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RESUMO 

 

MORAES, Alan Cesar Nunes de. Efeitos tardios no tecido ovariano de ratas Wistar após 

tratamento com Docetaxel e Ciclofosfamida. 2015. 54 f. Dissertação (Mestrado em Biologia 

Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 

O câncer de mama (CM) é o segundo tipo de câncer mais comum no mundo. Sabe-se 

que a maior incidência de CM ocorre nas mulheres pós-menopausa, entretanto é crescente o 

número de mulheres jovens acometidas por esta doença. O tratamento do CM pode incluir: 

quimioterapia, radioterapia e/ou hormonioterapia. A quimioterapia, por se ser um tratamento 

sistêmico, pode causar importantes efeitos colaterais, entre eles a falência ovariana induzida 

por quimioterapia (FOIQ). As principais consequências da FOIQ são a infertilidade, além de 

complicações tardias relacionadas à diminuição do estrogênio, como a osteoporose e doenças 

cardiovasculares. O regime quimioterápico TC, adota a associação do docetaxel com a 

ciclofosfamida, como uma opção por fármacos que resultem numa taxa de sobrevida livre do 

câncer, e menores efeitos colaterais. Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos 

tardios no ovário causados pelo tratamento com a associação dos quimioterápicos docetaxel e 

ciclofosfamida (TC), em modelo animal com ratos Wistar. Para verificar o sinergismo desses 

quimioterápicos e assim analisar o efeito da administração conjunta, ratos Wistar fêmeas 

foram divididos em dois grupos: um grupo controle e um grupo que recebeu quimioterapia 

(TC). Os animais foram submetidos a eutanasia cinco meses após o fim do tratamento, e 

foram recolhidos o plasma e os ovários. Foram observadas alterações importantes. O nível de 

estradiol no plasmafoi significativamente reduzido no grupo de TC em comparação com o 

grupo controle. Além disso, o número de núcleos apoptóticos foi maior no grupo TC. O papel 

da resposta inflamatória no desenvolvimento da lesão ovariana foi também investigado, e 

notou-se um aumento do número de mastócitos, e aumento da expressão de Fator de Necrose 

Tumoral-α (TNF-α) no grupo TC. O envolvimento de fibrose nesse processo, foi também 

investigado. Os resultados mostraram que níveis de expressão de Fator de Crescimento 

Tumoral-β1 (TGF-β1), Colágeno Tipo I (Col-I) e Colágeno Tipo III (Col-III) estavam 

maiores no grupo TC em comparação com o grupo de controle. A análise ultraestrutural 

revelou a presença de feixes de colágeno no grupo tratado, e mostrou que a arquitetura do 

tecido do ovário estava mais desorganizada neste grupo comparado ao grupo controle. Os 

resultados obtidos neste trabalho indicam que a combinação de ciclofosfamida e docetaxel, 

um recente regime quimioterápico proposto para o tratamento do CM, pode levar a 

importantes alterações no ovário. O processo inflamatório, desencadeado pela administração 

dos quimioterápicos, estimula a apoptose e liberação de TGF- no estroma ovariano, que 

induz a produção de matriz extracelular e subsequente, substituição do tecido sadio por tecido 

fibrótico. A principal consequência deste processo é a diminuição, ou perda, da função 

ovariana, levando à menopausa precoce e possível infertilidade. É importante compreender os 

mecanismos envolvidos na infertilidade provocada pelo regime TC, a fim de estudar novos 

métodos que evitem este efeito indesejável em mulheres submetidas a tratamento do CM. 

 

 

Palavras-chave: Câncer de mama. Quimioterapia. Falência ovariana. Menopausa precoce. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

MORAES, Alan Cesar Nunes de. Late effects in ovarian tissue of Wistar rats after Docetaxel 

and Cyclophasphamide treatment. 2015. 54 f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e 

Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 

Breast cancer (BC) is the second most common cancer worldwide. It is known that the 

highest incidence of BC occurs in postmenopausal women, however an increasing number of 

young women have been affected by this disease. CM treatment may include: chemotherapy, 

radiotherapy and/or hormonotherapy. Chemotherapy is a systemic treatment that can cause 

significant side effects, including the ovarian failure induced by chemotherapy (CIOF). The 

main consequences of CIOF are infertility, and late complications related to the reduction of 

estrogen, such as osteoporosis and cardiovascular disease. The chemotherapy regimen TC, 

adopts the combination of docetaxel with cyclophosphamide as an option by drugs that result 

in rate of survival free cancer, and fewer side effects. This study aimed to determine the late 

effects in the ovary caused by the treatment with the combination of two chemotherapy 

agents: docetaxel and cyclophosphamide (TC), using an animal model with Wistar rats. To 

check the synergism of these chemotherapy agents and thus analyze the effect of co-

administration, Wistar female rats were divided into two groups: a control group and a TC 

group. They were subjected to euthanasia five months after the end of treatment, and their 

plasma and ovaries were collected. Important alterations were noted. The plasma estradiol 

level was significantly reduced in the TC group compared with the control group. 

Additionally, the number of apoptotic nuclei was higher in the TC group. The role of the 

inflammatory response in the development of ovarian damage was investigated, and we found 

an increased number of mast cells and increased expression of Tumor necrosis fator-α (TNF-

α) in the TC group. The involvement of fibrosis was also investigated. The results showed 

that the TC group had increased expression levels of Transforming growth factor-β1 (TGF-

β1), Collagen Type I (col-I) and Collagen Type III (col-III) compared with the control group. 

Ultrastructural analysis revealed the presence of collagen bundles in the treated group and 

showed that the ovarian tissue architecture was more disorganized in this group than in the 

control group. The results of this study indicate that the combination of cyclophosphamide 

and docetaxel, a recent proposed chemotherapy regimen for the treatment of CM can lead to 

significant changes in the ovary. The inflammatory process, triggered by the administration of 

chemotherapy, stimulates apoptosis and release of TGF- β1 in ovarian stroma, which induces 

extracellular matrix production, and subsequent, replacement of healthy tissue by fibrous 

tissue. The main consequence of this process is the reduction or loss of ovarian function, 

leading to early menopause and possible infertility. It is important to understand the 

mechanisms involved in the infertility provoked by the TC treatment, in order to study new 

methods which avoid this undesirable effect on women submitted to BC treatment.  

 

 

 

 

Keywords: Breast cancer. Chemotherapy. Ovarian failure. Early menopause. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

O câncer de mama é um problema de saúde mundial, e a cada ano sua incidência 

cresce, tanto em países desenvolvidos, quanto naqueles em desenvolvimento, por exemplo, o 

Brasil. 

A maioria das diretrizes nacionais para o CM invasivo no estágio inicial recomenda a 

quimioterapia adjuvante. A quimioterapia, por se ser um tratamento sistêmico, pode causar 

importantes efeitos colaterais, entre eles a falência ovariana induzida por quimioterapia 

(FOIQ).  

Estudos prévios de Byrne e colaboradores (1992) mostraram que a ciclofosfamida tem 

um efeito gonadotóxico significativo, apresentando altas taxas de falência ovariana em 

pacientes tratadas antes da menopausa.  

Em relação aos taxanos, como o docetaxel, os estudos realizados por Reh e 

colaboradores (2008) demonstrou que seus efeitos na fertilidade das pacientes são limitados. 

Embora ensaios clínicos anteriores, realizados por Davis et al (2005) e Fornier et al (2005) 

não mostram nenhum efeito dos taxanos sobre a menstruação, um estudo mais recente 

realizado por Petrek e colaboradores (2006), com mais pacientes, mostrou um aumento nas 

taxas de amenorréia em pacientes tratadas com docetaxel.  

