmentos obtidos, dois foram fixados diretamente para analise histoldgica, representando
o controle fresco nao cultivado, enquanto os outros trés fragmentos foram submetidos ao
cultivo. Os fragmentos foram colocados em placas de cultura de 24 pogos, cada uma
contendo 1 mL do meio de cultivo. O cultivo foi realizado a 39°C com 5% de CO, em uma
incubadora umidificada, por sete dias. Todos os meios de cultivo foram incubados por 1
hora antes do uso. O meio basico utilizado foi a-MEM (pH 7,2 - 7,4) suplementado com
ITS (insulina 6,25 pg/mL, transferrina 6,25 pg/mL e selénio 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 a-MEM-+. Para o cultivo in vitro, os fragmentos foram cultivados
em o-MEM+ (controle cultivado), ou neste meio acrescido de extrato de fumaca de cigarro
(EFC) em diferentes concentragdes (2,5%, e 5%), constituindo os tratamentos EFC: 2,5%, ¢
5%. Foram realizadas trés réplicas para cada tratamento e o meio de cultivo foi renovado em
dias alternados. Para melhorar a compreensao, os resultados obtidos foram apresentados em
duas categorias: controle (fresco e cultivado em meio a-MEM+) e Extrato da Fumaca do
Cigarro (EFC 2,5% e 5%), constituindo os seguintes tratamentos: fresco, a-MEM+, 2,5% e
5%.

Para a avaliacdo da morfologia folicular, os fragmentos foram fixados em solugdo de
Carnoy por 12 horas antes do cultivo (controle fresco ndo cultivado) e apds 7 dias de cultivo
(a-MEM+ (controle cultivado); EFC 2,5% e 5%). Subsequentemente, os fragmentos foram
desidratados em etanol com concentragdes crescentes. Apos a inclusdo em parafina, os
tecidos foram seccionados em cortes de 7 um, os quais foram montados em laminas de

vidro e corados com o Acido Periédico de Schiff (PAS).
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Figura 10. Fluxograma ilustrando o desenho experimental. Fonte: Autoria propria
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Figura 11. Preparagdo da placa de 24 pogos para o cultivo in vitro dos fragmentos ovarianos

durante. Fonte: Autoria propria.

6.5 Avaliacio da morfologia e estagio de desenvolvimento folicular

A andlise da morfologia e do estagio de desenvolvimento folicular foram realizados por
microscopia Optica (Leica DMS500). Os foliculos foram considerados como
morfologicamente normais quando apresentaram um o0cito intacto, com citoplasma
homogéneo, cercado por células da granulosa bem organizadas em uma ou mais camadas e
sem nucleos picnoticos (Figura 12a e 12b); ou como degenerados quando apresentavam
odcito retraido ou com nucleo picnodtico e/ou se estiverem rodeados por células da granulosa
desorganizadas e destacadas da membrana basal (Figura 12c¢).

Os foliculos pré antrais foram classificados quanto ao estagio 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 odcito; foram considerados foliculos em crescimento aqueles nos quais houve
modificacdo do formato de células da granulosa de pavimentoso para cubico, com uma ou

mais camada de células da granulosa ao redor do odcito (seta amarela na Figura 12b).
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Figura 12. Estiagios de desenvolvimento folicular. A letra “a” refere-se ao foliculo em
estagio primordial (Seta vermelha). A letra “b” refere-se ao foliculo em estagio de
crescimento (Seta amarela). A letra “c” refere-se ao foliculo degenerado (Seta laranja).

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

6.6 Analise da densidade do estroma

A analise da densidade do estroma foi realizada com base na metodologia descrita por
SILVA et al. (2022) com adaptagdes especificas para a calibracdo da leitura das células
desejadas, tanto em relagdo ao tamanho celular quanto a area a ser analisada. Este método
envolve a utilizagdo de um script conhecido como CmyoSize executado no software
Imagel. Inicialmente, as células do estroma foram fotografadas (Figura 13) em um aumento
de 40x. As imagens obtidas, foram importadas para o ImagelJ, onde o script foi aplicado.
Esse script atua isolando as particulas de interesse, eliminando os espagos vazios e gerando

