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RESUMO 

Rezende, G. C. D. Efeito do tratamento de células-tronco mesenquimais em 

camundongos Swiss expostos ao quimioterápico ciclofosfamida: avaliação da 

fertilidade, desempenho reprodutivo, gestação e progênie. [Dissertação de 

Mestrado]. Campo Grande: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul; 2019. 

A terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTM) pode promover a 

restauração da função reprodutiva após tratamento antineoplásico em modelos 

animais. A presente pesquisa avaliou os efeitos da terapia celular no desempenho 

reprodutivo de camundongos machos adultos tratados com ciclofosfamida e, de modo 

inédito, o desenvolvimento embriofetal da sua progênie. Os animais foram distribuídos 

em três grupos experimentais: Controle Negativo (CN) – 6 administrações de água de 

injeção via intraperitoneal (i.p.) e 2 administrações de solução tampão fosfato (PBS) 

via intravenosa (i.v.); Controle Positivo (CP) – 6 administrações de ciclofosfamida (150 

mg/kg, i.p.) e duas administrações de PBS (i.v.); e Células-Tronco Mesenquimais 

(CTM) – 6 administrações de ciclofosfamida (150 mg/kg, i.p.) e 2 transplantes de CTM 

(1,0 x 106 células, i.v.). Após o período de indução, ocorreu o acasalamento (1 macho: 

1 fêmea) seguido da eutanásia do machos. Acompanhou-se a gestação até a 

eutanásia das fêmeas no 18º dia gestacional. Os resultados comprovaram que a 

terapia celular promoveu o aumento da viabilidade da membrana plasmática e da 

integridade genética dos espermatozoides dos animais expostos ao quimioterápico, 

todavia, não foi capaz de reverter as baixas taxas de fertilidade. Diante do exposto, 

considera-se que a terapia celular, de acordo com o presente delineamento, não 

promoveu a recuperação da função reprodutiva dos animais, no entanto, os resultados 

permitem sugerir recuperação da viabilidade e integridade genética dos gametas, 

fatores chave nos tratamentos contra a infertilidade, abrindo perspectivas para futuras 

pesquisas com terapias celulares. 

Palavras-chave: terapia celular, tecido adiposo, câncer, infertilidade, antineoplásico, 

medicina reprodutiva. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Rezende, G. C. D. Effects of the mesenchymal stem cells treatment in mice 

exposed to cyclophosphamide chemotherapic: assess of fertility, reproductive 

performance, pregnancy, and progeny outcome. [Masters Dissertation]. Campo 

Grande: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul; 2019. 

Mesenchymal stem cells' (MSCs) therapy can promote the restoration of the 

reproductive function after chemotherapy in animal models. The present research 

assessed the effects of cell therapy derived from fat tissue in the reproductive 

performance and, in an unprecedented manner, the progeny's embryo development of 

male mice exposed to cyclophosphamide. The animals were distributed into 3 

experimental groups (n= 10): Negative Control (NC) - 6 intraperitoneal (i.p.) 

administrations of sterile water and 2 intravenous (i.v.) administrations of phosphate-

buffered saline solution (PBS); Positive Control (PC) -  6 administrations of 

cyclophosphamide (150 mg/kg, i.p.) and 2 administrations of PBS solution (i.v.); and 

Mesenchymal stem cells group (MSCs) - 6 administrations of cyclophosphamide (150 

mg/kg, i.p.) and 2 administrations of MSCs (1x106 cells, i.v.). After induction's period, 

occurred animals mating (1 male: 1 female) followed by males' euthanasia. We 

accompanied the gestational period through females' euthanasia, in the 18th 

gestational day. Results showed that cell therapy statistically enhanced sperm's 

plasmatic membrane viability and DNA integrity of animals exposed to the 

chemotherapy, though the persistence of low fertility rates. Gathering the data 

obtained, we can infer that MSC's therapy did not promote the restoration of 

reproductive parameters, nonetheless, it induced the reestablishment of sperm's 

plasmatic membrane viability and genetic material integrity, important key-factor for 

infertility's treatments, thus opening the perspective to future cell therapy research. 

Keywords: cell therapy, adipose tissue, cancer, infertility, antineoplastic, reproductive 

medicine. 
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1. Revisão de literatura 

1.1. Câncer  

Câncer é uma doença decorrente do crescimento celular anormal, com o 

desbalanço entre a proliferação e a morte celular, que resulta no surgimento de uma 

população celular distinta, com habilidade de invadir tecidos próximos e distantes 

(metástase), podendo ocasionar a morte do paciente acometido (RUDDON, 2007). 

Anualmente, de acordo com a literatura mais recente, são registrados 

aproximadamente 386.000 casos de câncer entre crianças e jovens até 19 anos no 

mundo (STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017). Somente no Brasil, segundo o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA), ocorrem cerca de 12.500 diagnósticos por ano 

em indivíduos entre 0 a 19 anos (INCA, 2017), classificando-o com a segunda maior 

causa de morte nessa faixa etária no país (BRASIL, 2014). 

O câncer infantojuvenil é categorizado em 12 grupos: I) leucemias, doenças 

mieloproliferativas e doenças mielodisplásicas; II) linfomas e neoplasias 

reticuloendoteliais; III) tumores do SNC e miscelânea de neoplasias intracranianas e 

intraespinhais; IV) tumores do sistema nervoso simpático; V) retinoblastoma; VI) 

tumores renais; VII) tumores hepáticos; VIII) tumores ósseos malignos; IX) sarcomas 

de partes moles; X) neoplasias de células germinativas, trofoblásticas e outras 

gonadais; XI) carcinomas e outras neoplasias malignas epiteliais e XII) outros tumores 

malignos não especificados (INCA, 2016). 

Dos casos registrados, os mais prevalentes entre as crianças e adolescentes são 

as leucemias, doenças mieloproliferativas, doenças mielodisplásicas (30,6%) (grupo 

I); linfomas e neoplasias reticuloendoteliais (16,6%) (grupo II) (INCA, 2016).  

 Ainda de acordo com o INCA, indivíduos do sexo masculino são mais acometidos 

pelo câncer (INCA, 2016), isso devido a exposições ambientais à agentes 

cancerígenos, ação de hormônios sexuais e diferenças na expressão gênica e na 

resposta imune entre homens e mulheres (DORAK; KARPUZOGLU, 2012).   

Durante as primeiras décadas do século XX, o diagnóstico de câncer era no geral 

fatal para aqueles indivíduos que não possuíssem massas neoplásicas localizadas 

que permitissem a cura através da exérese cirúrgica (HAY; MEYER, 2014). Não 

obstante, mesmo com o elevado número de casos registrados de câncer, graças aos 
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avanços nos protocolos terapêuticos (GREEN et al., 2010), as taxas de morte 

causadas por essa doença regrediram desde a década de 1970, com diminuição de, 

aproximadamente, 65% da mortalidade (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018), 

demonstrando, dessa forma um grande benefício associado aos tratamentos 

adotados (HAY; MEYER, 2014).  

Ainda assim, os protocolos antineoplásicos podem apresentar, como efeitos 

colaterais à longo prazo alterações urológicas, como disfunção sexual, hipogonadismo 

e infertilidade (SUKHU; ROSS; COWARD, 2018). Nesse sentido, uma das principais 

preocupações dos especialistas é o trauma psicológico associado a infertilidade na 

vida adulta desses indivíduos e de suas famílias, especialmente devido ao fato de 

que, mais 50% desses pacientes desejará ter filhos (SCHOVER et al., 2002; 

THOMSON et al., 2002). Desse modo, pesquisas que procuram solucionar esse efeito 

colateral dos protocolos quimioterápicos são amplamente realizadas (DEL VENTO et 

al., 2018; KAWAY; NISHIYAMA, 2018; LAMBERT et al., 2018; POURMOGHADAM et 

al., 2018; TRAILA et al., 2018). 

1.2. Infertilidade 

Infertilidade é descrita como a incapacidade de conceber após 12 meses de 

relações sexuais regulares sem o uso de métodos contraceptivos (FORBES; 

FLANNINGAN; SCHLEGEL, 2018). O fator masculino é considerado responsável pela 

infertilidade em 20% a 30% dos casais (AGARWAL et al., 2015).  

A etiopatogenia da infertilidade masculina relaciona-se à varicocele, obstruções, 

alterações genéticas e ao uso de medicamentos com potencial gonadotóxico 

(FORBES; FLANNINGAN; SCHLEGEL, 2018), como os quimioterápicos da classe 

dos agentes alquilantes e dos análogos de platina (VAKALOPOULOS et al., 2015). 

Com efeito, a literatura é compatível com a observação de que, pacientes 

submetidos a protocolos quimioterápicos possuem metade da probabilidade de 

engravidar suas parceiras, comparado com seus irmãos, 5 anos ou mais após o 

diagnóstico da doença (GREEN et al., 2010). 

Tratamentos para a infertilidade aplicados atualmente, como as técnicas de 

reprodução assistida, uso de terapias farmacológicas e correções cirúrgicas, 

aumentaram o número de homens que antes inférteis, foram capazes de gerarem 
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descendentes, incluindo aqueles que passaram por protocolos de quimioterapia e 

radioterapia (POURMOGHADAM et al., 2018).  

Não obstante, as terapias disponíveis ainda não são capazes de produzir 

resultados positivos em indivíduos incapazes de gerar gametas. Nesse sentido, 

encaixam-se os indivíduos pré-púberes que não possuem espermatozoides maduros 

para submeter-se, por exemplo, a criopreservação. Como alternativa para essa faixa 

etária, tem-se a retirada, conservação e posterior reimplante do tecido celular 

germinativo. Outrossim, pacientes neoplásicos já apresentam disfunções gonadais e 

anormalidades espermáticas antes do início do protocolo quimioterápico (RUEFFER 

et al., 2001; KU et al., 2015), tornando, por vezes, o sêmen criopreservado de baixa 

qualidade (JAHNUKAINEN; EHMCKE; SCHLATT, 2011). Visando estabelecer novas 

opções terapêuticas para esses pacientes, os estudos baseiam-se em outras 

modalidades de terapias celulares, como o transplante de células-tronco (SEANDEL; 

RAFFI, 2011; YANG et al., 2014; POURMOGHADAM et al., 2018). 

1.3. Ciclofosfamida 

 A ciclofosfamida é um dos primeiros quimioterápicos sintetizados e ainda 

amplamente utilizado, mesmo décadas após sua criação (EMADI; JONES; 

BRODSKY, 2009; AHLMANN; HEMPEL, 2016). 

A elaboração desse composto resultou da busca em criar um fármaco que 

atuasse de modo específico sobre as células neoplásicas, mediante a substituição de 

um anel de oxazafosforina por um grupamento metil da mostarda nitrogenada. Células 

neoplásicas possuem taxas mais elevadas de fosfamidases, enzimas responsáveis 

por clivar ligações fósforo-nitrogênio e liberar a mostarda nitrogenada, quando 

comparadas às células saudáveis, o que as tornaria alvos-específicos do fármaco. 

(FRIEDMAN; SELIGMAN, 1954; EMADI; JONES; BRODSKY, 2009). 

  Ainda que essa teoria inicial tenha se provado incorreta, Arnold, Bourseaux e 

Brock, utilizando o mesmo princípio proposto por Friedman e Seligman, sintetizaram 

a ciclofosfamida em 1958. Por meio de testes in vitro e in vivo, utilizando as linhagens 

tumorais de sarcoma de Yoshida, sarcoma de Jensen e Walker 256, os autores 

concluíram que se tratava de uma pró-droga com altos índices de toxicidade contra 

as linhagens testadas (ARNOLD; BOURSEAUX; BROCK, 1958).  
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As principais indicações de uso para a ciclofosfamida são no tratamento de 

leucemias linfocíticas crônicas, linfomas e tumores sólidos (IARC, 2012), em adição, 

como imunossupressor, a ciclofosfamida também é prescrita no tratamento de 

doenças autoimunes, como o lúpus eritematoso sistêmico e a artrite reumatoide 

(CHAN, 1984; GHOBADI et al., 2018), e em protocolos de transplante de órgãos, 

visando prevenir a ocorrência da doença do enxerto contra o hospedeiro (STARZL et 

al., 1973; MIELCAREK et al., 2016). 