Os estudos para caracterizar os efeitos no ovário dos diferentes regimes 

quimioterápicos são ainda inconclusivos, provavelmente devido às diferentes definições do 

estado menstrual pós-quimioterapia, diferenças na duração do acompanhamento das 

pacientes, dose-dependência do efeito causado e características particulares relacionadas com 

o tratamento. Tais avaliações ainda são insipientes para fármacos recentemente utilizados na 

terapia adjuvante como o docetaxel. Desta forma, nota-se que são necessários maiores estudos 

sobre os efeitos do tratamento quimioterápico na falência ovariana, utilizando ciclos que 

envolvam os taxanos, como o ciclo TC.  

Como alguns estudos anteriores já demonstraram efeitos dos quimioterápicos 

ciclofosfamida e docetaxel de forma separada e foi visualizado resultados para estes 

isoladamente, o objetivo deste trabalho é verificar o sinergismo desses quimioterápicos e 

assim analisar o efeito da administração conjunta deles. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Câncer de Mama 

 

 

De acordo com as estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agência 

Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC), o câncer de mama (CM) é o segundo tipo de 

câncer mais comum no mundo, sendo o mais frequente entre as mulheres, com uma 

estimativa de 1,67 milhões de novos casos de CM diagnosticados em 2012 (25% de todos os 

cânceres). O CM é ainda o tipo mais comum tanto nas regiões mais desenvolvidas  (794.000) 

quanto nas menos desenvolvidas (883.000 casos) (1, 2). Em relação ao Brasil, o Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou, para o ano de 2015, 

57.120 novos casos de CM (3). 

Embora muitos fatores possam aumentar o risco do desenvolvimento do CM, ainda 

não se conhecem os mecanismos que levam estes fatores a induzirem as células sadias a se 

transformarem em células neoplásicas (4). Os fatores de risco podem ser divididos em fatores 

de risco não-modificáveis e fatores de risco relacionados ao estilo de vida. Fatores de risco 

não-modificáveis são:  o sexo, idade, fatores genéticos, histórico familiar, história pessoal de 

câncer de mama, tecido mamário denso, períodos menstruais, incidência de radiação 

ionizante, entre outros. Os fatores de risco relacionados ao estilo de vida são: nuliparidade, 

gravidez em idades tardias, não amamentar, uso de anticoncepcionais, de terapia de reposição, 

consumo de álcool, excesso de peso ou obesidade, falta de exercício, e outros (5-11). No 

entanto, a idade continua sendo um dos mais importantes fatores de risco. As taxas de 

incidência aumentam rapidamente até os 50 anos. Após essa idade, o aumento ocorre de 

forma mais lenta, o que reforça a participação dos hormônios femininos na etiologia da 

doença (3). 

Sabe-se que a maior incidência de CM ocorre nas mulheres pós-menopausa, entretanto 

é crescente o número de mulheres jovens acometidas por esta doença, em diversas partes do 

mundo (12). Uma preocupação é que as mulheres mais jovens tendem a apresentar pior 

prognóstico, necessitando de uma abordagem de tratamento mais intensiva (12). O tratamento 

para CM pode incluir cirurgia, quimioterapia, radioterapia e/ou hormonioterapia. Embora o 

tratamento aumente a expectativa de vida das pacientes, ele pode causar consequências não 
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desejadas, em curto ou longo prazo, como linfopenia, cardiopatias, danos ovarianos e 

amenorréia (13-15). 

 

 

1.2 A Quimioterapia e o Câncer de Mama 

 

 

Os tratamentos sistêmicos para o CM, que incluem a quimioterapia e/ou 

hormonioterapia, melhoram significativamente a sobrevida global e livre da doença, mas 

estão associados a diversos efeitos adversos. Estes podem influenciar negativamente a 

qualidade de vida. A decisão sobre a terapia adjuvante sistêmica envolve, portanto, um estudo 

minucioso entre os benefícios esperados e os riscos potenciais (16).  

A maioria das diretrizes nacionais para o CM invasivo no estágio inicial recomenda a 

quimioterapia adjuvante. A exceção a essas diretrizes refere-se a casos em que os tumores são 

muito pequenos, onde apenas a cirurgia é realizada. Assim, a maioria das mulheres jovens 

diagnosticadas com CM no estágio precoce passará por quimioterapia (17). 

Ao longo dos últimos anos, um grande número de ensaios clínicos sobre quimioterapia 

tem sido conduzido na tentativa de encontrar as melhores estratégias terapêuticas para o CM. 

Estes ensaios têm normalmente como objetivo selecionar o melhor agente quimioterápico de 

cada classe; a melhor dose de cada agente; diferentes sequências de combinações entre os 

agentes; diferentes intervalos de tempo de administração da droga e o papel dos novos agentes 

encontrados (18).  

Dentre os agentes quimioterápicos mais utilizados até hoje está a doxorrubicina, da 

classe dos antracíclicos. Porém, seu uso é limitado devido ao seu efeito cardiotóxico. Outros 

fármacos vêm sendo usados na tentativa de se obter a mesma taxa de sobrevida livre do 

câncer, e menores efeitos colaterais. Um dos fármacos sugeridos na substituição da 

doxorrubicina é o docetaxel (19, 20). O docetaxel, da classe dos taxanos, é um potente agente 

anti-microtúbulo, promovendo a estabilização dos microtubulos, impedindo desta forma a 

mitose, uma vez que nesse processo os microtubulos devem se desestabilizar, utilizado no 

tratamento de diversos tipos de cânceres, inclusive no CM. Os taxanos, docetaxel e paclitaxel, 

estão entre os agentes mais eficazes para o tratamento do CM precoce (21). Dentre os regimes 

quimioterápicos que adotam o docetaxel está o regime TC, da sua associação com outro 

fármaco, a ciclofosfamida (22). A ciclofosfamida é classificada como agente alquilante, sua 
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ação é através da alquilação de constituintes celulares, promovendo ligações cruzadas entre 

DNA ou DNA-proteína. Essas alterações prejudicam as funções celulares, impedindo sua 

replicação (23).  

 

 

1.3 Histologia e Fisiologia do Ovário 

 

 

Os ovários têm a forma de amêndoas, medindo aproximadamente 3 cm de 

comprimento, 1,5 cm de largura e l cm de espessura. A sua superfície é coberta por um 

epitélio pavimentoso ou cúbico simples, o epitélio germinativo. Sob o epitélio germinativo há 

uma camada de tecido conjuntivo denso, a túnica albugínea. Abaixo da túnica albugínea há 

uma região chamada cortical, na qual predominam os folículos ovarianos. A parte mais 

interna do ovário é a região medular, que contém tecido conjuntivo frouxo com um rico leito 

vascular. O limite entre a região cortical e a medular não é muito distinto (24). 

O ovário é revestido por diferentes tipos celulares: epitélio cúbico a pavimentoso 

simples na superfície e abaixo, há uma camada de tecido conjuntivo denso, a túnica albugínea. 

Em um corte histológico é possível identificar duas regiões distintas: o córtex e a medula, 

conforme mostra a Figura 1. No córtex predominam os folículos ovarianos inseridos no tecido 

conjuntivo da região cortical (estroma). A medula é constituída por tecido conjuntivo frouxo, 

células intersticiais, nervos, vasos sanguíneos e vasos linfáticos. O estroma ovariano, entre as 

estruturas medulares e corticais, possui algumas células fusiformes, denominadas células 

intersticiais ou de Leydig. Essas células respondem aos estímulos das gonadotrofinas e 

produzem hormônios sexuais, principalmente androgênios. A hiperplasia destas células pode 

ser vista em afecções ovarianas relacionadas ao hiperandrogenismo (hirsutismo), como na 

síndrome dos ovários policísticos. Na região cortical, dependendo da fase e da idade, podem-

se identificar: folículos ovarianos, corpo lúteo e corpos a albicans (24). 
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Figura 1 - Esquema de um corte histológico do ovário 

 

 

Fonte: Kierszenbaum, 2012. 