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

6.7 Analise das espécies reativas de oxigénio

O método adaptado de CHOI et al. (2006) baseia-se na interagdo do sal azul de
nitrotetrazolio (NBT) com espécies reativas de oxigénio, sendo que aproximadamente 90%
desse sal reage exclusivamente com o anion superdxido. Para iniciar a andlise, cada
eppendorf foi identificado e, em seguida, adicionado 100 puL. da amostra a cada eppendorf
correspondente. Adicionou-se 100 pL. de NBT a 0,1% (dissolvido em PBS). Os eppendorfs
foram entdo incubados em estufa a 37°C por um periodo de 45 a 60 minutos. Apos a
incubacdo, adicionou-se 500 uL de PBS a cada eppendorf, seguido pela centrifugacdo a
2600 RPM por 10 minutos. Apés a centrifugacdo, fez-se necessario deixar apenas 250 pL
da solugdo no eppendorf. Em seguida, adicionou-se 250 pl. de uma solu¢do de
KOH+DMSO (preparada com 5400 pL de KOH a 2 M e 6300 uL. de DMSO, totalizando

11700 pL) e realizou-se a solubilizagdo da mistura por agitacdo (movimentos de cima para
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baixo). Esta mistura foi entdo transferida para uma placa de 96 pocos 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 proteinas (Método de Bradford)

A determinacdo da concentracao de proteinas no meio coletado foi realizada utilizando o
método de Bradford (1976). Este procedimento emprega o corante azul de Coomassie para
quantificar a concentragao total de proteinas em cada amostra de extrato. A interacdao do
corante com as proteinas resulta na formacdo de um complexo que emite uma
luminescéncia azul. A absorbancia deste complexo esta diretamente correlacionada a
concentragdo de proteinas na amostra e foi mensurada espectrofotometricamente a um
comprimento de onda de 595 nm. A concentragdo total de proteinas nas amostras foi
calculada com base em uma curva padrao elaborada utilizando a albumina bovina como
padrao de referéncia, a qual foi posteriormente utilizada para a padroniza¢ao dos niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Para a andlise inicial, foi realizada a pesagem da
Albumina Sérica Bovina (BSA) para a preparacao da curva padrio, seguida pela diluicao da
BSA para uma concentracao de 1 mg/mL utilizando 4gua deionizada. Apos a construgdo da
curva padrao, 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 nao
extrapole os limites da curva padrdo. Em seguida, a preparagdo das amostras foi realizada
em placas de microtitulagdo, utilizando 1 pL de amostra e completando com 199 pL de
solucao de Bradford, com homogeneizacao lenta apds 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 degradagdo do peréxido de hidrogénio por meio da absorbancia a 240
nm. Os reagentes empregados foram o tampao fosfato (PBS) ajustado para pH 7,4 ¢ o
perdxido de hidrogénio (H,0,). A combinacdo foi realizada utilizando 4 mL de PBS para 64
uL de H,0,. Para as medigoes, foi realizada a leitura do branco 01 com apenas o PBS e do
branco 02 com a mistura. Para a andlise, foram utilizados 100 pL da amostra com 900 pL 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 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism. Os
resultados foram expressos como média + SEM e submetidos a andlise de varidncia
(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 foliculos morfologicamente normais antes (controle fresco) e apds sete dias
de cultivo in vitro na auséncia (a-MEM-+) ou presenca de diferentes concentragdes de extrato
da fumaca de cigarro (EFC: 2,5% e 5%) esté ilustrada no grafico 1. Foi observada uma
redugdo significativa no percentual de foliculos 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). Nao houve diferenga significativa entre o
percentual de foliculos morfologicamente normais quando comparado o controle fresco com o
o-MEM+ (controle cultivado) (P>0,05). Foram encontradas taxas similares de foliculos

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

Grafico 1. Percentual de foliculos morfologicamente normais antes (controle fresco) e apos
sete dias de cultivo in vitro na auséncia (a-MEM+) ou presenga de diferentes concentragdes
de extrato da fumaca de cigarro (EFC: 2,5% e 5%). “B mostra diferenga significativa entre os

tratamentos (P<0,05).
7.2 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

A dosagem de espécies reativas de oxigénio apos sete dias de cultivo in vitro na auséncia
(a-MEM+) ou presenca de diferentes concentragdes de extrato da fumaga de cigarro (EFC:

2,5% e 5%) esta evidenciada no grafico 4. Nao houve diferenga estatistica entre os
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tratamentos avaliados (a-MEM+: 169,0 + 27,7; EFC 2,5%: 199,6 &+ 26,7; EFC 5%: 206,2 +
31)(P>0,05).
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Grafico 2. Dosagem de espécies reativas de oxigénio apos sete dias de cultivo in vitro na
auséncia (a-MEM+) ou presenca de diferentes concentragdes de extrato da fumacga de cigarro

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

Tabela 2. Atividade da catalase apds sete dias de cultivo in vitro na auséncia (a-MEM+) ou

presenca de diferentes concentracdes de extrato da fumaga de cigarro (EFC: 2,5% e 5%).