A ciclofosfamida pode ser administrada por via oral e intravenosa e ativa-se por 

meio da hidroxilação pela enzima hepática CYP2B, formando a 4-

hidroxiciclofosfamida e o seu tautômero, a aldofosfamida (COLVIN et al., 1976; 

FENSELAU et al., 1977; SLADEK, 1988; ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006; VEAL et al., 

2016).  

Uma vez em contato com as células tumorais, nas quais a aldofosfamida sofre 

clivagem, ocorre a liberação da mostarda de fosforamida e da acroleína, 

responsáveis, respectivamente, pela ação antineoplásica e a cistite hemorrágica, 

observada como efeito adverso (COLVIN et al., 1976; FENSELAU et al., 1977; 

SLADEK, 1988; ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006; VEAL et al., 2016).  

A excreção ocorre após a oxidação enzimática, com a formação de metabólitos 

ativos e inativos, por meio da via renal (COHEN; JAO; JUSKO, 1971; BALIS; 

HOLCENBERG; BLEYER, 1983; ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006). 

A ação citotóxica da ciclofosfamida decorre da reatividade dos grupos cloro-etil 

ligados ao átomo central de nitrogênio, que, por meio da eliminação do cloro, formam 

um anel cíclico aziridina. Esse cátion altamente instável liga-se a um nucleófilo, 

preferencialmente na posição N7 da guanina, mas em menor escala nas posições N1, 

N3 e O6 da guanina, bem como, a átomos de fosfato e proteínas associadas ao DNA, 

formando uma ligação covalente, incorrendo, dessa forma, na inserção de uma cadeia 

alquil a molécula de DNA. Como resultado, o átomo de nitrogênio é liberado, tornando-

se disponível para reagir com o outro grupamento cloro-etil, formando-se um novo 

anel aziridina, e, consequentemente, uma segunda ligação covalente com outro 

nucleófilo, resultando na formação de crosslinks de DNA-DNA, de DNA-proteína, e 

quebras de fitas-simples (HEMMINKI; KALLAMA,1986; CROOK; SOUHAMI; 
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McLEAN, 1986; COLVIN; SASAKI; TRAN, 1999; VEAL et al., 2016), inclusive em 

espermatozoides (QIU; HALES; ROBAIRE, 1992). 

O principal mecanismo que acarreta nos danos gonadotóxicos causados pela 

ciclofosfamida é o estresse oxidativo, devido a formação de espécies reativas de 

oxigênio (REZVANFAR et al., 2008; TURK et al., 2010; ONAOLAPO; OLADIPO, 

ONAOLAPO et al., 2017), e a redução da expressão de genes ligados a atividades 

antioxidantes (AGUILAR-MAHECHA; HALES; ROBAIRE, 2002). Como consequência, 

tem-se a diminuição da motilidade espermática e da capacidade de realizar a reação 

acrossomal assim como o aumento da peroxidação lipídica da membrana plasmática 

(GRIVEAU et al., 1995; ELANGOVAN et al., 2006; TURK et al., 2010; ONAOLAPO; 

OLADIPO; ONAOLAPO, 2017). 

Outros efeitos associados à ciclofosfamida incluem a diminuição na contagem 

espermática (ELANGOVAN et al., 2006; VAISHEVA et al., 2007; REZVANFAR et al., 

2008; TRIPATHI; JENA, 2008; ABIODUN et al., 2016; ONAOLAPO; OLADIPO; 

ONAOLAPO, 2017), alterações morfológicas (REZVANFAR et al., 2008; TRIPATHI; 

JENA, 2008; DELBÈS et al., 2010), danos ao material genético dos espermatozoides 

(VAISHEVA et al., 2007; REZVANFAR et al., 2008; TRIPATHI; JENA, 2008; DELBÈS 

et al., 2010; LIU; HALES; ROBAIRE, 2014), aumento do número de aneuploidias 

(BARTON et al., 2003), disfunção telomérica (LIU; HALES; ROBAIRE, 2014), 

alteração no perfil proteico da matrix nuclear (CONDRIGTON; HALES; ROBAIRE, 

2007) e da expressão gênica (AGUILAR-MAHECHA; HALES; ROBAIRE, 2002), a 

diminuição do peso dos testículos, dos epidídimos (ELANGOVAN et al., 2006; 

VAISHEVA et al., 2007; REZVANFAR et al., 2008; TRIPATHI; JENA, 2008; DELBÈS 

et al., 2010) e da próstata (REZVANFAR et al., 2008; DELBÈS et al., 2010), alterações 

histopatológicas, com a formação de vacúolos (VAISHEVA et al., 2007; TRIPATHI; 

JENA, 2008; DELBÈS et al., 2010; ABIODUN et al., 2016), o estreitamento dos túbulos 

seminíferos, a perda de células germinativas (ELANGOVAN et al., 2006; VAISHEVA 

et al., 2007; TRIPATHI; JENA, 2008; DELBÈS et al., 2010; ABIODUN et al., 2016; 

ONAOLOPO; OLADIPO; ONAOLAPO, 2017), o edema (REZVANFAR et al., 2008) e 

o aumento do espaço intersticial (REZVANFAR et al., 2008; ONAOLOPO; OLADIPO; 

ONAOLAPO, 2017), a diminuição nos níveis plasmáticos de hormônio luteinizante 

(LH) (ELANGOVAN et al., 2006; ABIODUN et al., 2016), do  hormônio folículo-

estimulante (FSH) (ABIODUN et al., 2016) e da testosterona (ELANGOVAN et al., 
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2006; REZVANFAR et al., 2008; ABIODUN et al., 2016; ONAOLAPO; OLADIPO; 

ONAOLAPO, 2017). 

A manutenção da proliferação das espermatogônias-tronco após a exposição 

a quimioterápicos (LIU; HALES; ROBAIRE, 2014) e a capacidade dos 

espermatozoides com DNA fragmentado de fertilizar ovócitos secundários (AHMADI; 

NG, 1999; GRENIER; ROBAIRE; HALES, 2011, 2012), são fontes de grande 

preocupação, tendo em vista a possibilidade da perpetuação, à longo prazo, de 

instabilidades genéticas em descentes de homens expostos a esses compostos 

(MARCHETTI et al., 2004; BARTON; ROBAIRE; HALES, 2005; LIU; HALES; 

ROBAIRE, 2014). 

Os efeitos adversos causados aos fetos de ratos pela exposição paterna a 

agentes tóxicos ocorrem, prioritariamente, através de alterações específicas em 

genes e/ou cromossomos ou na (re)programação dos embriões, por meio dos 

mecanismos de epigenética (alterações na expressão gênica sem a mudança da 

sequência de DNA), como, a metilação do DNA, as modificações pós-traducionais das 

histonas e a ação de RNAs não codificadores (HALES; BARTON; ROBAIRE, 2005; 

BARTON; ROBAIRE; HALES, 2005; MOSS; WALLRATH, 2007). 

Óvulos de ratos fertilizados com espermatozoides com DNA fragmentado 

apresentam formação de micronúcleos (BARTON; ROBAIRE; HALES, 2005; 

GRENIER; ROBAIRE; HALES; 2011, 2012), retardo da clivagem (GRENIER; 

ROBAIRE;  HALES, 2011), alterações no desenvolvimento dos pró-núcleos 

(HARROUK et al., 2000), ativação de vias de sinalização de danos e reparo de DNA 

(HARROUK et al., 2000; BARTON; ROBAIRE; HALES, 2005), distúrbios na 

programação epigenética, (BARTON; ROBAIRE; HALES, 2005) e morte devido a 

ação dos genes dominantes letais em camundongos e ratos (TRASLER; ROBAIRE; 

HALES, 1985; JENKINSON; ANDERSON, 1990; KELLY; ROBAIRE; HALES, 1992; 

MARCHETTI et al., 2004; DELBÈS et al., 2010). 

Ademais, a exposição paterna à ciclofosfamida é ligada a diminuição do 

tamanho das ninhadas (TRASLER; ROBAIRE; HALES, 1985; JENKINSON; 

ANDERSON, 1990; FRANCIS et al. 1990; VAISHEVA et al., 2007) e do peso dos fetos, 

a malformações, como hidrocefalia, migrognatia e anasarca (TRASLER; ROBAIRE; 

HALES, 1985; JENKINSON; ANDERSON, 1990), a anomalias de cariótipo 
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(JENKINSON; ANDERSON, 1990), ao aumento da letalidade pós-natal (AUROUX et 

al., 1990) e a diminuição da capacidade de aprendizagem (ADAMS;  FABRICANT; 

LEGATOR, 1981; FABRICANT; LEGATOR; ADAMS, 1983; AUROUX et al., 1990) em 

modelo experimental de ratos. 

Os efeitos teratogênicos observados variam de acordo com o período da 

espermatogênese em que ocorre exposição dos gametas (HALES; BARTON; 

ROBAIRE, 2005) bem como da capacidade de detecção e de reparo do material 

genético pelo embrião (HALES, 2005).  

Espermatozoides de ratos expostos quando ainda em fase de espermatogônia 

relacionam-se com desenvolvimento de malformações e retardos de crescimento; 

enquanto que aqueles expostos durante a fase de espermatócito, resultam em 

aumento das perdas pré-implantacionais; já quando as espermátides e 

espermatozoides são expostos a agentes tóxicos, por sua vez, ocorre associação com 

aumento das perdas pós-implantacionais (efeito de genes letais dominantes) (HALES; 

BARTON; ROBAIRE, 2005) (Figura 1). 

     Figura 1. Efeitos da exposição à ciclofosfamida durante os diferentes estágios 

da espermatogênese. (Fonte: HALES; BARTON; ROBAIRE, 2005 - adaptado). 

O estresse genotóxico ocasionado pelo material genético paterno resulta em 

parada em check points do ciclo celular, na ativação de mecanismos de reparo do 
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DNA e, caso não ocorra restauração da integridade do material genético, na indução 

da apoptose. Desse modo, o destino desses embriões é dado pelo balanço do dano 

genético e a capacidade de repará-lo (HALES, 2005).  

1.4. Células-tronco e a Terapia celular na recuperação de danos reprodutivos 

Em razão da alta e permanente capacidade de proliferação e diferenciação das 

células-tronco, a terapia celular é considerada como um dos mais promissores 

tratamentos para muitas doenças atualmente incuráveis (VOLAVERIC et al., 2014; 

POURMOGHADAM et al., 2018). Outrossim, as células-tronco são capazes de 

originar gametas masculinos (NAYERNIA et al., 2006) e femininos (HUBNER et al., 

2003) in vitro, reforçando o seu potencial para o uso na medicina regenerativa de 

reprodução. 

Em humanos, as células-tronco podem ser encontradas em diversos estágios do 

desenvolvimento. Em células embrionárias, encontram-se células-tronco totipotentes, 

chamadas de células-mãe, bem como células-tronco pluripotentes, obtidas da massa 

interna de blastocistos. Células totipotentes diferenciam-se em todos os tecidos do 

corpo humano enquanto que, as células pluripotententes, apesar de também 

possuírem grande plasticidade, não se diferenciam em anexos embrionários e em 

tecidos placentários. Em tecidos adultos, como os do mesenquima e 

extraembrionários, encontram-se células-tronco adultas ou multipotentes, com 

plasticidade limitada, podendo originar alguns subgrupos de linhagens celulares. 

Ainda há as células-tronco pluripontentes induzidas (iPS) que, apesar de serem 

obtidas de tecidos adultos, possuem as mesmas propriedades de diferenciação que 

as células-tronco embrionárias (VOLAREVIC et al., 2014; DALEY, 2015).  