 

As funções do ovário são: produção do gameta feminino; secreção de estrogênio e 

progesterona; regulação do crescimento pós-natal dos órgãos genitais e o desenvolvimento 

das características sexuais secundárias. O tecido ovariano é um órgão endócrino funcional, 

mesmo depois da menopausa ou falência ovariana prematura, que continua a produzir 

esteróides críticos sexuais, como a testosterona e o estrogênio (24, 25). 

 

 

1.3.1 Ciclo Ovariano Humano 

 

 

A vida reprodutiva feminina é caracterizada por variações mensais dos hormônios 

femininos, e correspondentes alterações nos ovários e nos órgãos sexuais, que duram em 

média 28 dias por ciclo (26). 

As alterações dos ovários no ciclo menstrual dependem exclusivamente dos hormônios 

gonadrotóficos: hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH), 

secretados pela adeno-hipófise. As três fases do ciclo ovariano são: folicular, ovulatória e 

luteínica (26). 
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A fase folicular consiste no desenvolvimento do folículo primordial em um folículo 

maduro. Os folículos primordiais estão parados em uma fase de repouso desde o início do 

desenvolvimento no ovário embrionário. Quando estes folículos saem do repouso, por ação do 

aumento da secreção do FSH e do LH, eles crescem e são chamados de folículos primários 

(24).  

A fase ovulatória, em uma mulher com ciclo regular de 28 dias, se inicia 14 dias após 

o início da menstruação. O LH é necessário para o crescimento folicular final e para a 

ovulação. Nos dias que precedem a ovulação ocorre um pico tanto do LH, quanto do FSH. 

Neste momento a produção de estrogênio diminui, e a de progesterona se inicia (26).  

Na fase luteínica, que segue a ovulação, a camada de células foliculares residuais se 

pregueia e se torna parte do corpo lúteo, que secreta grandes quantidades de estrogênio e 

progesterona. O estrogênio, e em menor parte a progesterona, exercem um feedback negativo 

na adeno-hipófise, resultando na diminuição da secreção de LH e FSH, o que causa a 

involução do corpo lúteo. Esta involução acontece próximo ao 26º dia do ciclo, 2 dias antes 

da menstruação (24).  As variações hormonais durante o ciclo menstrual podem ser 

observadas na Figura 2. 

 

Figura 2 - Variação dos hormônios LH, FSH, estrogênio e progesterona durante o ciclo 

menstrual 

 

 

Fonte: Jankowski, 2013. 
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Os hormônios ovarianos são os estrógenos e os progestógenos. O estrógeno mais 

importante é o estradiol, e o progestógeno mais importante é a progesterona. Em uma mulher 

não gestante, somente os ovários secretam quantidades significativas de estrogênio. No 

plasma sanguíneo destas mulheres apenas três estrógenos apresentam níveis significativos: β-

estradiol, estrona e estriol, sendo o β- estradiol o principal. A mais importante função dos 

estrógenos é estimular a proliferação e crescimento dos tecidos dos órgãos sexuais, e de 

outros tecidos relacionados com a reprodução (26).  

Todos os hormônios esteroides, entre eles o estradiol, são lipídios que têm o colesterol 

como seu substrato precursor. Como o colesterol possui 27 átomos de carbono e os esteróides 

possuem 21, a síntese de hormônios esteroides sexuais a partir do colesterol envolve uma 

série de etapas na remoção de uma unidade de seis carbonos para formar a pregnenolona. A 

síntese de estradiol requer a atividade de membros da família de enzimas do citocromo P450, 

e uma segunda família de enzimas, as hidroxiesteróides desidrogenases, que catalisam as 

reações envolvidas tanto na biossíntese quanto à inativação dos hormônios esteroides (25). 

Ao atingir os 40-50 anos de idade, os ciclos menstruais tornam-se irregulares, e em 

muitos deles não ocorre a ovulação. Ao decorrer de meses ou alguns anos os ciclos cessam 

completamente. A este período durante o qual os ciclos cessam, e a produção de hormônios 

sexuais é ínfima, denomina-se menopausa (26).  

A causa da menopausa é a exaustão dos ovários. Aos 45 anos, em média, restam 

apenas alguns folículos primordiais para serem estimulados pelo FSH e LH, e a produção de 

estrógenos pelo ovário decresce à medida que o número de folículos primordiais se aproxima 

de zero.  Durante a menopausa o FSH e LH são produzidos continuamente (26).  

A acentuada diminuição de estrógenos provoca alterações fisiológicas importantes na 

mulher, como: irritabilidade, fadiga, sensação de calor extrema, e diminuição da resistência e 

calcificação de todos os ossos do corpo (26).  

A síntese de estradiol no ovário de mulheres na pré-menopausa requer a participação 

de, pelo menos, dois tipos de células que sintetizam seus produtos, quando estimuladas por 

mecanismos independentes. Nas células da teca interna do folículo que ovulou, a 

pregnenolona sofre uma conversão enzimática para androstenediona. Como não existe 

aromatase P450 no tecido da teca, a conversão final de estradiol ocorre nas células da 

granulosa, o que requer a presença da 17β-HSD1 para a conversão de androstenediona em 

testosterona (28). Esta via é denominada "via da aromatase" para a síntese de estradiol.  



19 
 

 
 

Na fase lútea do ciclo ovulatório, as células da teca e as células do corpo lúteo (teca 

luteínica) atuam em conjunto com as células grânulo-luteínicas para produzir quantidades 

substanciais de estradiol e progesterona. Durante o ciclo, o sulfato de estrona (E1S) e o sulfato 

de dehidroepiandrosterona (DHEA-S - disponíveis em pequenas concentrações no ovário de 

mulheres na pré-menopausa), podem também sofrer conversão em estrona e DHEA, 

respectivamente, através das sulfatases. Esta é "a via da sulfatase" para a síntese de estradiol 

(28).  

Após a menopausa os níveis de estradiol no sangue periférico são mantidos devido 

principalmente à contribuição das glândulas supra-renais e à aromatização dos androgênios 

em estrogênio, por ação da aromatase, no tecido adiposo e na pele. Estudos mostram que o 

aumento do índice de massa corporal está diretamente ligado ao aumento da produção de 

estradiol (29). Porém, existem evidências de que mesmo após a menopausa o ovário retém a 

capacidade de produzir ambos o androgênio e o estrogênio (25, 30).  

 

 

1.4 Amenorreia e Quimioterapia 

 

 

Entre os tipos de CM recém-diagnosticados, 7% ocorrem em mulheres com menos de 

40 anos de idade, e 25% ocorrem em mulheres na pré-menopausa (31). A quimioterapia pode 

prolongar a taxa de sobrevida das pacientes, e é um tratamento sistêmico padrão importante 

para a maioria das mulheres com CM, principalmente para as mulheres jovens na pré-

menopausa. Porém, como consequência da quimioterapia, as mulheres que estão na pré-

menopausa poderão desenvolver amenorreia transitória ou permanente induzida pelos agentes 

quimioterápicos utilizados no tratamento (32). O principal impacto da amenorreia na vida das 

mulheres é a infertilidade (33).  

Embora a amenorreia não diminua a expectativa de vida da paciente tratada para o 

CM, ela afeta negativamente a qualidade de vida destas mulheres, principalmente das mais 

jovens, e que ainda desejam ter filhos. Desta forma, é essencial que o oncologista considere 

este efeito colateral na escolha do regime quimioterápico ideal para a paciente (34). 