Tratamento Média + SEM
a-MEM+ 8,33+1,76
2,5% 4,67+ 1,45
5% 2,73 £1,13

Os dados mostram que ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos avaliados.

(P>0,05).
7.4 Estagio de desenvolvimento folicular

O percentual de foliculos primordiais € em crescimento antes (controle fresco) e apds sete
dias de cultivo in vitro na auséncia (a-MEM+) ou presenca de diferentes concentracdes de

extrato da fumaca de cigarro (EFC: 2,5% e 5%) esta representado no grafico 2.
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Foi observada uma menor taxa de foliculos primordiais (Grafico 2a) em todos os tratamentos
cultivados (a-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, ndo foram
observadas diferencas significativas entre o grupo a-MEM+ e os grupos contendo 2,5% e 5%

de EFC (P>0,05).

Ja com relagdo aos foliculos em crescimento (Grafico 2b), foi observado um percentual
significativamente superior no tratamento o-MEM+ ( 70% + 3,33) quando comparado aos
tratamentos na presenca de EFC: 2,5% (23,33% =+ 6.,9); 5% (23.,33% + 5,77) (P<0,05). No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre o controle fresco e o a-MEM+
(P>0,05). Assim como nao foram observadas diferengas entre o controle fresco e os grupos de

tratamento contendo 2,5% e 5% de EFC (P>0,05).
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Grafico 3. Percentual de foliculos primordiais (a) e em crescimento (b) antes (controle fresco)
e apds sete dias de cultivo in vitro na auséncia (a-MEM+) ou presenca de diferentes

)' AB

concentracdoes de extrato da fumacga de cigarro (EFC: 2,5% e 5% mostra diferenca

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

7.5 Densidade das células do estroma

O grafico 3 demonstra os resultados da andlise da densidade das células do estroma antes

(controle fresco) e apds sete dias de cultivo in vitro na auséncia (a-MEM+) ou presenca de



47

diferentes concentragdes de extrato da fumaga de cigarro (EFC: 2,5% e 5%). Nao houve
diferenga significativa entre os tratamentos avaliados (controle fresco: 30,65 £ 2,6; a-MEM-+:

32,93% + 1,0; EFC 2,5%: 33,93 + 1,2; EFC: 5%: 36,65 + 1,4 )( P>0,05).
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Grafico 4. Densidade das células do estroma antes (controle fresco) e apds sete dias de

cultivo in vitro na auséncia (a-MEM-+) ou presenca de diferentes concentragdes de extrato da

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

Nosso trabalho foi o primeiro a avaliar o impacto do extrato da fumaga de cigarro no cultivo
in vitro de foliculos pré-antrais caprinos, analisando seus efeitos na morfologia, categoria
folicular, densidade de células do estroma, producdo de espécies reativas de oxigénio e

atividade da catalase.