Atualmente, as pesquisas estão voltadas para o uso de células-tronco 

mesenquimais, células iPS, e espermatogônias-tronco (POURMOGHADAM et al., 

2018). Células-tronco embrionárias, apesar de também possuírem a capacidade de 

produzir células gaméticas (HUBNER et al., 2003), apresentam alto risco de 

malignidade (VOLAREVIC et al., 2014).  

Brinster e Avarbock (1994), Brinster e Zimmermann (1994), Zhu et al. (2012), 

Cai et al. (2013) e Mouka et al. (2017) utilizaram células iPS, conseguindo gerar 

células do tecido germinativo masculino. A utilização de células pluripotentes 

induzidas (iPSC), além das vantagens de plasticidade, possuem benefícios como 
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menor envolvimento em questões éticas envolvendo dogmas religiosos, comitês de 

éticas em experimentação humana e legislações nacionais (REZENDE; REZENDE, 

2009), e podem ser de fonte autóloga, permitindo que os indivíduos tratados possam 

gerar descendentes com a sua carga genética (FANG et al., 2018). Ainda assim, esse 

tipo celular ainda requer maiores pesquisas para um futuro uso clínico (ZHANG et al., 

2014; VOLAREVIC et al., 2014; FANG et al., 2018). 

Ogawa et al. (2000), Hermann et al. (2012) e Azizollahi et al. (2016), por outro 

lado, utilizaram o transplante de espermatogônias-tronco, células diplóides 

localizadas próximo a membrana basal dos túbulos seminíferos (VOLAREVIC et al., 

2014), obtendo resultados promissores, com a retomada da espermatogênese em 

modelos animais azoospérmicos. Porém, a eficiência na colonização das células 

transplantadas é baixa, devido principalmente, a alterações no microambiente 

testicular (MEHRABANI et al., 2015; KADAM; VAN SAEN; GOOSSENS, 2017). Nesse 

sentido, as células-tronco mesenquimais (CTM), destacam-se já que possuem 

atividade parácrina e podem atuar na modulação do microambiente testicular 

(KADAM; VAN SAEN; GOOSSENS, 2017).   

As CTM são células estromais não hematopoéticas, multipotentes, podendo ser 

originadas de órgãos e tecidos pós-natais, como medula óssea, tecido adiposo (ZUK 

et al., 2002), líquido amniótico (IN’T ANKER et al., 2003), periósteo (NAKAHARA et 

al., 1991), tecidos fetais (CAMPAGNOLI et al., 2001), e polpa dentária (GRONTHOS 

et al., 2000). Dê acordo com a Sociedade Internacional em Terapia Celular, para 

serem classificadas como CTM, as células devem apresentar como características 

aderência ao material plástico das garrafas de cultivo, formato fibroblastoide,  

formação clusters celulares durante o cultivo in vitro, ostentar antígenos de superfície 

específicos, como o CD29, CD44, CD105 e CD90 e, ausência para outros antígenos 

de superfície, como o CD31, o CD34, o CD45, o CD117 e o CD11b e, por fim, a 

possuírem a capacidade de diferenciarem-se em células das linhagens adipogênica, 

osteogênica e condrogênica (DOMINICI et al., 2006; KOLF; CHO; TUAN, 2007; 

STEWART; STEWART, 2011). 

Dentre as diferentes fontes citadas para obter-se as CTM, sobressai-se o tecido 

adiposo, devido a facilidade para a sua obtenção e rapidez para a proliferação em 

cultivo, possuindo inclusive, maior potencial de diferenciação quando comparado a 

medula óssea (WEI et al., 2016). 
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Lue et al. (2007), Monfesi et al. (2013) e Zhang et al. (2014) utilizaram em seus 

estudos CTM extraídas a partir de medula óssea, Yang et al. (2014), Chen et al. (2015) 

a partir de material de cordão umbilical, enquanto que Cakici et al. (2013), Mehrabani 

et al. (2015) obtiveram as células de tecido adiposo e, independentemente do material 

a partir do qual se extraiu as células-tronco, os autores relataram recuperação dos 

danos estruturais do tecido e do peso testicular, bem como da fertilidade.  

Uma vez transplantadas as CTM, inicia-se uma ação parácrina, ou seja, ocorre 

a liberação de moléculas sinalizadoras que agem sob células próximas, realizando 

efeitos tróficos e imunomodulatórios. Essas ações dão-se pela atividade de 

promotores de migração celular, como o fator derivado de células estromais 1 

(CXCL12) e o receptor de quimiocina tipo 4 (CXCR4); promotores de proliferação 

celular, como o fator de crescimento de queratinócitos (KGF), o fator de crescimento 

insulínico (IGF), o  fator de crescimento de fibroblástico básico (FGF-2), o fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento derivado de plaqueta 

(PDGF); promotores de angiogênese, como o VEGF, o fator de crescimento do 

hepatócito (HGF), a angiopoietina 1 e 2 (ANG-1, ANG-2) o FGF-2 e o PDGF; 

promotores de imunomodulação, como as interleucinas 6, 8 e 10 (IL-6, IL-8 e IL10), a 

prostaglandina E-2 (PGE-2), o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA) e indoleamina 

2,3-dioxigenase (IDO), fator de crescimento transformador-β (TGF-β), receptor do 

fator de necrose tumoral (STNF-R), óxido nítrico (NO) e o HGF; promotores de ação 

antioxidante, como a stanniocalcina-1 (STC-1), o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), 

a interleucina-1β (IL-1β) e o fator neurotrófico derivado de linhagem de célula glial 

(GDNF) (MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN, 2013; KADAM; VAN SAEN; GOOSSENS, 

2017). 

 Adicionalmente, as células transplantadas sofrem transdiferenciação em 

espermatogônias, e em outras células do tecido germinativo, tais como células de 

Sertoli e células de Leyding, como relatado pelos autores Nayernia et al. (2006), Lue 

et al. (2007), Cakici et al. (2013), Monfesi et al. (2013), Chen et al. (2015) e Kadam, 

Van Saen & Goossens (2017). Cakici et al. (2013) demonstraram inclusive a presença 

de CTM com o gene marcador fluorescente (proteína verde fluorescente - GFP) na 

progênie desses animais, sugerindo que as células transplantas diferenciarem-se 

formando espermatozoides com capacidade fecundante.  
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1.5. Ensaios biológicos 

1.5.1. Citometria de fluxo 

O citômetro de fluxo é um equipamento que permite a análise simultânea e 

multiparamêtrica de células e partículas que estejam em suspensão, a partir do 

direcionamento de um ou mais feixes de luzes sob o fluxo das amostras, que são 

imediatamente registrados por um sistema óptico-eletrônico. A partir do seu uso é 

possível avaliar a morfologia e a fisiologia celular, a expressão de proteínas 

intracelulares e extracelulares, o estabelecimento do perfil imunofenotípico e a 

expressão gênica (IBRAHIM; VAN DEN ENGH, 2007). 

A determinação do perfil imunofenotípico através desse aparelho é 

especialmente indicada na avaliação de CTM já, para esse tipo celular, faz-se 

necessário a identificação simultânea de múltiplos antígenos e, com o uso desse 

aparelho é possível identificar-se até 17 antígenos em uma única célula (MARTINS et 

al., 2009; NERY et al., 2013).  

Ainda, a citometria de fluxo é recomendada para a avaliação andrológica, tendo 

em vista que diferentemente das análises espermáticas de rotina, é capaz de inferir 

sobre o nível de fertilidade dos espermatozoides, pois examina alterações de padrões 

metabólicos ou bioquímicos, modificações estruturais latentes e a capacidade de 

interação dos mesmos com o ambiente externo (HOSSAIN et al., 2011).  

1.5.2. Viabilidade da membrana plasmática, potencial de membrana mitocondrial 

e fragmentação do DNA espermático 

 A viabilidade do espermatozoide relaciona-se à integridade da sua membrana 

plasmática, já que esta é essencial para que ele possa manter a homeostase, interagir 

com os demais tipos celulares e com o ambiente, inclusive com o epitélio de 

revestimento do trato vaginal e o complexo cumulus-oócito. A avaliação da integridade 

estrutural da membrana plasmática dá se utilizando marcadores permeáveis, 

marcadores impermeáveis, ou ainda, uma associação de ambos (HOSSAIN et al., 

2011). 

 Um dos marcadores mais utilizados para essa avaliação é o Iodeto de 

Propídeo, na qual têm-se os espermatozoides com membrana plasmática intacta com 

fluorescência verde, enquanto que, quando não há integridade da membrana, ocorre 
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o influxo do iodeto de propídeo e, consequentemente, fluorescência vermelha 

(HOSSAIN et al., 2011).  

O status da membrana mitocondrial do espermatozoide e, consequentemente, 

a sua capacidade energética para manutenção do metabolismo e mobilidade, pode 

também ser fortemente correlacionado com a capacidade de fertilização (ST. JOHN; 

JOKHI; BARRATT, 2005). 

Entre os corantes marcadores fluorescentes utilizados na avaliação desse 

parâmetro por citometria de fluxo destacam-se a Rodamina 123 (R123), o Mito Tracker 

Green FM (MITO), o Iodeto de 5,5’, 6,6’ Tetracloro 1,1,3,3’ 

Tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) e o MitoStatus Red. Esses marcadores são 

internalizados em maior escala por mitocôndrias que apresentam potencial de 

membrana inalterado, quando comparado a mitocôndrias com alteração no seu 

potencial de membrana, dessa forma, os espermatozoides com alto e baixo potencial 

de membrana emitem maior e menor fluorescência, respectivamente (HOSSAIN et al., 

2011).  

A ciclofosfamida ocasiona a formação de crosslinks e a fragmentação do DNA 

e, desse modo, torna-se pertinente a avaliação desse parâmetro, tendo em vista que 

este correlaciona-se com a diminuição da fertilidade, (AHMADI; NG, 1999) e, com a 

transmissão de alterações genéticas para a progênie (BARTON; ROBAIRE; HALES, 

2005; LIU; HALES; ROBAIRE, 2014). 

A técnica de SCSA (teste da estrutura da cromatina no espermatozoide), 

desenvolvida por Evenson, Darzynkiewicz e Melamed (1980), é amplamente utilizada 

nas pesquisas de fragmentação do material genético de espermatozoides (SELVAM; 

AGARWAL, 2018). Com o auxílio de citômetro de fluxo, o SCSA avalia a sensibilidade 

da fita de DNA para a desnaturação na presença de solução ácida ou do aumento da 

temperatura, o que ocorre em maior extensão quando o material genético se encontra 

fragmentado (AGARWAL et al., 2016). Após a desnaturação, o material é incubado 

em Laranja de Acridina, que se liga a cromatina fragmentada, emitindo fluorescência 

vermelha-alaranjada, enquanto que, a cromatina integra emite fluorescência verde, já 

que o corante não se liga a ela (SELVAM; AGARWAL, 2018). Nesse sentido, partir do 

SCSA, é possível classificar os espermatozoides em cinco populações, com base na 

integridade do DNA e a estrutura da cromatina: I) Fragmentação de DNA não 
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mensurável; II) Fragmentação de DNA moderada; III) Alto índice de fragmentação; IV) 

índice total (% de moderados + % de altos índices), denominado DNA “fragmentation 

índex” (% DFI) (EVENSON, 2011).   

Outros ensaios utilizados para quantificação da fragmentação do DNA são os 

testes Laranja de Acridina, Anilina Azul, Cromomicina A3, Azul de Toluidina, TUNEL 

(Marcação de quebras no DNA por dUTP e deoxinucleotidil terminal transferase), SCD 

(Dispersão de cromatina de espermática) e o do Cometa (AGARWAL et al., 2016). 

1.5.3. Integridade genética materna 

Ratos machos expostos a ciclofosfamida apresentam esse composto em seu 

ejaculado, sendo capazes de transmiti-los as fêmeas quando se acasalam por meio 

da absorção via parede vaginal. Como resultado, têm-se a sua transmissão também 

para os embriões, ocorrendo o aumento das perdas pré-implantacionais (efeito dos 

genes dominantes letais) (HALES; SMITH; ROBAIRE, 1986).   