A incidência de amenorreia induzida pela quimioterapia está associada com o tipo, a 

duração, a programação, e a dose de quimioterapia utilizada, e está relacionada também à 

idade da paciente. Pacientes com idade superior a 40 anos têm mais chances de 
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desenvolverem amenorreia quando comparados com mulheres mais jovens (35). No entanto, 

ainda não se sabe o impacto individual de cada quimioterápico na indução da amenorreia (32, 

36). 

Alguns estudos reportam que regimes quimioterápicos contendo antracíclicos causam 

menor incidência de amenorreia quando comparados com regimes como o CMF 

(ciclofosfamida, metotrexato e fluorouracil), que não contém antraciclina (37). Martin et al 

mostrou em seu estudo (38) maiores incidências de amenorreia em regimes que continham o 

docetaxel. O mesmo resultado foi encontrado no estudo de Zhao et al (31). Porém resultados 

opostos, onde regimes contendo docetaxel causavam menores incidências de amenorreia, 

foram reportados em outros estudos (39, 40). Ou seja, a relação entre o docetaxel e 

amenorreia ainda é controversa. 

A principal causa da amenorreia induzida por quimioterapia é a diminuição do número 

de folículos ovarianos, devido a danos causados no ovário. Os ovários contém uma reserva 

finita de folículos primordiais, que são progressivamente liberados a cada ovulação durante a 

vida reprodutiva da mulher (41). Estes folículos não podem se regenerar, e alguns 

antineoplásicos aceleram a perda dos folículos, levando à falência ovariana e subsequente 

infertilidade e menopausa precoce. Porém os mecanismos exatos sobre como estes danos são 

causados nos ovários ainda não estão esclarecidos (33, 42).  

 

 

1.5 Falência Ovariana Induzida por Quimioterapia 

 

 

A Falência Ovariana Induzida por Quimioterapia (FOIQ) é uma consequência grave 

do tratamento para o CM, que afeta de 53 a 89% das pacientes (12). Os sintomas comuns da 

FOIQ podem incluir amenorreia (transitória ou definitiva), atrofia dos órgãos sexuais, 

diminuição do nível de estrogênio, e vários graus de sintomas peri-menopausa, como calores, 

colpoxerose e diminuição da libido (43). As principais consequências da FOIQ são a 

infertilidade, além de complicações tardias relacionadas à diminuição do estrogênio, como a 

osteoporose e doenças cardiovasculares (44). Dentre as preocupações dos oncologistas para a 

FOIQ estão definir um biomarcador para a doença, e esclarecer os mecanismos que a causam 

(45).  
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De uma forma generalizada, pode-se dizer que a quimioterapia aumenta em 10 anos a 

vida do ovário, em termos de função reprodutiva, pois leva à rápida depleção dos folículos 

ovarianos (46). Porém, não apenas os folículos são afetados, como também o estroma 

ovariano (47). A quimioterapia pode induzir a apoptose dos ovócitos, destruir a estrutura dos 

folículos, e levar à atresia folicular, além da necrose e fibrose dos tecidos ovarianos (48). 

Os ovários são sensíveis a estímulos internos e externos, e podem sofrer danos por 

diversos fatores físicos e/ou químicos. Mulheres com câncer, na pré-menopausa, tratados por 

quimioterapia podem desenvolver FOIQ devido à baixa especificidade dos quimioterápicos às 

células cancerosas. Por esta razão as células sadias podem também sofrer danos, 

especialmente as células germinativas, com alta taxa de mitose (43). 

Alguns agentes quimioterápicos mostraram-se prejudiciais à fertilidade, porém a 

extensão do dano é dependente do fármaco usado, e da dose aplicada no paciente (49). 

Estudos prévios mostraram que a ciclofosfamida tem um efeito gonadotóxico significativo, 

apresentando altas taxas de falência ovariana em pacientes tratadas antes da menopausa (50). 

Em relação aos taxanos, como o docetaxel, os estudos sobre seus efeitos na fertilidade das 

pacientes são limitados (51). Embora ensaios clínicos anteriores não mostrem nenhum efeito 

dos taxanos sobre a menstruação (52, 53), um estudo mais recente, com mais pacientes, 

mostrou um aumento nas taxas de amenorréia em pacientes tratadas com docetaxel (54).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Este trabalho teve como principal objetivo estudar os efeitos tardios no ovário 

causados pelo tratamento com a associação dos quimioterápicos docetaxel e ciclofosfamida, 

em modelo experimental com ratos Wistar.  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

Após o tratamento com os quimioterápicos, foi realizada: 

 

a) Avaliar a massa uterina e dos ovários; 

b) Dosar o nível sérico de estradiol; 

c) Caracterizar a resposta inflamatória no tecido ovariano;  

d) Identificar a apoptose no tecido ovariano; 

e) Avaliar o processo de fibrose no estroma ovariano. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais 

 

 

Ratas Wistar (Rattus norvegicus), com idade aproximada de três meses (jovens 

adultas), pesando entre 190 e 210 gramas foram mantidas em biotério, com ciclo de 

luminosidade e temperatura controladas. Os animais permaneceram em gaiolas de plástico 

apropriadas, contendo serragem, e receberam água potável e ração ad libitum.  As ratas foram 

divididas em dois grupos, cada um contendo 10 ratas: grupo controle e grupo TC (ratas 

tratadas com quimioterapia). Esse número foi adotado em virtude do tamanho de amostra ser 

suficiente para se testar a normalidade dos dados, dentro de cada amostra e, dessa forma, se 

escolher o teste estatístico apropriado para análise dos resultados. A distribuição dos animais, 

nos diferentes grupos experimentais, foi realizada de forma randômica. Porém todos os 

animais encontravam-se na fase estro do ciclo estral, o que foi verificado através de esfregaço 

vaginal diário, durante 1 semana antes do início do tratamento. Os animais foram manuseados 

de acordo com as normas do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais da UERJ, com 

protocolo aprovado CEUA/033/2013. 

 

 

3.2 Quimioterapia 

 

 

No grupo TC, os quimioterápicos docetaxel e ciclofosfamida foram administrados 

separadamente pela via intraperitoneal (ip), com os animais previamente anestesiados com 

ketamina/xilazina (80/15mg/kg). Foram realizados 4 ciclos TC, com intervalo de 7 dias entre 

eles. Cada animal recebeu 50mg/Kg de ciclofosfamida e 12,5 mg/Kg de docetaxel.  A dose 

administrada para cada uma das drogas, em cada ciclo, foi calculada adequadamente para ser 

equivalente à dose por ciclo de quimioterapia em humanos (55).  O grupo controle recebeu 

volume de solução NaCl 0,9% equivalente ao volume de quimioterápico, também em 4 ciclos 

espaçados por 7 dias. A quimioterapia nos animais foi realizada no Centro de Terapia 

Oncológica (CTO), em Petrópolis, RJ. 
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3.3 Eutanásia 

 

 

Após a administração de quimioterápicos (grupo TC) ou de solução salina (grupo 

controle), os animais retornaram às caixas de origem e permaneceram sob observação 

constante até a data da eutanásia (5 meses após o tratamento), com 9 meses de idade.  A data 

foi escolhida, pois nesta idade as ratas são adultas, em período fértil, e os efeitos dos 

quimioterápicos avaliados serão tardios (56). No dia da eutanásia os animais foram 

anestesiados Ketamina/Xilazina (80/15mg/kg) e pesados. Posteriormente o útero e o ovário 

esquerdo foram retirados e pesados, o ovário esquerdo foi seccionado e guardado em 

fixadores específicos para a preparação das amostras, de acordo com a técnica a ser 

empregada. Além da coleta de sangue para análise sérica de estradiol. 