Com relacdo a avaliagdo da morfologia folicular, foi observada uma redugao significativa no
percentual de foliculos morfologicamente normais apos sete dias de cultivo na presenca do
extrato da fumaga de cigarro (EFC), independente da concentracdo avaliada, quando
comparado ao controle fresco e o controle cultivado. Adicionalmente, o controle cultivado foi
capaz de manter taxas de foliculos morfologicamente normais similares ao controle fresco.
Estudos anteriores tém testado isoladamente diferentes compostos presentes no extrato da
fumaca 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 fumaga de cigarro, possui no desenvolvimento
ovariano fetal de camundongos fémeas. Para esse estudo foi utilizado um modelo de cultivo in
vitro, no qual os ovarios dos animais foram cultivados em concentragcdes crescentes de
B[a]como tratamento, por 24 h, 72 h ou 12 dias. Os autores relataram que houve uma redugao
no nimero de foliculos morfologicamente normais na concentracdo de 1 pg/ml de B[a]P.
LUDERER et al. (2020) corroboram esses achados em seu estudo realizado com fémeas de
ratos sendo expostas a crescentes concentracoes de B[a]P (0, 10, 20 ou 40mg/kg ao dia). Seu
estudo mostrou que a exposicdo ao B[a]P nas concentragcdes de 10 mg/kg, 20 mg/kg, 40
mg/kg, reduziram a quantidade de foliculos ovarianos morfologicamente normais em todos os
estagios (primordiais, primarios, secundarios e antrais). Por sua vez, SADEU et al. (2011)
utilizou foliculos isolados mecanicamente de camundongos fémeas para testar a exposi¢ao do
condensado da fumaga de cigarro no desenvolvimento e funcionamento folicular. Os
resultados indicaram um atraso no desenvolvimento folicular de foliculos primordiais e em
crescimento, além de terem observado atresia folicular em todos os estagios. LEE et al. (2017)
expuseram ratas a fumaga de cigarro via oral, durante 2 horas por dia ao longo de 4 semanas.
Seus resultados mostraram que a fumaca de cigarro impactou diretamente os foliculos
ovarianos, reduzindo significativamente as quantidades de foliculos em crescimento. IGAWA
et al. (2010) avaliaram a toxicidade do 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA), um potente

carcindgeno que se encontra presente na fumaca 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
concentragdes de DMBA durante 15 dias. Foi relatado que o DMBA foi responsavel pela
perda de foliculos primordiais e em crescimento. PAIXAO et al. (2012) conduziram uma
avaliagdo sobre os efeitos da exposicdo a fumaca de cigarro, constatando que o didmetro
oocitario em camundongos expostos ao fumo era significativamente menor em comparagao
aos ratos ndo 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 exposi¢do, levando os autores a concluir que o
cigarro interfere negativamente no desenvolvimento dos odcitos. Essa interferéncia pode ser
atribuida a proliferacdo inadequada das células da granulosa, visto que, componentes
presentes na fumaca de cigarro, como cadmio, exercem efeito significativo sobre as células da

granulosa.

A similaridade observada entre as taxas de foliculos morfologicamente normais dos grupos
controle (fresco e cultivado), comprovam a eficiéncia do cultivo in vitro utilizado no nosso
estudo. O meio utilizado para o nosso experimento foi o a-MEM+. O meio o-MEM (Sigma
MS8042) possui em sua composicdo sais, minerais, aminoacidos, vitaminas e glicose.
Adicionalmente foi acrescido outros nutrientes como glutamina, hipoxantina, BSA (albumina
sérica bovina), ITS (insulina, transferrina, selénio), constituindo um meio extremamente rico
em nutrientes e antioxidantes, ja bem estabelecido em estudos anteriores na espécie caprina, €
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 oxigénio (EROs) e a atividade da
enzima catalase a fim de verificar se o dano a morfologia folicular pela exposicao de EFC era
devido ao estresse oxidativo. Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre a
producdo de EROs e atividade da catalase entre os tratamentos avaliados, demonstrando que
provavelmente a reducdo no percentual de foliculos morfologicamente normais nos
tratamentos EFC se deu por outros mecanismos. GANNON et al. (2013) avaliaram in vivo a
exposi¢ao a fumaca de cigarro, duas vezes ao dia, de camundongos fémeas durante 4, 8, 9 ou
17 semanas. Nesse estudo foi observada uma perda de foliculos primordiais e uma redugao
em todos os estagios foliculares, assim como houve uma resposta de estresse oxidativo nos
animais expostos a fumaca de cigarro. Apesar disso, a perda folicular ndo era mediada pela

apoptose ou estresse oxidativo, em vez disso, foi associada a uma inducdo mediada por
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autofagossomos nas células da granulosa, sugerindo que esse seja um mecanismo alternativo
para a deplegdo da reserva folicular ovariana, sendo potencialmente ativado quando expostos
a compostos toxicos. Assim como em nossos resultados, WERZ et al. (2018) mostraram em
seu estudo que a atividade enzimatica da catalase foi reduzida apds a exposi¢ao a fumaga de
cigarro, isto porque a nicotina e a cotinina atua inativando especialmente enzimas
antioxidantes como catalase, resultando em um acumulo de H202 nas células, visto que a

catalase nao consegue desempenhar a sua fungao.