Um método eficiente para a detecção de outros efeitos tóxicos que não os 

relacionados a fertilidade, como a ação direta sobre a fêmea, é o teste do micronúcleo, 

considerado o ensaio para avaliação de genotoxicidade in vivo mais amplamente 

utilizado pelos pesquisadores (HAYASHI, 2016), sendo eficiente para detecção de 

quebras de cromossomos e disfunções do fuso mitótico (TORRES-BUGARIN et al., 

2015). 

O primeiro teste para avaliação de micronúcleos foi desenvolvido por Boller e 

Schmid (1970) e, posteriormente, Hayashi, Sofuni e Ishidate (1983) desenvolveram 

uma técnica utilizando como corante a Laranja de Acridina que, quando em contato 

com micronúcleos presente em eritrócitos do sangue periférico, emite fluorescência 

verde (HAYASHI, 2016).   

 A formação de micronúcleos se dá durante a fase mitótica do ciclo celular, 

quando fragmentos cromossômicos (efeito clastogênico) ou ainda cromossomos 

inteiros não finalizam a migração anafásica (efeito aneugênico), tornando-se 

incapazes de incorporar-se aos núcleos das células-filhas (TORRESBUGARIN et al., 

2015). 
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1.5.4. Desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal 

Gestantes são constantemente expostas a medicamentos. Em estudos 

realizados no Brasil, constatou-se que 67,9% das mães brasileiras sofrem com a 

exposição inadequada de fármacos (COSTA; COELHO; SANTOS, 2017), inclusive de 

forma indireta, por meio dos seus parceiros sexuais (HALES; SMITH; ROBAIRE, 

1986). 

O uso seguro e/ou a exposição à medicamentos durante o período gestacional 

tornou-se uma preocupação dos profissionais de saúde somente após a década de 

1960, quando, devido ao uso da talidomida, um sedativo utilizado como antiemético, 

registraram-se inúmeros casos de malformações fetais (MATTHEWS; McCOY, 2003; 

OSÓRIO-DE-CASTRO; PAUMGARTTEN; SILVER, 2003).  

Antes desse período, acreditava-se que a placenta impedia ações 

farmacológicas sobre os conceptos, não havendo riscos teratológicos associados ao 

uso ou a exposição às drogas. Estudos posteriores, entretanto, revelaram que, devido 

as particularidades da metabolização fetal, há, inclusive, um maior risco de danos 

serem causados em decorrência do uso inadvertido de medicamentos (BERGLUND 

et al., 1984). 

 A fim de mensurar os efeitos de fármacos sob o sistema reprodutivo e o 

desenvolvimento embriofetal deve-se realizar estudos com modelos animais 

(roedores e lagomorfos) que abranjam todos os estágios de vida ou ainda, fases 

específicas, quando à exposição a substância-teste é limitada a períodos pontuais 

(ICH, 2017).  

 O desenho experimental mais utilizado é composto pela junção de três estudos, 

que avaliam a) fertilidade e desenvolvimento fetal precoce, b) desenvolvimento pré e 

pós-natal e a habilidade materna e c) desenvolvimento embriofetal (ICH, 2005). 

 Estudos que avaliam a fertilidade e o desenvolvimento fetal revelam alterações 

no ciclo estral, libido, maturação espermática, transporte dos oócitos pela tuba uterina, 

desenvolvimento pré-implantacional e implantação (ICH, 2005). 

 Estudos que analisam o desenvolvimento pré e pós-natal e a habilidade 

materna indicam mortes pré e pós-natais e alterações no crescimento e 
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desenvolvimento da geração F1, incluindo os efeitos sobre o seu sistema reprodutivo 

(ICH, 2005). 

 Por fim, estudos que investigam o desenvolvimento embriofetal são aqueles 

que possibilitam a avaliação da morte embriofetal, das alterações estruturais e de 

distúrbios de crescimento. Nesse modelo experimental, a gestação é mantida até a 

véspera do parto, quando se realiza a eutanásia da fêmea, seguida de laparotomia 

(abertura da cavidade abdominal), histerectomia (retirada do útero), histerotomia 

(abertura do útero) para a retirada dos fetos e onfalectomia (ressecção do umbigo dos 

fetos). Realiza-se a contagem do número de corpos lúteos, de implantações, de fetos 

vivos e de fetos mortos e sexagem dos animais. Os fetos e as placentas são pesados 

e analisados quanto a alterações estruturais externas. Finalmente, a ninhada é 

dividida pela metade, sendo 50% dos fetos destinados para a avaliação de 

malformações esqueléticas e, os outros 50%, destinados para a avaliação de 

malformações viscerais (ICH, 2005). 

 A partir dos dados coletados é possível ainda determinar a viabilidade fetal (nº 

de fetos vivos x 100/ nº de implantes), a taxa de perdas pós-implantacionais (nº de 

implantes - nº de fetos vivos x 100 / nº de implantações), o número de reabsorção; a 

taxa de reabsorção (nº de reabsorções x 100 / nº de implantes), a taxa de fertilidade 

(nº de fêmeas prenhes x 100 / nº de fêmeas acasaladas), a taxa de falsos-positivos 

(nº de fêmeas não prenhes em que se detectou plug vaginal x 100 / nº de fêmeas 

acasaladas), o índice placentário (peso placentário / peso fetal), e a adequação do 

peso à idade da prenhes (APIP) (fetos com peso adequado para a idade de prenhez 

são aqueles que possuem peso entre a média x 1,7 ± desvio padrão)  (SOULIMANE-

MOKTHAR et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2014; ISHIKAWA et al., 2018).  

 Como já citado anteriormente, todos esses parâmetros são alterados pela 

exposição paterna a ciclofosfamida, tornando, portanto, o modelo animal, 

especialmente o que avalia o desenvolvimento embriofetal, extremamente preditivo 

quanto aos efeitos de terapias que visam diminuir tais alterações, como o transplante 

de CTM.  

Outros testes com uso de linhagens celulares, tecidos, órgãos ou culturas de 

organismos podem ser usados em associação com os testes in vivo, permitindo a 

redução do número de animais utilizados nos experimentos. Não obstante, esses 
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testes não atingiram, até o momento, a complexidade do processo de concepção e 

desenvolvimento gestacional, não podendo prever, com segurança, a ação de 

substâncias sobre a reprodução, tornando imperativo o uso de modelos in vivo para a 

avaliação da toxicidade de compostos-teste (ICH, 2005; ICH, 2017). 
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3. Objetivos  

3.1. Objetivo Geral 

 Avaliar os efeitos do tratamento com CTM em camundongos Swiss expostos 

ao quimioterápico ciclofosfamida no que se refere à fertilidade, desempenho 

reprodutivo, gestação e progênie. 

3.2. Objetivos Específicos 

 Obter, isolar e expandir as CTM derivadas do tecido adiposo de camundongos; 

 Induzir e diferenciar as CTM em tecido adiposo, condrogênico e osteogênico; 

 Avaliar os efeitos do quimioterápico e/ou da terapia celular sobre os 

espermatozoides; 

 Avaliar os efeitos do quimioterápico e/ou da terapia celular sobre os parâmetros 

reprodutivos; 

 Avaliar os efeitos do quimioterápico e/ou da terapia celular sobre progênie por 

meio de ensaios de teratogênese. 
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4. Manuscrito 

A presente pesquisa forneceu dados para a elaboração do artigo científico 

intitulado “Avaliação dos efeitos da terapia celular com células-tronco mesenquimais 

no desempenho reprodutivo de camundongos machos tratados com ciclofosfamida e 

no desenvolvimento embriofetal de suas proles”, que será submetido para a 

publicação no periódico Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine, 

que possui fato de impacto de 4.089 e é classificado como Qualis Capes A1 

interdisciplinar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

 

Avaliação dos efeitos da terapia celular com células-tronco mesenquimais no 

desempenho reprodutivo de camundongos machos tratados com 

ciclofosfamida e no desenvolvimento embriofetal de suas proles 

Giovana Corbucci Danti Rezende1,2, Bruno Ivo Pelizaro1,3, Breno Fernandes Barreto 

Sampaio4,5,6, Raiza Rocha Pereira5, Antonio Carlos Duenhas Monreal6,7, Sarah Alves 

Auharek8, Andréia Conceição Milan Brochado Antoniolli-Silva1,2, Rodrigo Juliano 

Oliveira1,2,9*. 

1Centro de Estudos em Células-Tronco, Terapia Celular e Genética Toxicológica - 

CeTroGen, Hospital Universitário Maria Aparecida Pedrossian - HUMAP, 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, Campo Grande, Mato Grosso 

do Sul, Brasil. 

2Programa de Pós-graduação em Saúde e Desenvolvimento na Região Centro-Oeste, 

Faculdade de Medicina Dr. Hélio Mandetta - FAMED, Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul - UFMS, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. 

3Programa de Pós-graduação em Farmácia, Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Alimentos e Nutrição - FACFAN, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, 

Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. 

4Laboratório Multiuso de Reprodução, Faculdade de Medicine Veterinária e Zootecnia 

- FAMEZ, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, Campo Grande, Mato 

Grosso do Sul, Brasil. 

5Programa de Pós-graduação em Ciência Animal, Faculdade de Medicina Veterinária 

e Zootecnia - FAMEZ, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, Campo 

Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. 

6Programa de Pós-graduação em Ciências Veterinárias, Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia - FAMEZ, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - 

UFMS, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. 

7Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Alimentos e Nutrição - FACFAN, 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, Campo Grande, Mato Grosso 

do Sul, Brasil. 



55 

 
8Faculdade de Medicina do Mucuri, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha 

e do Mucuri–UFVJM, Teófilo Otoni, MG, Brasil 

9Programa de Pós-graduação em Genética e Biologia Molecular, Centro de Ciências 

Biológicas - CCB, Universidade Estadual de Londrina - UEL, Londrina, Paraná, Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

Resumo 

A terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTM) pode promover a 

restauração da função reprodutiva após tratamento antineoplásico em modelos 

animais. A presente pesquisa avaliou os efeitos da terapia celular no desempenho 

reprodutivo de camundongos machos adultos tratados com ciclofosfamida e, de modo 

inédito, o desenvolvimento embriofetal da sua progênie. Os animais foram distribuídos 

em três grupos experimentais: Controle Negativo (CN) – 6 administrações de água de 

injeção via intraperitoneal (i.p.) e 2 administrações de solução tampão fosfato (PBS) 

via intravenosa (i.v.); Controle Positivo (CP) – 6 administrações de ciclofosfamida (150 

mg/kg, i.p.) e duas administrações de PBS (i.v.); e Células-Tronco Mesenquimais 

(CTM) – 6 administrações de ciclofosfamida (150 mg/kg, i.p.) e 2 transplantes de CTM 

(1,0 x 106 células, i.v.). Após o período de indução, ocorreu o acasalamento (1 macho: 

1 fêmea) seguido da eutanásia do machos. Acompanhou-se a gestação até a 

eutanásia das fêmeas no 18º dia gestacional. Os resultados comprovaram que a 

terapia celular promoveu o aumento da viabilidade da membrana plasmática e da 

integridade genética dos espermatozoides dos animais expostos ao quimioterápico, 

todavia, não foi capaz de reverter as baixas taxas de fertilidade. Diante do exposto, 

considera-se que a terapia celular, de acordo com o presente delineamento, não 

promoveu a recuperação da função reprodutiva dos animais, no entanto, os resultados 

permitem sugerir recuperação da viabilidade e integridade genética dos gametas, 

fatores chave nos tratamentos contra a infertilidade, abrindo perspectivas para futuras 

pesquisas com terapias celulares. 

Palavras-chave: terapia celular, tecido adiposo, câncer, infertilidade, antineoplásico, 

medicina reprodutiva. 