 

 

3.4 Avaliação da massa uterina e massa do ovário 

 

 

Após a retirada do útero e do ovário esquerdo, estes foram separadamente pesados 

pelo método de Scherle (57), em uma balança analítica (Digipeso DP-3000, Denver 

Instrument AA- 160). Foi feita então a relação, por animal, da massa do útero/massa corporal 

e da massa do ovário (esquerdo)/massa corporal.  

 

 

3.5 Dosagem de Estradiol  

 

 

A dosagem de β-estradiol foi realizada por radioimunoensaio específico (RIA) nas 

amostras de plasma obtidas dos animais de ambos os grupos. Todas as análises de β-estradiol 

(MP Biomedicals, Inc., CA, USA) foram executadas em duplicata, conforme indicação do 

fabricante. A detecção da radioatividade foi efetuada em contador gamma (Gamma-C12, 

USA). As concentrações plasmáticas desses hormônios foram expressas em pg/mL. A 

dosagem deste hormônio foi realizada no Laboratório de Análises Morfofuncionais, 
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no Departamento de Ciências Fisiológicas do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 

na Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

 

 

3.6 Análises histológicas 

 

 

Após a pesagem, conforme descrito no item 3.4, fragmentos dos ovários esquerdos 

foram desidratados em série crescente de etanol , diafanizados em xilol, incluídos em parafina 

e seccionados em cortes de 5 μm de espessura em micrótomo, marca Microm modelo HM 

325.   As imagens digitais foram adquiridas usando a câmera de alta resolução Zeiss 

AXIOCAM HRc (Jena, Alemanha), acoplada ao microscópio Zeiss AXIO SCOPE A.1 (Jena, 

Alemanha). 

 

 

3.6.1 Imunohistoquímica 

 

 

Foi realizada imunohistoquímica para anticorpos específicos, conforme ilustrado na 

tabela 1.  

 

Tabela 1 - Anticorpos primários utilizados na imunohistoquímica 

ANTICORPO FABRICANTE DILUIÇÃO CÓDIGO 

Caspase 3 Santa Cruz Biotechnology  1:100 Sc 2022140 

TGF-β1 Santa Cruz Biotechnology  1:200 Sc146 

TNF-α Santa Cruz Biotechnology  1:100 Sc 1350 

Col-I Abcam 1:200 Ab292 

Col-III Santa Cruz Biotechnology  1:200 Sc 28888 

TGF-β1, Fator Transformador de Crescimento β1; TNF-α, Fator de Necrose Tumoral; Col I, colágeno tipo I; Col 

III, colágeno tipo III. 

 

Os cortes de ovários foram obtidos conforme especificado no item 3.6 e recolhidos em 

lâminas. Após a desparafinização em estufa a37°C  por 30 min , as lâminas passaram por 3 

banhos em xileno (por 2 minutos cada). Após a desparafinização, os cortes foram hidratados 

com banhos decrescentes de etanol. (100%, 90% e 70%) e água destilada (2 minutos cada 
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banho). Após o banho de água destilada, as lâminas foram transferidas para câmara úmida. O 

bloqueio da peroxidase endógena foi realizado por 15 minutos, com peróxido de hidrogênio 

3%. A retirada do excesso de peróxido de hidrogênio a 3% foi realizada com 3 banhos em 

tampão fosfato salino (PBS) de 5 minutos cada. Foi realizada recuperação antigênica, onde as 

lâminas ficaram imersas na solução tampão tripsina pH 8,0 a 60°C. As amostras foram 

incubadas com tampão fosfato salino/albumina sérica bovina (PBS/BSA) a 3% por 20 

minutos para que ocorresse o bloqueio de sítios inespecíficos. Após este intervalo de tempo 

ocorreu a incubação da amostra com o anticorpo primário específico, diluído na proporção 

citada na tabela 1, em PBS/BSA a 1%, overnight a 4°C. Em seguida foi realizada a incubação 

do anticorpo secundário, conjugado com biotina (DAKO®, K400611, Califórnia, USA) 

durante 30 minutos. 

Posteriormente foi feita a incubação com streptavidina (K400611, DakoCytomation, 

Glostrup, Dinamarca), por 40 minutos. E após a lavagem com PBS, foi aplicada uma gota de 

3,3-diamino-benzidine (DAB) (K3466, DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Após 20 

segundos a reação com o diaminobenzidina (DAB) foi interrompida com água destilada. O 

material foi contra corado com Hematoxilina por 1 minuto. Após a contra coloração as 

amostras foram desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan (Merck Millipore, MA, 

USA), e visualizadas com o equipamento descrito no item 3.6 

 

 

3.6.2 Quantificação da Imunohistoquímica 

 

 

Para quantificar a expressão das proteínas descritas na tabela 1, foram capturados 10 

campos por lâmina montadas de acordo com o item 3.6.1, sendo analisadas  3 lâminas para 

cada cada um dos 5 animais por grupo, ou seja, um total de 30 campos capturados por animal, 

os campos escolhidos foram aleatórios incluindo tanto a região de córtex como a de medula. 

Os campos foram capturados e visualizados com o equipamento descrito no item 3.6, com 

uma objetiva de 100x. As imagens forma quantificadas utilizando-se o software Image Pro 

Plus 5.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD). No Image Pro Plus, após obtenção das imagens, 

em cada imagem foi selecionada a cor referente à imunomarcação (acastanhado) e utilizada a 

ferramenta máscara, que transforma a cor selecionada em branco e o restante em preto. Após 

isso foi feita a verificação da porcentagem de branco na imagem, que é equivalente a 
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porcentagem da imunomarcação. Os dados da quantificação das expressões das proteínas 

foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

 

 

3.6.3 Identificação de Mastócitos 

 

 

A coloração com o corante azul de toluidina permite a visualização de mastócitos. Esta 

célula contém, no seu citoplasma, numerosos e pequenos grânulos que armazenam grande 

quantidade de proteoheparina e histamina. A heparina, altamente sulfatada, é revelada pelo 

azul de toluidina produzindo o fenômeno da metacromasia (58). 

Após a desparafinização, os cortes foram hidratados com banhos decrescentes de 

etanol (100%, 90% e 70%) e água destilada (2 minutos cada banho). As lâminas foram então 

incubadas em solução aquosa de azul de toluidina a 0,2% (Sigma-Aldrich, MA, USA), e 

acidificadas por 2-3 minutos até que o pH fosse de 2.3. As lâminas foram lavadas em água 

destilada, e rapidamente desidratadas em um banho de álcool 95%, e dois banhos de álcool 

100% (30 segundos cada). As secções então foram diafanizadas em xileno, e montadas com 

Entellan (Merck Millipore, MA, USA). Os mastócitos adquiriram cor púrpura/violeta, e o 

fundo da lâmina permanece levemente azulado. As imagens foram obtidas conforme descrito 

no item 3.6. 