Com relagdo a categoria folicular, houve uma redugao significativa de foliculos primordiais
em todos os tratamentos cultivados (a-MEM+, EFC: 2,5% e 5%) quando comparado com o
controle fresco. Contudo, os grupos cultivados ndo apresentaram diferencas significativas
entre si. A taxa de foliculos em crescimento aumentou proporcionalmente a redugdo dos
foliculos primordiais apenas no tratamento a-MEM+, ndo sendo observado o mesmo nos
tratamentos EFC: 2,5% e 5%. Acredita-se que houve ativacdo folicular em todos os
tratamentos ao longo do cultivo in vitro, mas nos grupos EFC 2,5% e 5% houve degeneracao
dos foliculos em crescimento, que podem ser mais susceptiveis aos componentes do cigarro.
TUTTLE e colaboradores (2009) conduziram um estudo in vivo com camundongos fémeas
que buscavam avaliar o impacto da fumaga de cigarro em concentragdes semelhantes as da
exposicdo humana, sendo expostas a fumaga de dois cigarros diariamente, durante 8 semanas.
Esse estudo revelou uma dréstica reducdo do niimero de foliculos, especialmente em estagio
primordial, dos animais expostos a fumaca. No entanto, ndo foram observadas taxas maiores
de morte apoptotica, levando os autores a concluir que, apesar da perda substancial de
foliculos, a apoptose ndo foi o principal mecanismo envolvido. SOBINOOF et al. (2013)
conduziram um estudo in vivo utilizando camundongos fémeas, que foram expostas a fumaca
de cigarro via nasal duas vezes ao dia, durante 60 minutos, ao longo de 12 a 18 semanas. Os
resultados mostraram uma diminui¢ao significativa na populagao folicular, especialmente em
foliculos primordiais e primarios, com uma reduc¢do de cerca de duas vezes na quantidade de
foliculos primordiais e trés vezes na quantidade de foliculos primarios. Adicionalmente,
observou-se um aumento na quantidade de foliculos atrésicos em decorréncia da fumaga de
cigarro. SOBINOOF et al. (2013) enfatiza que ndo foram detectadas taxas elevadas de
apoptose em foliculos primordiais, contrariando a suposi¢do aceita na literatura de que a
redugdo na reserva ovariana ¢ resultado desse mecanismo, argumentando que a redugdo na
reserva folicular ovariana ndo ocorre por meio da atresia folicular, e sim da alta taxa de

recrutamento e substituigdo dos foliculos primordiais por foliculos em estagio de
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desenvolvimento, pois, segundo ele, os agentes toxicos possuem os foliculos em

desenvolvimento como alvo para destruigdo.

No presente estudo buscou-se avaliar se o extrato da fumaca de cigarro exerce efeito nas
células do estroma ovariano, além das consequéncias j& expostas anteriormente nas células
foliculares. O estroma ovariano ¢ composto por vasos sanguineos, nervos, matriz extracelular
e células estromais, estando presentes mais de uma populacio celular, sendo exemplo delas:
fibroblastos, células fusiformes e células intersticiais. Nao houve efeito na densidade dessas
células em resposta a exposicdo a EFC, independente da concentracdo avaliada. Estudos
anteriores avaliaram o impacto da fumaca de cigarro em monocultura de células epiteliais
bronquicas 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 a fumacga 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 exposicdo a fumaca de cigarro. Uma
possivel explicagdo proposta por ISKANDAR et al. (2015) € que a capacidade antioxidante
dos fibroblastos podem ajudar a suprimir o estresse oxidativo induzido pela fumaga de
cigarro. Provavelmente, em funcdo da presenca de fibroblastos, as células do estroma
avaliadas no nosso estudo, apresentaram maior resisténcia do que células foliculares
ovarianas, que parecem ser mais suscetiveis a fatores de estresse induzidos pela fumaga de
cigarro. Embora o estroma tente oferecer prote¢ao, os danos ainda podem ser significativos,

resultando em morte celular.
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9. CONCLUSAO

O extrato da fumaga de cigarro reduz o percentual de foliculos pré-antrais morfologicamente
normais apos 7 dias de cultivo in vitro. Neste estudo constatou-se que nao foi possivel
determinar a via responsavel pelas alteracdes na morfologia folicular, uma vez que o estresse
oxidativo, que era a expectativa inicial, ndo se mostrou como um fator significativo. Dessa

forma, mais estudos serdo realizados para elucidar possiveis mecanismos envolvidos.
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