 

 

 

 

 

 



57 

 

1. Introdução 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, anualmente, são diagnosticados 

215.000 casos de câncer em indivíduos entre 0 e 19 anos (WHO, 2016). Nos Estados 

Unidos da América previa-se que, somente no ano de 2018, cerca de 10.590 crianças 

e pré-adolescentes até 14 anos seriam diagnosticadas com essa doença (SIEGEL; 

MILLER; JEMAL, 2018). No entanto, apesar da alta incidência, os avanços nos 

protocolos terapêuticos de quimioterapia, desde os anos 1970 até o presente, 

possibilitaram a redução de aproximadamente 65% da mortalidade causada pelo 

câncer nessa faixa etária (GREEN et al., 2010; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). No 

entanto, associado ao aumento da expectativa de vida desses indivíduos estão os 

efeitos colaterais do uso de quimioterápicos e, dentre eles, cita-se a infertilidade na 

vida adulta (TRAILA, 2018).  

Tratamentos contra a infertilidade, como as técnicas de reprodução assistida, de 

reposição hormonal e intervenções cirúrgicas aumentaram o número de homens que, 

antes inférteis, foram capazes de gerarem descendentes (POURMOGHADAM et al., 

2017). Porém, essas terapias não são indicadas para indivíduos incapazes de produzir 

gametas ou que os produzem deficientemente devido à ação citotóxica de fármacos 

antineoplásicos que causam extenso comprometimento das reservas de 

espermatogônias-tronco (FORBES; FLANNIGAN; SCHLEGEL, 2018). Além desses 

indivíduos ainda se destacam crianças e jovens pré-púberes, que ainda não produzem 

espermatozoides maduros e, que, portanto, não são elegíveis à criopreservação do 

sêmen (SEANDEL; RAFFI, 2011) mas que foram expostos aos quimioterápicos. 

Desse modo, outros protocolos terapêuticos para atender a esses pacientes fazem-

se necessários e, por essa razão, estudos que lançam mão de terapias celulares 

ganham espaço entre a comunidade científica (MEHRABANI et al., 2015; 

LORZADEH; KAZEMIRAD, 2018).  

As características intrínsecas das células-tronco mesenquimais (CTM) de auto-

renovação, proliferação e diferenciação em diferentes tipos celulares adultos, torna a 

terapia uma possibilidade concreta para o desenvolvimento de protocolos terapêuticos 

no campo da medicina regenerativa (RA et al., 2011) e, em especial, na área de 

reprodução (POURMOGHADAM et al., 2017). A comprovação da eficácia da terapia 

com CTM na recuperação do epitélio germinativo masculino já foi reportada em 

modelos experimentais com camundongos (CHEN et al., 2015; KADAM; VAN SAEN; 
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GOOSSENS, 2017), ratos (CAKICI et al., 2013; MONFESI et al., 2013; YANG et al., 

2014; ZHANG et al., 2014; MEHRABANI et al., 2015) e hamsters (VAHDATI et al., 

2017). Nesse contexto, esse estudo avaliou os efeitos das CTM derivadas de tecido 

adiposo no desempenho reprodutivo de camundongos machos expostos à 

ciclofosfamida e, de modo inédito, no desenvolvimento embriofetal da sua progênie. 

2. Material e método 

2.1. Animais 

Utilizou-se 70 camundongos Mus musculus da variedade Swiss, com peso 

médio de 30 g, adultos, em idade reprodutiva, machos (n= 30) e fêmeas (n= 40), do 

mesmo grupo de contemporâneos, cedidos pelo Biotério Central da UFMS. O período 

de adaptação antes do início do experimento deu-se durante 7 dias. 

Manteve-se os animais em caixas de polipropileno, isolados no caso dos 

machos e em dupla no caso das fêmeas, identificadas e forradas com cepilho sob 

condições padronizadas de climatização em rack ventilada Alesco® (com temperatura 

mantendo-se em torno de 22 ± 2ºC e umidade relativa de 55 ± 10%) e alimentados 

com ração comercial (Nuvital®) e água filtrada ad libitum. 

Obteve-se a aprovação do Cômite de Ética no Uso de Animais para a realização 

do presente estudo junto à Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob o 

protocolo #920/2017.   

2.2. Delineamento Experimental 

Distribuiu-se os animais em dois lotes, sendo o primeiro, composto por 10 

fêmeas doadoras do tecido adiposo para a obtenção das CTM e, o segundo, composto 

pelos demais animais. Alocou-se aleatoriamente os machos em três grupos 

experimentais (n=10): Controle Negativo (CN) - animais tratados com água de injeção, 

na proporção de 0,1mL/10g de peso corporal (p.c.) por via intraperitoneal (i.p.), 

durante 30 dias, com intervalo de 5 dias entre as administrações e, duas 

administrações de solução tampão fosfato (PBS), livre de Ca+2 e Mag+2 com pH 7,4, 

por via intravenosa (i.v.), com intervalo de 10 dias, iniciando-se 24h após a última 

aplicação do quimioterápico; Controle Positivo (CP) – animais tratados com 

ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg (p.c.;i.p) (Genuxal - Baxter®, CAS / 2638B5063, 

Lote 6/138) durante 30 dias, com intervalo de 5 dias entre as administrações 

(DRUMOND et al., 2011) e, duas administrações de PBS (i.v.), com intervalo de 10 
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dias, iniciando-se 24h após a última aplicação do quimioterápico; e Células-Tronco 

Mesenquimais (CTM) - animais tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg 

(p.c.;i.p) durante 30 dias, com intervalo de 5 dias entre as administrações e, dois 

transplantes de 1x106 CTM (i.v.) de acordo com CAKICI et al. (2013), com 

modificações, com intervalo de 10 dias e, iniciando-se 24h após a última  aplicação 

do quimioterápico. 

Entre o 55º e 59º dias experimentais, os machos foram alocados overnight junto 

as fêmeas nulíparas, na proporção de 1 macho : 1 fêmea. Avaliou-se a presença do 

plug vaginal diariamente, para que se estabelece o dia zero gestacional (OLIVEIRA et 

al., 2009; GONÇALVES et al., 2013, 2014; DE DAVID et al., 2014; OLIVEIRA et al., 

2015). No 60º dia experimental, submeteu-se os machos à pesagem, eutanásia por 

deslocamento cervical e retirada de órgãos (coração, pulmões, fígado, baço, rins, 

epidídimos e testículos). Acompanhou-se o período gestacional das fêmeas, com 

pesagens a cada 72 horas, até o 18º dia gestacional, quando se realizou a eutanásia 

por deslocamento cervical e, posteriormente, laparotomia, histerectomia, histerotomia 

e onfalectomia, para a retirada dos fetos e de órgãos (OLIVEIRA et al., 2009; 

GONÇALVES et al., 2013, 2014; DE DAVID et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). 

2.3. Explante e cultivo das CTM 

 Explantou-se as CTM segundo o protocolo de Hermeto et al. (2016), com 

modificações. Obteve-se amostras de tecido adiposo da região abdominal/inguinal de 

camundongos fêmeas adultas após eutanásia por deslocamento cervical. 

Sucintamente, acrescentou-se meio DMEM Low Glucose (DMEMLG) (Sigma-Aldrich®, 

lote SLBS0097V, número de catálogo D5523), na proporção de 2 mL de meio para 

cada grama de tecido adiposo. Suplementou-se o meio com Colagenase tipo A1 

(Gibco®, lote 1879368, número de catálogo 17100017) na proporção de 2 mg de 

colagenase para cada mL do meio DMEMLG. Manteve-se o material biológico em 

incubadora a 37ºC e 5% de CO2, overnight. A inativação da atividade enzimática deu-

se pela adição de meio de cultivo DMEMLG suplementado com 10% soro fetal bovino 

(SFB) (Sigma-Aldrich®, lote SPBB2353V, número de catálogo F2561), na mesma 

quantidade de meio utilizado com colagenase anteriormente citado. Em seguida, 

centrifugou-se o material a 300 g durante 10 minutos. Ressuspendeu-se o pellet de 

células e plaqueou-se o material em garrafas de cultivo celular de 25 cm2 com meio 

DMEMLG suplementado com 10% de SFB. Manteve-se as células em cultivo em 
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estufa a 37ºC, com 5% de CO2 até que essas atingissem cerca de 80% de confluência, 

quando realizou-se a tripsinização das células com solução a 0,025% de tripsina (LCG 

Biotecnologia, lote 11014AB, número de catálogo BR30042-01). Em seguida fez-se a 

contagem do número de células em câmara de Neubauer e o replaqueamento em 

frascos de 75 cm2 de área de cultura. Esse processo de cultivo foi repetido até a 4ª 

passagem, quando se empreendeu o transplante das CTM.  

2.4. Diferenciação das CTM 

2.4.1. Diferenciação adipogênica 

Realizou-se a diferenciação adipogênica, osteogênica e condrogência das 

CTM em 4ª passagem de acordo com o protocolo de Pesarini et al. (2017), com 

modificações. Um total de 1x105 células foram semeadas em placas de cultivo de 6 

poços e após adesão celular cultivou-se as células com os respectivos meios 

indutores. 

O meio indutor adipogênico foi composto por 0,714 mL de insulina (Insunorm 

R®, Aspen Pharma/Aspen Brazil, 0,5 mg/mL), 100 mM de indometacina (0,0447 g de 

Indometacina, Sigma® número de catálogo I7378, diluída em 5 mL de dimetilsulfóixido 

(DMSO), 3,5 mM rosiglitazona (0.0089 g de rosiglitazona, Sigma® número de catálogo 

R2408, em 5 mL de DMSO) e 10-5M de dexametasona (Sigma® número de catálogo 

D4902) para cada 1 mL de meio DMEMLG suplementado com 20% de SFB (ref?).  

O meio indutor adipogênico foi composto por 79,0 mL de meio DMEMLG 

suplementado com 10% de SBF, 100 mL de solução ácida de ácido ascórbico (50 mg 

de ácido ascórbico 2-fosfato, Sigma® número de catálogo A8960, diluída em 10 mL 

de meio DMEMLG), 100 mL de solução estoque de beta-glicerofosfato (630 mg de 

beta-glicerofosfato, Sigma® número de catálogo G9891 diluída em 20 mL de meio 

DMEMLG) (ref?). 

O meio indutor condrogênico foi adquirido comercialmente (kit STEMPRO 

chondrogenic differentiation - Gibco® Life Technologies, número de catalógo 

A1007101). 

As trocas de meio ocorreram a cada 72 horas até o 14º dia (meios adipogênico 

e osteogênico) e 21º dia (meio condrogênico). 
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A cultura adipogênica foi fixada com formol 10%, lavada em isopropanol 60% e 

incubada com Oil-Red-O (Sigma® número de catálogo O0625) durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. A cultura osteogênica foi fixada em formol 10%, lavada em 

solução tampão fosfato e incubada com Alizarina Vermelha (Sigma®, número de 

catálogo A5533) durante 5 minutos a temperatura ambiente. A cultura condrogênica 

foi fixada com paraformoldeído 4%, lavada em solução tampão fosfato e incubada 

com Azul de Alcian (Neon Commercial®, Brazil, número de catálogo 74240) durante 

5 minutos a temperatura ambiente.  

Observou-se com auxílio de microscópio Leica DMi8 e software LAS X, o 

acúmulo lipídico intracelular, os depósitos de cálcio e matriz extracelular rica em 

glicosaminoglicanos presente, respectivamente, nas culturas adipogênica, 

osteogênica e condrogênica. 

2.5. Imunofenotipagem das CTM 

Após a tripsinização das CTM em cultivo de 4ª e 5ª passagens, contou-se 2 x 

105 células em câmara de Neubauer e, posteriormente, incubou-se as células durante 

30 minutos a 4ºC junto aos anticorpos para os marcadores celulares CD29, CD34, 

CD44 e CD11b (Pharmingen® BD, San Diego, CA, EUA). Analisou-se 104 eventos 

das amostras em citômetro FACSCalibur (laser a 488nm) (Becton Dickinson®, San 

Diego, CA, EUA) e software CellQuest. Construiu-se os histogramas por meio do 

Software in MDI 2,8 (SCHWEICH et al., 2017). 