 

 

3.6.4 Apoptose (método TUNEL) 

 

 

A detecção de apoptose foi realizada através do método TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Para a realização deste ensaio foi 

utilizado o kit ApopTag® Peroxidade in Situ Apoptosis Detection Kit (Merck Millipore, MA, 

USA) 

Após a desparafinização, os cortes foram hidratados com banhos decrescentes etanol 

(100%, 90% e 70%) e água destilada (2 minutos cada banho). Após o banho de água 

destilada, as lâminas foram transferidas para câmara úmida. A permeabilização da membrana 

nuclear foi realizada através de dois pré-tratamentos, um com Triton (Sigma-Aldrich, MA, 

http://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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USA) 100x 0,1% em 0,1% de citrato de sódio por 2 minutos no gelo e outro com proteinase K 

(Sigma-Aldrich, MA, USA) por 15 minutos, entre os pré-tratamentos foram realizados 3 

banhos em tampão PBS de 5 minutos cada. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado 

por 15 minutos, através do peróxido de hidrogênio a 3%. Foi utilizado o Equilibration Buffer 

(fornecido pelo fabricante) por 10 minutos. Posteriormente as lâminas foram incubadas o 

anticorpo primário deoxynucleotidyl transferase (TDT, fornecido pelo fabricante) em câmara 

úmida a 37°C por 1 hora. Após esta etapa foi aplicado o Stop/Wash Buffer (fornecido pelo 

fabricante) por 10 minutos, a retirada do excesso de solução foi feita através de 3 banhos em 

tampão PBS de 1 minuto cada. Seguidamente foi realizada a incubação com o anticorpo 

secundário anti-digoxigenin (fornecido pelo fabricante) durante 1 hora, e retirado o excesso 

do anticorpo secundário através de 3 banhos em tampão PBS de 2 minutos cada. Após essas 

lavagens foi aplicada uma gota de DAB (K3466, DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), 

durante 20 segundos. A reação com o DAB foi interrompida através da colocação das lâminas 

em água destilada. O material foi contra corado com Hematoxilina por 1 minuto. Após a 

contra coloração as amostras foram desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan 

(Merck Millipore, MA, USA). O resultado final desta técnica mostra os núcleos apoptóticos 

nos cortes, com coloração marrom/castanho. As lâminas foram visualizadas com o 

equipamento descrito no item 3.6. 

 

 

3.6.5 Quantificação de núcleos apoptóticos e de mastócitos 

 

 

Utilizou-se a técnica de estereologia com o objetivo quantificar os núcleos apoptóticos 

e os mastócitos. Desta forma, para cada grupo foram analisados 5 animais, para cada animal 3 

lâminas, e para cada lâmina, foram obtidas imagens digitais de 10 campos aleatórios, 

incluindo área de córtex e medula, de forma a permitir a análise estatística correta. As 

imagens digitais foram adquiridas no equipamento mencionado no item 3.6. Para o cálculo 

dos parâmetros estereológicos foi utilizada uma área teste, com duas linhas proibidas, 

conforme figura 3. As análises foram realizadas online, através do sistema STEPanizer 

(www.stepanizer.com)(59). Foi realizada a contagem de mastócitos e de núcleos apoptóticos, 

separadamente, na área teste em todos os campos capturados. A equação abaixo foi utilizada 

para o cálculo de núcleos por área (QA): 

http://www.stepanizer.com/
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Figura 3 - Exemplo de imagem utilizada para a análise estereológica através do STEPanizer 

(as linhas proibidas são as linhas contínuas) 

 

 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

3.7 Análises Ultraestruturais 

 

 

3.7.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

Após a eutanásia, fragmentos de cada ovário esquerdo foram fixados em glutaraldeído 

2,5% e após 48 horas de fixação passou por 3 banhos em tampão cacodilato de 15 minutos 

cada. Foi realizada uma pós-fixação com tetróxido de ósmio e ferrocianeto de potássio 

durante 60 minutos. Decorrido os 3 banhos de tampão cacodilato, foi realizada uma etapa de 
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desidratação das amostras com banhos de 30 minutos em concentrações crescentes de 

acetona P.A. (30%, 50%, 70%, 90% e dois banhos de 100%). A partir da desidratação foram 

realizadas as etapas de ponto crítico (que consiste na substituição do solvente por CO2) no 

aparelho Critical Point Dryer CPD2 e metalização (camada fina de material condutor sobre a 

amostra) no aparelho Sputter Coater 108 Cressington. Após essas etapas o material foi 

visualizado no microscópio eletrônico de varredura LEO 1450 VP. 

 

 

3.7.2  Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

 

Após a eutanásia, fragmentos de cada ovário esquerdo foram fixados em glutaraldeído 

2,5% e após 48 horas de fixação passou por 3 banhos em tampão cacodilato de 15 minutos 

cada. Foi realizada uma pós-fixação com tetróxido de ósmio e ferrocianeto de potássio 

durante 60 minutos. Decorrido 3 banhos de tampão cacodilato, foi realizada uma etapa de 

desidratação das amostras com banhos de 30 minutos em concentrações crescentes de 

acetona P.A. (30%, 50%, 70%, 90%e dois banhos de 100%). Após a etapa de desidratação 

ocorreu o processo de infiltração da resina EPOXI no material, através de banhos em 

concentrações crescentes da resina EPOXI e acetona P.A. (1:2; 1:1 e 2:1, respectivamente) 

por 2 horas cada. Posteriormente foram realizados 2 banhos de resina pura, onde o primeiro 

fica overnight e o segundo dura 6 horas, após isso incluiu-se o material em formas de 

silicones com a resina e os mesmos foram colocados na estufa a 60ºC por 48 horas para 

ocorrer a polimerização da resina. Após a polimerização foram realizados os cortes semifinos 

(Leica Microsystems - USA), para escolha da região a ser analisada, em seguida foram feitos 

cortes ultrafinos (Leica Microsystems - USA), esses cortes foram contrastados com acetato 

de uranila e citrato de chumbo, e posteriormente visualizados no microscópio eletrônico de 

transmissão Carl Zeiss do Brasil modelo EM 906. 

 

3.8 Análise Estatística 

 

 

Os dados foram expressos como a média e seu erro padrão associado (EPM). A 

homogeneidade das variâncias foi confirmada através do teste de Bartlett. As diferenças entre 



31 
 

 
 

os grupos foram analisadas através do teste t-Student, bicaudal, não pareado. Valores de P ≤ 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As análises foram realizadas através 

do programa GraphPad Prism, versão 6.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla 

California USA). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Avaliação da massa uterina e massa do ovário 

 

 

Foram obtidas as massas dos úteros e dos ovários esquerdos, normalizadas pelas 

massas corporais correspondentes, dos animais de ambos os grupos. Conforme se pode 

observar na Figura 4, houve uma redução significativa de 67% na massa dos úteros dos 

animais do grupo TC (0,0007 ±0,0001) em relação ao controle (0,0021 ± 0,0001). Em relação 

aos ovários, conforme ilustra a Figura 5, não houve alteração significativa. 

 

Figura 4 - Média da massa do útero normalizada pela massa corporal dos animais dos grupos 

controle e TC 

 

 

Legenda: As barras de erro representam o EPM. Foram considerados estatisticamente significativos valores de 

(***) = p ≤ 0,001. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Figura 5 - Média da massa do ovário esquerdo normalizada pela massa corporal dos animais 

dos grupos controle e TC 

 

 

Legenda: As barras de erro representam o EPM. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

4.2  Dosagem de Estradiol 

 

 

Foi realizada a análise da concentração do hormônio β-estradiol sérico, através da 

técnica de RIA. Os resultados obtidos mostraram uma redução significativa de 83% na 

concentração deste hormônio no grupo TC (13,50 ± 1,44) em relação ao grupo controle (81,25 

± 5,93), conforme mostra a Figura 6.  
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Figura 6 - Média da concentração sérica de estradiol dos animais dos grupos controle e TC 

 

 

Legenda: As barras de erro representam o EPM. Foram considerados estatisticamente significativos valores de 

(***) = p ≤ 0,001. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

4.3 Análise do processo inflamatório 

 

 

O processo inflamatório foi analisado mediante a avaliação da concentração de TNF-