2.6. Preparação e transplante das CTM 

Submeteu-se as células em 4ª passagem ao processo de tripsinização 

(Tripsina-EDTA, 0,025%), em seguida, lavou-se as células em solução tamponada de 

PBS a exaustão (homogeneização em 5 mL de PBS seguido de centrifugação a 300 

g por 10 min, até que o pellet ficasse completamente limpo e o sobrenadante 

transparente) para o transplante. 

Sujeitou-se os animais do grupo CTM à anestesia inalatória (Isoflurano - 

BioChimico®, Brasil, CAS/401. 4238-3, Lote/007070). Em seguida, transplantou-se 

1x106 CTM preparadas em solução de PBS (pH 7,4) por i.v., num volume máximo 100 

µL, com auxílio de cateter intravenoso 24 G (Solidor®, Brasil, Lote/011606G). Repetiu-
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se esse procedimento por mais uma vez, com intervalo de 10 dias entre as duas 

aplicações (CAKICI et al., 2013) e, aguardou-se 15 dias para iniciar os acasalamentos.  

2.6. Avaliação da viabilidade da membrana plasmática, do potencial de 

membrana mitocondrial e da integridade genética de espermatozoides 

Realizou-se as análises espermáticas citometria de fluxo (CytoFlex®, Beckman 

Coulter, Indianapolis, IN, EUA), a partir de espermatozoides obtidos após a eutanásia, 

quando os epidídimos foram retirados e divididos em fragmentos com auxílio de pinça 

e tesoura. Examinou-se 103 células por amostra e analisou-se os dados no software 

CytExpert® (versão 2.1 Beckman Coulter).  

Diluí-se uma alíquota da amostra contendo 1 x 107 de espermatozoides/mL em 

TALP-PVA modificado (100 mmol/L NaCl; 3,1 mmol/L KCl; 25,0 mmol/L NaHCO3; 0,3 

mmol/L NaH2PO4; 21,6 mmol/L DL-lactato de sódio; 2,0 mmol/L CaCl2; 0,4 mmol/L 

MgCl2; 10,0 mmol/L Hepes sem BSA; 1,0 mg/mL álcool polivinílico e 25 mg/mL 

gentamicina) (PARRISH et al., 1988). Para a identificação das células e, exclusão de 

detritos celulares durante a passagem pelo citômetro, adicionou-se 70 nmol/L de 

Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA).  

Aferiu-se a viabilidade da membrana plasmática pela sonda fluorescente iodeto 

de propídio (PI – Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA). Para o preparo da solução 

de estoque dilui-se 25 mg de iodeto de propídio (Sigma P4170) em 1 ml de DMSO. 

Adicinou-se a solução de trabalho às amostras (2 μL da solução estoque e diluída em 

998 μL de TALP) em uma concentração de 15 nmol/L. As células com membrana 

intacta não ocorre a entrada do PI, enquanto que aquelas em que apresentam lesão 

são coradas em vermelho (HOSSAIN et al., 2011).  

Na mesma amostra usada para a avaliação da viabilidade da membrana 

plasmática, analisou-se o potencial de membrana mitocondrial pela sonda MitoStatus 

Red (BD Pharmigen). Para o preparo da solução de estoque dilui-se 50 μg de 

MitoStatus Red (BD 564697) em 460 μL de DMSO. Adicinou-se a solução de trabalho 

às amostras (1 μL da solução estoque diluída em 99 μL de DMSO) em uma 

concentração 20 nmol/L. Considerou-se apenas as células negativas para a coloração 

PI, ou seja, apenas as células com membrana plasmática íntegra, para a avaliação do 

potencial de membrana mitocondrial. Por meio do MitoStatus Red dividiu-se as células 

em duas populações, uma com alto potencial de membrana mitocondrial, coradas, e 
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outra com baixo potencial de membrana mitocondrial, não coradas pela sonda 

fluorescente (HOSSAIN et al., 2011).  

A fim de realizar a passagem no citômetro de fluxo das amostras utilizadas para 

a aferição da viabilidade da membrana plasmática e do potencial de membrana 

mitocondrial preparou-se duas alíquotas contendo 2 x 106 espermatozoides diluídos 

em 400 μL de TALP. Adicionou-se 50 μL da solução de trabalho de Hoechst, 2 μL da 

solução de trabalho de iodeto de propídio e 2 μL da solução de trabalho do Mitostatus 

Red às alíquotas e incubou sê-as a 37 º C por 20 minutos ao abrigo da luz. 

Avaliou-se a fragmentação da cromatina espermática com o auxílio da sonda 

fluorscente Laranja de Acridina (LA). Antes da adição da LA, as células foram tratadas 

por 30 segundos com uma solução detergente (pH 1,2) contendo 0,1% de Triton X-

100, 0,15 M de NaCl e 0,08 M de HCl e, em seguida, realizou-se a centrifugação e 

retirada do sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet de células em 500µL de solução 

de LA (0,6mg de LA diluídos em 100 mL de PBS) e 100µL de solução de trabalho de 

Hoeschst. Decorridos 5 minutos de incubação a 5ºC, avaliou-se as amostras pelo 

citômetro de fluxo em uma velocidade que não ultrapassassou 300 

espermatozoides/segundo.  

A solução de baixo pH tem a função de desnaturar o DNA que está danificado 

facilitando a ligação com a sonda fluorescente. As células que apresentaram a 

cromatina intacta, ou seja, as fitas duplas de DNA sem alteração mostraram coloração 

verde enquanto que aquelas que possuíam fragmentação na cromatina, apresentaram 

coloração vermelha (EVENSON, LARSON e JOST, 2002).  

2.7. Análise histológica 

 No 60º dia experimental submeteu-se os animais à eutanásia, quando realizou-

se a retirada e fixação dos testículos através da imersão em solução de Bouin (75 mL 

de solução saturada de ácido pícrico, 25 mL formaldeído puro e 5 mL de ácido acético 

glacial) durante 24 horas. Após a fixação, desidratou-se e embebeu-se as amostras 

em parafina. Obteve-se os cortes histológicos com o auxílio do microtomo Leica 

RM2255 e corou-se as lâminas confeccionadas com entellan com o corante 

hematoxilina e eosina. Realizou-se as análises utilizando-se microscópio Leica 

DM1000 com câmera MC120HD (ONAOLAPO; OLADIPO; ONAOLAPO, 2018). 
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2.7. Desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal  

Utilizou-se as fêmeas acasaladas com machos tratados com ciclofosfamida e, 

submetidos ou não ao transplante de CTM, para avaliação do desempenho 

reprodutivo e desenvolvimento embriofetal. Os parâmetros reprodutivos avaliados 

foram o número de implantes, o número de fetos vivos, a viabilidade fetal (nº de fetos 

vivos x 100/ nº de implantes), a taxa de perdas pós-implantacionais (nº de implantes 

– nº de fetos vivos x 100 / nº de implantações), o número de reabsorções, a taxa de 

reabsorção (nº de reabsorções x 100 / nº de implantes), a taxa de fertilidade (nº de 

fêmeas prenhes x 100 / nº de fêmeas acasaladas), a taxa de falsos-positivos (nº de 

fêmeas não prenhes em que se detectou plug vaginal x 100 / nº de fêmeas 

acasaladas), o peso placentário, o peso fetal e o índice placentário (peso placentário 

/ peso fetal) (OLIVEIRA et al., 2014). A adequação do peso à idade da prenhes (APIP) 

baseou-se no estudo de Soulimane-Mokhtar et al. (2005), classificando-se os fetos 

com peso adequado para a idade de prenhez aqueles possuíssem peso entre a média 

x 1,7 ± desvio padrão. Os fetos com baixo peso para a idade de prenhez foram aqueles 

que apresentaram peso menor que a média x 1,7 menos o desvio padrão e fetos com 

alto peso gestacional aqueles que apresentaram peso maior que a média x 1,7 mais 

o desvio padrão.  

Os fetos foram coletados, sexados, pesados, medidos com auxílio de 

paquímetro para o estabelecimento do diâmetro da cabeça à cauda, bem como da 

distância urogenital e sistematicamente analisados quanto à presença de 

malformações externas. Por fim, distribui-se aleatoriamente os fetos em dois 

subgrupos, cada um com cerca de metade da ninhada.  

Fixou-se os fetos do primeiro grupo em solução de Bodians (142 mL de água 

destilada, 50 mL de ácido acético, 50 mL de formaldeído e 785 mL de álcool 95%) e 

destinou-se à análise visceral por meio de microdissecção com cortes estratégicos 

para o estudo de tórax e abdômen (BARROW; TAYLOR, 1969) e da cabeça 

(WILSON,1965; OLIVEIRA et al., 2005, 2009). Baseou-se a classificação das 

malformações viscerais nos estudos de Wise et al. (1997) e Makris et al. (2009). Fixou-

se os fetos do segundo subgrupo em acetona absoluta e destinou-se esses animais à 

análise esquelética (STAPLES; SCHNELL, 1964; OLIVEIRA et al., 2009). Após a 

fixação, eviscerou-se e diafanizou-se os fetos em KOH (0,8%) e, por fim realizou-se a 
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coloração das estruturas ósseas com Alizarina Vermelha. Baseou-se as classificações 

das malformações esqueléticas nos estudos Wise et al. (1997) e Makris et al. (2009). 

2.8. Ensaio do Micronúcleo em Sangue Periférico 

Coletou-se 20μL de sangue periférico por meio da punção da veia caudal das 

fêmeas acasaladas com os machos dos grupos experimentais, e depositou-se a 

amostra em uma lâmina previamente corada com Laranja de Acridina (1mg/mL) 

recoberta, em seguida, com lamínula. As coletas de sangue ocorreram 24 horas após 

a observação da presença do plug vaginal (diagnóstico de gestação). Armazenou-se 

o material em freezer (-20ºC) por um período mínimo de quinze dias. Avaliou-se a 

presença de micronúcleos no interior de eritrócitos por meio de microscópio de 

fluorescência no aumento de 400x, com filtro de excitação 420-490nm e filtro de 

barreira 520nm, analisando-se 2000 células/animal (HAYASHI et al.,1990; OLIVEIRA 

et al., 2009). 

2.9. Análise Estatística 

Utilizou-se o teste ANOVA/Tukey para a avaliação dos dados paramétricos, o 

teste Kruskal-Wallis/Dunn para dados não paramétricos e, o teste do Qui-quadrado 

para comparações de frequências entre os grupos experimentais (OLIVEIRA et al., 

2009). Expressou-se as variáveis da análise espermática em porcentagem mediante 

a transformação dos dados em arco seno (x/100) como sugerido por Sampaio (1998). 

Empregou-se o teste ANOVA/Duncan, pelo procedimento GLM do Programa 

Estatístico SAS (2001) para a comparação das variáveis dependentes da análise 

espermática.  Para todos os dados produzidos no presente estudo apresentou-se a 

Média ± Erro Padrão da Média com nível de significância estabelecido em p<0,05. 

3. Resultados 

3.1. Comprovação da capacidade de diferenciação celular e do perfil 

imunofenotípico das CTM 

Confirmou-se o aspecto fibroblastóide (Figura 1A) das células e a capacidade 

de diferenciação das mesmas em adipócitos (Figura 1B), osteócitos (Figura 1C) e 

condrócitos (Figura 1D) quando induzidas à diferenciação, fato evidenciado pela 

presença de vacúolos de lipídeos, de depósitos de cálcio e de matriz extracelular rica 

em colágeno, respectivamente. Adicionalmente, as células expressaram os 



66 

 

marcadores celulares CD29 e CD44 enquanto que não ocorreu expressão os 

marcadores CD34 e CD11b, (Figura 1E). Juntos, esses dados possibilitam inferir que 

as células cultivadas eram CTM como sugerido por Dominici et al. (2006).  

3.2. Parâmetros biométricos  

O peso inicial dos machos dos diferentes grupos experimentais não apresentou 

diferença estatística (p>0,05). Entretanto, os animais do grupo CN apresentaram 

maior peso final e maior ganho de peso, quando comparado aos animais dos grupos 

CP e CTM (p<0,05) (Tabela 1).  