α, através de imunohistoquímica, e também da contagem de mastócitos, corados com a 

técnica de Azul de Toluidina, no estroma ovariano. O resultado obtido, conforme a Figura 7, 

mostra que houve um aumento significativo na concentração de TNF-α no grupo TC (11,08 ± 

1,45) quando comparado com o grupo controle (1,89 ±0,29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*** 
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Figura 7 - Análise da expressão de TNF-α  

 

 

Legenda: Fotomicrografias do estroma ovariano após imunohistoquímica para TNF-α. A)Grupo controle; B) 

Grupo TC. As setas mostram as regiões imunomarcadas em marrom. C) Quantificação da marcação 

positiva para TNF-α. As barras de erro representam o EPM. Foram considerados estatisticamente 

significativos valores de (***) = p ≤ 0,001. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

Os resultados obtidos para a contagem de mastócitos no estroma ovariano mostraram 

um aumento significativo deste tipo celular nos animais do grupo TC (98 ±10), quando 

comparados com o controle (63 ±11), conforme ilustrado na figura 8.  
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Figura 8 - Contagem de mastócitos no estroma ovariano 

 

 

Legenda: Fotomicrografia do estroma ovariano após coloração com Azul de Toluidina  A) Grupo controle; B) 

Grupo TC. As setas mostram os mastócitos corados em violeta. C) Quantificação do número de 

mastócitos . As barras de erro representam o EPM. Foram considerados estatisticamente significativos 

valores de (*) = p ≤ 0,05. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

4.4 Análise da Apoptose 

 

 

Para melhor estabelecer os mecanismos envolvidos na FOIQ estudou-se a participação 

da apoptose neste processo por meio da imunohistoquímica para caspase-3, e também pela 

técnica de TUNEL. A quantificação da concentração de caspase-3 no estroma ovariano 

mostrou que o grupo tratado (5,84 ± 1,39 %) teve um aumento de 149% na expressão desta 

proteína, quando comparado com o grupo controle (2,31 ± 0,70 %), como ilustra a Figura 9. 
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Figura 9 - Análise da Caspase-3 no estroma ovariano 

 

 

Legenda: Fotomicrografias do estroma ovariano após imunohistoquímica para caspase-3. A) Grupo controle; B) 

Grupo TC. As setas mostram as regiões positivas para caspase  coradas em marrom. C) Quantificação 

da marcação positiva para caspase-3. As barras de erro representam o EPM. Foram considerados 

estatisticamente significativos valores de (***) = p ≤ 0,001. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

Os resultados obtidos para o número de núcleos apoptóticos por µm
2
, pela técnica de 

TUNEL, mostraram um aumento expressivo e significativo destes núcleos no grupo que 

recebeu quimioterapia (43.42 ± 6.94 %), quando comparado com o grupo controle (1.07 ± 

0.02 %), conforme Figura 10. 
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Figura 10 - Análise de núcleos apoptóticos no estroma ovariano, pela técnica de TUNEL 

 

 

Legenda: A) Fotomicrografia do Grupo controle; B) Fotomicrografia do Grupo TC. As setas mostram os núcleos 

apoptóticos corados em castanho. C) Quantificação do número de núcleos apoptóticos por mm
2
. As 

barras de erro representam o EPM. Foram considerados estatisticamente significativos valores de 

(***) = p ≤ 0,001. 

Fonte: O autor, 2015 

 

 

4.5 Análise da Fibrose 

 

 

Foram avaliados alguns parâmetros envolvidos na formação de tecido fibrótico no 

estroma ovariano em função da quimioterapia. Os resultados mostraram um aumento de 208% 

de colágeno tipo I e de 148% de colágeno tipo III no ovário das ratas tratadas com o esquema 

TC (86 ± 1,04% e 35,97 ± 2,45% respectivamente), em comparação com o grupo controle 

(18,04 ± 2,20%, 14,46 ± 2,36%, respectivamente). As Figuras 11 e 12 mostram estes 

resultados. 
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Figura 11 - Análise de colágeno tipo I no estroma ovariano 

 

 

Legenda: Fotomicrografias após imunohistoquímica para colágeno tipo I. A) Grupo controle; B) Grupo TC. As 

setas mostram as regiões positivas para colágeno tipoI  coradas em marrom. C) Quantificação da 

marcação positiva para colágeno tipo I. As barras de erro representam o EPM. Foram considerados 

estatisticamente significativos valores de (***) = p ≤ 0,001. 
Fonte: O autor, 2015 
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Figura 12 - Análise de colágeno tipo III no estroma ovariano 
 

 

Legenda: Fotomicrografias após imunohistoquímica para colágeno tipo III. A) Grupo controle; B) Grupo TC. As 

setas mostram as regiões positivas para colágeno tipo III as regiões  coradas em marrom. C) 

Quantificação da marcação positiva para de colágeno tipo III. As barras de erro representam o EPM. 

Foram considerados estatisticamente significativos valores de (***) = p ≤ 0,001. 

Fonte: O autor, 2015 

 

Foi também avaliada a participação da citocina pró-fibrótica TGF-β na FOIQ. Os 

resultados obtidos mostram um aumento de 153% na expressão desta citocina no grupo TC 

(30,95 ± 2,05 %), quando comparado com o grupo controle (12,23 ± 1,53 %), conforme 

ilustrado na Figura 13. 
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Figura 13 - Análise de TGF-β no estroma ovariano. Fotomicrografias após imunohistoquímica 

para TGF-β 
 

 

Legenda: A) Grupo controle; B) Grupo TC. As setas mostram as regiões positivas para TGF-β coradas em 

marrom.. C) Quantificação da marcação positiva para TGF-β. As barras de erro representam o EPM. 

Foram considerados estatisticamente significativos valores de (***) = p ≤ 0,001. 
Fonte: O autor, 2015 

 

Avaliou-se também, qualitativamente, a ultraestrutura do tecido ovariano por MET e 

MEV. As principais alterações encontradas foram relativas à fibrose. Observou-se uma grande 

quantidade de feixes de fibras de colágeno nos animais tratados com quimioterapia, o que não 

foi observado nos animais do grupo controle. Além disso, é possível notar que o tecido do 

estroma ovariano estava desorganizado nos animais do grupo TC, quando comparado com o 

controle. A Figura 14 mostra esses resultados. 
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Figura 14. Análise ultraestrutural do estroma ovariano 

 

 

Legenda: A) Imagem de MET e C) Imagem de MEV do grupo controle. Nota-se que o tecido está bem 

organizado com as fibras de colágeno distribuídas homogeneamente na matriz. B) Imagem de MET e 

D) Imagem de MEV grupo TC. Observa-se uma desorganização da matriz com presença de feixes de 

fibras de colágeno. Asterisco branco = fibras de colágeno, Asterisco  preto = feixes de fibras de 

colágeno; FF- feixes de fibras de colágeno. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

  



43 
 

 
 

5 DISCUSSÃO 

 

 

O principal objetivo do presente estudo foi analisar um importante efeito colateral 

tardio induzido pela quimioterapia para o tratamento de CM, a FOIQ. Esta doença afeta 

diversos pacientes, e pode causar danos de intensidade variável, dependendo do agente 

quimioterápico usado no tratamento (53, 60). A FOIQ causada pela ciclofosfamida já foi 

descrita em estudos anteriores. O principal mecanismo do dano causado no ovário por esta 

droga é a apoptose de células da granulosa e de oócitos (61-63). A ciclofosfamida vem sendo 

frequentemente associada ao docetaxel para o tratamento do CM, porém os efeitos de 

docetaxel no estroma ovariano ainda são desconhecidos. Por esta razão foi utilizado um 

modelo animal para estudar o efeito sinergístico dos dois fármacos, ciclofosfamida e 

docetaxel, no ovário. 