Os pesos absolutos do coração, pulmão e baço não apresentaram diferença 

estatística (p>0,05). Os pesos do fígado e rins dos animais do grupo CTM foram 

inferiores aos dos grupos CN e CP (p<0,05). Já o peso absoluto dos testículos dos 

camundongos do grupo CN foi superior aos dos demais grupos experimentais (CP e 

CTM) (p< 0,05) (Tabela 1).  

Os pesos relativos do coração, pulmão, rins, baço e testículos não denotaram 

variação entre os grupos (p> 0,05). Já o peso do fígado aumentou (p<0,05) no grupo 

CP em relação aos demais (Tabela 1). 

Nas fêmeas, acasaladas com os machos dos diferentes grupos experimentais, 

não se observou variação estatisticamente significativa (p>0,5) entre o peso inicial, 

ganho de peso, ganho de peso líquido, peso do útero e os pesos absolutos e relativos 

do coração, pulmão, fígado, baço, rins e ovários (Tabela 2). Além disso, não se 

verificou disparidades significativas no desenvolvimento ponderal ao longo do período 

gestacional (Figura 2).  

3.3. Viabilidade da membrana plasmática, potencial de membrana mitocondrial 

e integridade genética de espermatozoides  

A frequência de espermatozoides vivos, avaliados pela viabilidade da membrana 

plasmática, reduziu (p<0,05) no grupo tratado com a ciclofosfamida em 2,38x em 

relação ao CN. Já o grupo CTM apresentou aumento da viabilidade da membrana 

plasmática em 2x em relação ao CN (Figuras 3A e 3B). 

O tratamento com ciclofosfamida, na presença ou ausência das CTM, não 

acarretou em alteração no potencial de membrana mitocondrial visto que não houve 

variação entre os diferentes grupos experimentais (p>0,05) (Figuras 3C e 3D). 
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Em relação à integridade genética dos espermatozoides observou-se que o 

tratamento com a ciclofosfamida provocou uma redução de 1,78x na frequência de 

células com cromatina integra (p<0,05). Todavia, quando a ciclofosfamida foi 

associada à terapia com CTM não se registrou redução da frequência de células com 

cromatina integra (Figuras 3E e 3F).  

3.4. Avaliação histológica 

 Os animais dos grupos CN e CTM apresentaram os compartimentos tubulares 

e intertubulares preservados (Figuras 4-A, C, D, F). Entretanto, observou-se depleção 

do epitélio seminífero nos animais do grupo CP, expostos à ciclofosfamida (Figuras 4 

- B, E). 

3.4. Avaliação dos parâmetros reprodutivos 

Ocorreu menor taxa de fertilidade, bem como o aumento da taxa de falso 

positivo entre as fêmeas acasaladas com os machos dos grupos CP e CTM (Tabela 

3). 

 Em relação ao número de implantes, de fetos vivos e mortos, da viabilidade 

fetal, número e da taxa de reabsorção, taxa de perdas pós-implantacionais, pesos 

fetais e placentários, índice placentário, distância cabeça-cauda e distância 

anogenital, nenhuma variabilidade significativa foi observada (p>0,05) (Tabela 3). 

A adequação da idade ao peso gestacional demonstrou que para o grupo CN 

89,2% dos recém-nascidos tinham o peso adequado, 5,4% tinham peso inferior ao da 

idade gestacional e 5,4% tinham peso superior ao da idade gestacional (Tabela 3), 

não havendo diferença significativa entre os demais grupos experimentais (p>0,05). 

3.5. Avaliação do desenvolvimento embriofetal 

As malformações externas e viscerais não diferiram de modo estatisticamente 

significativo entre os fetos oriundos dos diferentes grupos experimentais e, todas as 

malformações observadas distribuíram-se semelhantemente (p>0,05) (Tabelas 4-6). 

Entretanto, ocorreu maior frequência de malformações esqueléticas (crânio) em fetos 

do grupo CP, quando comparado aos de fetos gerados por fêmeas do grupo CN e 

CTM (p<0,05) (Tabela 6). 
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As malformações externas observadas foram o estiramento de membros 

posteriores (uni e bilaterais), a cauda em vírgula e a gastrosquise (Tabela 4). 

As malformações viscerais encontradas foram a hidrocefalia, a hidronefrose e 

a hipoplasia de coanas (Tabela 5). 

As malformações esqueléticas notadas foram a ossificação reduzida ou 

irregular e/ou ausência de ossos do esqueleto apendicular, a ossificação reduzida 

e/ou irregular do esterno, a ausência de ossos e alterações de eixo da coluna, a 

ossificação reduzida e a ausência de ossos da cintura pélvica e a ossificação reduzida 

e/ou irregular de ossos do crânio (Tabela 6).  

3.6. Avaliação da integridade do material genético materno 

A frequência de micronúcleos do sangue periférico não diferiu estatisticamente 

(p>0,05) entre as fêmeas acasaladas com os machos dos diferentes grupos 

experimentais e a frequência média apresentou variação entre 2,33±0,882 e 

3,67±1,453 (Figura 5). 
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Tabela 1. Parâmetros biométricos de camundongos machos Swiss tratados com o quimioterápico 

ciclofosfamida e submetidos ou não ao transplante de CTM. 

Parâmetros biométricos 

Grupos Experimentais Peso Inicial1 (g) Peso Final1 (g) Ganho de Peso2 (g) 

CN 29,83±1,023ª 29,43±1,026b -0,40±0,439b 
CP 29,20±1,429ª 26,21±0,854a -2,99±0,899a 

CTM 28,64±1,031ª 25,70±0,598a -2,94±0,747a 

Peso absoluto (g) 

 Coração2 Pulmão1 Fígado1 Baço2 Rins1 Testículos2 

CN 0,16±0,008ª 0,20±0,008ª 2,00±0,099b 0,12±0,010ª 0,51±0,026b 0,19±0,010b 

CP 0,15±0,008ª 0,20±0,008ª 2,15±0,057b 0,10±0,009ª 0,53±0,027b 0,14±0,011ª 

CTM 0,15±0,006ª 0,21±0,007ª 1,57±0,578ª 0,11±0,008ª 0,44±0,026ª 0,15±0,009ª 

Peso relativo (g) 

 Coração1 Pulmão1 Fígado1 Baço1 Rins1 Testículos1 

CN 0,006±0,0003ª 0,007±0,0004ª 0,068±0,0023ª 0,004±0,003ª 0,018±0,0009ª 0,007±0,0050ª 

CP 0,006±0,0003ª 0,008±0,0004ª 0,083±0,0031b 0,004±0,003ª 0,021±0,0015ª 0,005±0,0005ª 

CTM 0,006±0,0003ª 0,008±0,0004a,b 0,061±0,0019ª 0,004±0,003ª 0,017±0,0010ª 0,006±0,0003ª 

Legenda: g - gramas; CTM - células-tronco mesenquimais. Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente 

significativas (Teste: 1ANOVA/Tukey; 2Kruskall-Wallis/Dunn, p˂0,05). 
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Tabela 2. Parâmetros biométricos de fêmeas acasaladas com camundongos machos Swiss tratados 

com ao quimioterápico ciclofosfamida e submetidos ou não ao transplante de CTM. 

Parâmetros biométricos 

Grupos Experimentais Peso Inicial (g) Peso Final (g) 
Ganho de Peso 

(g) 
Útero (g) 

Ganho de Peso 
Líquido (g) 

CN 27,61±0,822ª 41,63±1,527ª 14,02±1,306ª 8,99±1,317ª 5,03±1,289ª 
CP 26,77±1,75ª 38,13±4,517ª 11,36±3,255ª 8,34±3,095ª 3,02±1,430ª 

CTM 27,13±0,583ª 40,83±2,072ª 13,70±1,958ª 8,11±2,438ª 5,59±1,094ª 

Peso absoluto (g) 

 Coração Pulmão Fígado Baço Rins Ovários 

CN 0,14±0,009a 0,22±0,018a 2,14±0,13a 0,15±0,022ª 0,34±0,020ª 0,06±0,012ª 
CP 0,15±0,009a 0,21±0,018a 2,05±0,26a 0.13±0,015ª 0,37±0,029ª 0,04±0,006ª 

CTM 0,14±0,012a 0,20±0,018a 2,12±0,018a 0,12±0,009ª 0,35±0,041ª 0,04±0,005ª 

Peso relativo (g) 

 Coração Pulmão Fígado Baço Rins Ovários 

CN 0,003±0,0003ª 0,005±0,0006ª 0,052±0,0035ª 0,004±0,0006ª 0,008±0,0007ª 0,001±0,0003ª 
CP 0,004±0,0006ª 0,006±0,0006ª 0,054±0,0051ª 0,004±0,0006ª 0,010±0,0015ª 0,001±0,0003ª 

CTM 0,003±0,0003ª 0,005±0,0002ª 0,052±0,0051ª 0,003±0,0002ª 0,009±0,0014ª 0,001±0,0002ª 

Legenda: g - gramas; CTM - células-tronco mesenquimais. Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente 

significativas (Teste: Kruskall- Wallis/Dunn; p>0,05). 
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Tabela 3. Parâmetros reprodutivos de fêmeas Swiss acasaladas com os machos 

expostos ao quimioterápico ciclofosfamida submetidos ou não transplante de CTM. 

 Grupos Experimentais 

Parâmetros reprodutivos CN CP CTM 

Nº de fêmeas1 10 10 10 
Taxa de fertilidade1 90,00 30,00* 30,00* 
Taxa de falso-positivo1 10,00 70,00* 70,00* 
Implantes2 9,33±1,225ª 8,33±2,096ª 9,00±2,517ª 
Fetos vivos2 8,22±-1,321ª 6,67±2,906ª 6,67±2,404ª 
Fetos mortos2 0,11±0,111ª 0,00±0,000ª 0,33±0,333ª 
Viabilidade fetal2 83,37±7,241ª 75,21±8,547ª 69,19±11,877ª 
Reabsorções2 1,00±0,441ª 1,67±0,667ª 2,00±1,000ª 
Taxa de reabsorção2 15,24±7,469ª 24,79±8,547ª 22,47±7,111ª 
Taxa de perdas pós implantacionais2 16,63±7,241ª 24,79±8,547ª 30,81±11,877ª 
Peso fetal (g) 2 0,84±0,021ª 0,91±0,033ª 0,91±0,030ª 
Peso placentário (g) 2 0,08±0,002ª 0,07±0,007ª 0,09±0,006ª 
Índice placentário2 0,09±0,003ª 0,08±0,006ª 0,10±0,008ª 
%FPA1 89,2 90 95 
%FPI1 5,4 5 0 
%FPS1 5,4 5 5 
Distância cabeça-cauda (mm) 2 23,65±0,262ª 24,57±0,448ª 24,71±0,554ª 
Distância anogenital machos (mm)3 1,38±0,046ª 1,47±0,118ª 1,46±0,087ª 
Distância anogenital fêmeas (mm) 2 0,88±0,021ª 0,88±0,009ª 0,93±0,092ª 

Legenda: g - gramas; CTM - células-tronco mesenquimais; %FPA - porcentagem de fetos com peso 

adequado de acordo com a idade gestacional; %FPI - porcentagem de fetos com peso inferior de 

acordo com a idade gestacional; %FPS - porcentagem de fetos com peso superior de acordo com 

a idade gestacional. Diferentes letras indicam diferenças estatisticamente significativas. *Diferença 

estatística significativa em relação ao Controle Negativo. (Teste: 1Qui-quadrado; 2Kruskall-

Wallis/Dunn; 3ANOVA/Tukey p˂0,05). 
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Tabela 4. Relação e frequência de malformações externas dos fetos 

resultantes do acasalamento de camundongos fêmeas Swiss com 

machos expostos ao quimioterápico ciclofosfamida submetidos ou não 

a transplante de CTM. 