Para melhor esclarecer os efeitos e causas da FOIQ no modelo estudado, testou-se a 

hipótese de que este dano seria causado por um processo inflamatório, induzido pelos 

quimioterápicos, que resultaria na morte por apoptose das células do estroma ovariano. Após 

esta etapa este tecido seria substituído por tecido fibroso, e sua função na produção de 

estrogênio estaria comprometida.  

A fim de estudar a participação do processo inflamatório na FOIQ analisou-se a 

presença da citocina pró-inflamatória TNF-α e de mastócitos no estroma do ovário. Os 

mastócitos são um elemento importante na resposta da imunidade inata e adquirida. Após a 

um estímulo adequado, estas células sofrem ativação e subsequente degranulação, 

sintetizando e liberando substâncias pró-inflamatória, vasodilatadoras, quimiotáticas e 

citotóxicas. Entre estas substâncias está a citocina TNF-α. O papel dos mastócitos, como uma 

fonte importante de TNF-α, pode ser explicado pela sua capacidade única de armazenamento 

desta citocina pré-sintetizada nos grânulos citoplasmáticos, que permite a sua libertação 

imediata após um estímulo (64, 65). Estudos anteriores mostram que o TNF-α desempenha 

um papel importante também na fisiologia ovariana. O aumento desta citocina está 

diretamente relacionado com a atresia folicular, o que pode levar à falência ovariana 

prematura(66). 

A relação do TNF-α com o quimioterápico ciclofosfamida foi estudada por El-Sheikh 

et al. Estes autores analisaram o plasma e o fígado de ratos tratados com ciclofosfamida, e 

encontraram maiores concentrações de TNF-α, quando comparado com o grupo que não 
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recebeu o quimioterápico (67). Em outro estudo, Sprowl JA et al. observaram que o docetaxel 

estimulava a síntese de TNF-α em células de carcinoma de ovário A2780, e que esta citocina 

estava fortemente associada com a indução de apoptose (68). Os resultados encontrados no 

presente estudo mostram o aumento do número de mastócitos e o aumento da expressão de 

TNF-α no estroma ovariano dos animais do grupo TC, quando comparado com o grupo 

controle, associando um processo inflamatório ovariano à administração dos quimioterápicos. 

O processo inflamatório gerado no ovário teve como provável conseqüência a 

apoptose das células do estroma. De fato estudos anteriores mostram a associação entre TNF-

α e a morte celular programada (69-71). Em um mecanismo ainda não completamente 

descrito, o TNF-α em associação com outras citocinas participa da formação de um complexo 

intracelular que cliva e ativa as caspases 3, 6 e 7 (72). As caspases representam uma família 

de proteases, cujas ações estão diretamente ligadas aos estágios iniciais e finais da apoptose. 

A caspase-3 é ativada nas células tanto pela via intrínseca quanto pela via extrínseca (73). No 

presente estudo observou-se um aumento significativo do número de núcleos apoptóticos e 

também da imunomarcação da caspase-3 no estroma ovariano das ratas tratadas com 

quimioterapia.  Um estudo realizado por Vital-Reyes V et al (74), realizado em mulheres na 

idade fértil, mostrou que aquelas com diminuição da reserva de folículos primordiais 

apresentavam expressão aumentada da caspase-3 e 8 no estroma ovariano, quando comparado 

com mulheres sem a diminuição dos folículos. Os autores sugerem que a infertilidade 

feminina possa estar relacionada com a apoptose não apenas dos folículos primordiais, mas 

também do estroma e das células musculares lisas dos vasos ovarianos.  

O aumento do número de núcleos apoptóticos pode ter como conseqüência o aumento 

da secreção da citocina TGF-β e, em um processo cíclico o próprio aumento da expressão 

desta citocina no tecido estimula a secreção de mais TGF-β (75). O TGF- é uma citocina 

regulatória, importante no reparo tecidual, e sua contínua produção está relacionada à fibrose. 

Próximo à lesão tecidual o TGF- (liberado por linfócitos, plaquetas, macrófagos ativados, e 

fibroblastos) aumenta a deposição de matriz extracelular para reparar os danos. Isto ocorre 

devido ao estímulo na produção de colágeno, fibronectina e proteoglicanos, inibição da 

síntese de proteases e estímulo da síntese de inibidores de proteases. Durante repetidos danos, 

há uma contínua autoindução na produção de TGF-, levando à contínua produção de matriz 

extracelular e à fibrose do tecido (76, 77). 

Um estudo realizado por Zhang et. al (78) mostrou que o desenvolvimento da fibrose 

no ovário é dependente do TGF-. Ratas com síndrome do ovário policístico, com fertilidade 
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diminuída, mostram alterações significativas na morfologia ovariana, apresentando grande 

acúmulo de colágeno no estroma. Os resultados obtidos em nosso estudo corroboram os 

resultados de Zhang et. al. As ratas do grupo TC mostraram aumento da expressão de TGF- 

no estroma ovariano, associado ao aumento de colágeno tipo I e tipo III. A fibrose tecidual é 

caracterizada por acúmulo de colágeno e outros componentes da matriz extracelular, seguida 

do desequilíbrio entre a síntese e a degradação da matriz (79). A estes resultados obtidos por 

microscopia de luz, somam-se os resultados da microscopia eletrônica que evidenciaram a 

desorganização do tecido ovariano das ratas deste grupo. Observou-se, qualitativamente, um 

aumento de feixes de fibras de colágeno no tecido. Estes resultados em conjunto sugerem um 

processo de fibrose no estroma ovariano.  

Os resultados da aferição da massa do útero, normalizada pela massa corporal, 

evidenciaram uma diminuição na massa uterina nas ratas tratadas com quimioterapia. Essa 

redução da massa uterina pode estar relacionada à falência da função ovariana, assim como 

foi observado no estudo de Zhang et al. (78), que evidenciou fibrose uterina associada à 

fibrose ovariana. E também com o estudo de Keiler AM et al. (80) que mostrou uma redução 

da massa uterina em ratas ovariectomizadas.  

Neste trabalho também apresentamos um importante resultado funcional nas ratas 

tratadas com o poliquimioterápico TC: a redução significativa do nível de estradiol 

plasmático. Não existe, até o presente momento, uma definição para o diagnóstico preciso da 

FOIQ, porém o nível de estradiol plasmático é um importante biomarcador que pode ser 

associado à FOIQ (80). A administração destas drogas iniciam uma resposta inflamatória no 

ovário, resultando na apoptose das células do estroma ovariano, que são as principais 

responsáveis pela produção de estradiol (81, 82). Resultados similares, com a diminuição do 

estradiol plasmático, foram observados em mulheres com CM submetidas à quimioterapia; 

porém estes estudos foram realizados com agentes quimioterápicos diferentes (13, 51).  
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CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem confirmar a hipótese proposta para 

explicar como a combinação de ciclofosfamida e docetaxel, um recente regime 

quimioterápico proposto para o tratamento do CM, pode levar a importantes alterações no 

ovário. O processo inflamatório, desencadeado pela administração dos quimioterápicos, 

estimula a apoptose e liberação de TGF- no estroma ovariano, que induz a produção de 

matriz extracelular e subsequente, substituição do tecido sadio por tecido fibrótico. A 

principal consequência deste processo é a diminuição, ou perda, da função ovariana, levando 

à menopausa precoce e possível infertilidade. 

Este estudo é de suma importância para compreender os mecanismos envolvidos no 

tratamento do CM que levam à infertilidade das mulheres jovens submetidas à quimioterapia. 

Ao elucidar este efeito é possível estudar formas de evitá-lo.  
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