 Grupos Experimentais 

Parâmetros CN CP CTM 

 Membros anteriores e posteriores 

Fetos analisados 74 20 20 
Fetos normais 71 17 20 
Est. Uni. M.P. 2 0 0 
Est. Bi. M.P. 1 2 0 
Hematoma 0 1 0 
Freq. Malf. 3 3 0 

% M.F. 4,05 15,00 0 

 Cauda 

Fetos normais 18 18 20 
Hematoma 0 1 0 

Cauda em vírgula 2 1 0 
Freq. Malf. 2 2 0 

% M.F. 2,70 10,00 0 

 Abdômen 

Fetos normais 74 19 19 
Gastrosquise 0 1 1 
Freq. Malf. 0 1 1 

% M.F. 0 5,00 5,00 

Legenda: CTM - células-tronco mesenquimais; Est. Uni. M.P. - estiramento unilateral 

em membro posterior; Est. Bi. M.P. - estiramento bilateral em membro posterior; Freq. 

Malf - frequência de malformações; %M.F. - porcentagem de malformações. 

*Diferença estatística significativa em relação ao Controle Negativo. (Teste: Qui-

quadrado p>0,05). 
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Tabela 5. Relação e frequência de malformações viscerais dos fetos resultantes do 

acasalamento de camundongos fêmeas Swiss com machos expostos ao 

quimioterápico ciclofosfamida submetidos ou não a transplante de CTM. 

 Grupos Experimentais 

Parâmetros  CN CP  CTM 

 Cérebro 

Fetos analisados  38 8 8 
Fetos normais  37 8 8 
Hidrocefalia Moderada 1 0 0 
Freq. Malf.  1 0 0 

% M.F.  2,63 0 0 

 Trato Uro-genital 

Fetos normais  36 8 7 
Hidronefrose Moderada 2 0 1 

  2 0 1 
  5,26 0 0 

 Trato Naso-faríngeo 

Fetos normais  31 8 9 
Coanas nasais Diminuída 7 0 0 

Freq. Malf.  7 0 0 
% M.F.  18,42 0 0 

Legenda:  CTM - células-tronco mesenquimais; Freq. Malf - frequência de malformações, %M.F. - 

porcentagem de malformações. * Diferença estatística significativa em relação ao Controle Negativo. 

(Teste: Qui-quadrado p>0,05). 
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Tabela 6. Relação e frequência de malformações esqueléticas dos fetos 

resultantes do acasalamento de camundongos fêmeas Swiss com machos 

expostos ao quimioterápico ciclofosfamida submetidos ou não a transplante de 

CTM. 

Legenda: CTM - células-tronco mesenquimais; O.R. - ossificação reduzida; O.I. - ossificação 

irregular; Freq. Malf - frequência de malformações, %M.F. - porcentagem de malformações. 

 Grupos Experimentais 

Parâmetros  CN CP CTM 

 Membros anteriores e posteriores 

Fetos analisados  37 9 8 
Fetos normais  15 1 2 

Falanges Ausência 18 8 6 
 O.R. 7 0 0 

Fêmur Ausência 1 0 0 
 Mal 

posicionamento 
0 1 0 

Tíbia O.I. 0 0 1 
Freq. Malf.  22 8 6 

% M.F.  59,46 88,89 75,00 

 Esterno 

Fetos normais  21 3 1 
Centros 
esternais 

O.R. 16 5 7 

 O.I. 4 0 0 
Processo xifoide O.R. 3 1 2 

 O.I. 1 0 0 
Manúbrio O.R. 2 2 0 

Freq. Malf.  16 6 7 
% M.F.  43,24 66,67 87,5 

 Coluna 

Fetos normais  34 7 8 
Vértebras Ausência 1 0 0 

     
 Escoliose 1 2 0 
 Lordose 1 0 0 

Freq. Malf.  3 2 0 
% M.F.  8,11 22,22 0 

 Cintura pélvica 

Fetos normais  36 9 8 
Ílio O.R. 1 0 0 

Ísquio Ausência 1 0 0 
Púbis Ausência 1 0 0 

Freq. Malf.  1 0 0 
% M.F.  2,70 0 0 

 Cabeça 

Fetos normais  17 1 2 
Parietal O.R. 1 0 0 

Interparietal O.R. 14 4 3 
 O.I. 1 0 0 

Supraoccipital O.R. 13 4 3 
 O.I. 7 0 0 

Basioccipital O.R. 1 0 0 
Presfenoide O.R. 7 2 1 

Palato O.R. 8 4 2 
Volmer O.R. 4 2 4 

Freq. Malf.  20 8* 6 
% M.F.  54,05 88,89 75,00 
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*Diferença estatística significativa em relação ao Controle Negativo. (Teste: Qui-quadrado 

p˂0,05). 
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Figura 1. Morfologia, caracterização e potencial de 

diferenciação de CTM derivadas de tecido adiposo de 

camundongo. A) cultura indiferenciada de CTM com células 

com aspecto fibroblastóide; B) cultura de CTM submetidas à 

diferenciação adipogênica, com vacúolos lipídeos corados 

com Oil-red-O (setas); C) cultura de CTM submetidas à  

diferenciação osteogênica com depósitos de cálcio corados 

com Alizarina Vermelha (setas); e D) cultura de CTM 

submetidas à diferenciação condrogênica, com matrizes 

extracelulares de glicosaminoglicanos coradas com Azul de 

Alcian (setas) e E) Caracterização imunofenotípica, 

demonstrado que as CTM foram positivas para os 

marcadores CD29, CD90  e negativas para os marcadores 

CD34 e CD11b. 
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Figura 2. Evolução do ganho de peso durante o período gestacional em camundongos 

fêmeas Swiss acasaladas com machos tratados com o quimioterápico ciclofosfamida e 

submetidos ou não ao transplante de CTM. CTM – células-tronco mesenquimais; g – 

grama; d.g. – dia gestacional. (Teste: ANOVA/Tukey, p>0,05). 
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Figura 3. Avaliação da viabilidade da membrana plasmática, do potencial de membrana 

mitocondrial e da integridade genética de espermatozoides de camundongos machos 

tratados com o quimioterápico ciclofosfamida e submetidos ou não ao transplante de 

CTM. A e B) Gráficos representando a porcentagem de espermatozoides em que houve 

penetração do IP (mortos) e nos em que não houve (vivos); C e D) Gráficos representado 

a porcentagem de espermatozoides coradas com MitoStatus (alto potencial de 

membrana) e não corados (baixo potencial de membrana); e E e F) Gráficos 

representando a porcentagem de espermatozoides incubados em Laranja de Acridina, 

com material genético integro (corados em verde) e fragmentado (corados em vermelho). 

Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas. (Teste: 

ANOVA/Duncan, p<0.05).
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Figura 4. Cortes histológicos de túbulo seminífero dos animais dos grupos experimentais CN (A), CP (B) e CTM (C). Os animais dos 

grupos CN e CTM não apresentaram alterações histológicas, enquanto que nos animais do grupo CP observou-se a depleção do tecido 

germinativo (asterisco).  Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 5. Avaliação da integridade do material genético materno de camundongos fêmeas 

acasaladas com machos tratados com o quimioterápico ciclofosfamida e submetidos ou não 

ao transplante de CTM. CTM – células-tronco mesenquimais. A) Presença de micronúcleo 

em eritrócito de sangue periférico (seta) e B) Frequência de micronúcleos em sangue 

periférico. Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas. (Teste: 

Kruskall-Wallis/Dunn, p>0,05).  
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4. Discussão 

O presente estudo, em concordância com a literatura, demonstrou o potencial 

gonadotóxico da ciclofosfamida e o consequente detrimento do desempenho 

reprodutivo. Além disso, esse estudo demonstrou a eficiência da terapia celular na 

melhoria da viabilidade e integridade genética dos espermatozoides, ainda que não 

acompanhada da recuperação dos níveis de fertilidade e, de modo inédito, os efeitos 

do transplante celular sob o desenvolvimento da prole dos animais tratados. 

A administração da ciclofosfamida reduziu o peso corporal e o peso relativo dos 

órgãos e, segundo Michael et al. (2007), esses eventos são indicativos de toxicidade. 

Além disso, evidenciou-se alterações clínicas comumente associadas à toxicidade, 

como o eriçamento de pelos e a diarreia (OECD, 2008).  

A redução de peso corporal devido ao uso da ciclofosfamida também foi relatada 

por outros autores (JENKINSON; ANDERSON, 1990; ELANGOVAN et al., 2006; 

VAISHEVA et al., 2007; TRIPATHI; JENA, 2008; KANNO et al., 2009) ), e pode estar 

relacionada com lesões da mucosa intestinal (JENKINSON; ANDERSON, 1990) e 

estomatite (VAISHEVA et al., 2007). Inferimos que a terapia celular não impediu a 

perda de peso causada pelo uso do antineoplásico provavelmente por não ter atuado 

sob as células da mucosa intestinal, resultando na persistência dos quadros de 

diarreia e na baixa absorção de nutrientes.  

As diferenças do peso absoluto dos rins e testículos notada entre os animais dos 

grupos CP e CTM são decorrentes da variação do peso corporal desses grupos 

experimentais (MICHAEL et al., 2007). Por outro lado, o aumento do peso relativo do 

fígado evidenciado no grupo CP ocorreu devido a indução enzimática causada pelo 

quimioterápico (COLVIN et al., 1976; MICHAEL et al., 2007; VEAL et al., 2016), não 

obstante, podemos ponderar que a terapia celular modulou a indução enzimática, visto 

que o grupo CTM não apresentou o aumento do peso relativo do fígado. 

Apesar de não ter ocorrido diferença significativa no peso relativo dos testículos é 

sabido que espermatogônias em fase de diferenciação são especialmente sensíveis 

a exposição à ciclofosfamida quando comparadas às espermatogônias-tronco 

(MEISTRICH et al., 1982; RUSSEL; RUSSEL, 1991) e, outrossim, comparada com 

outros agentes quimioterápicos, a ciclofosfamida não causa a morte de todo o 

compartimento testicular de células-tronco (LU; MEISTRICH, 1979; DRUMOND et al., 
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2011). Por essa razão, esse estudo utilizou um protocolo multidose para causar 

depleção parcial das espermatogônias indiferenciadas, como proposto por Drumond 

et al. (2011).  

A recuperação do tecido testicular pode levar meses ou anos após a suspensão 

do medicamento, ou ainda, nunca alcançar uma recuperação plena, como resultado 

da incapacidade das células-tronco remanescente em diferenciarem em 

espermatozoides (DRUMOND et al., 2011). Nesse contexto, a terapia celular pode ser 

uma possibilidade de auxiliar na recuperação desse epitélio. 

As CTM promovem o restabelecimento da espermatogênese endógena através da 

liberação de fatores parácrinos no microambiente testicular que induzem a 

proliferação celular, a angiogênese, a imunomodulação e a ação antioxidante 

(MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN, 2013; KADAM; VAN SAEN; GOOSSENS, 2017), 

de modo especialmente eficiente já que os danos causados pela ciclofosfamida são 

mediados pelo estresse oxidativo (GRIVEAU, et al., 1995; ONAOLAPO; OLADIPO; 

ONAOLAPO, 2018). 

Além da ciclofosfamida outro quimioterápico, o busulfan, também causa depleção 

testicular por meio de estresse oxidativo (SIMONE II, 2007). Nesse sentido, estudos 

anteriores obtiveram resultados encorajadores em modelos animais com ratos 

azoospermicos, devido a administração do quimioterápico busulfan, com a 

restauração da função das gonadal masculina após transplante de CTM extraídas da 

medula óssea (LUE et al., 2007; MONFESI et al., 2013; ZHANG et al., 2014) do cordão 

umbilical (YANG et al., 2014, CHEN et al., 2015) e do tecido adiposo (CAKICI et al., 

2013; MEHRABANI et al., 2015). Todos os autores, independentemente da origem 

das CTM, concordaram que essas contribuem para a recuperação do peso testicular, 

da estrutura dos túbulos seminíferos e da atividade gamética, diminuição do número 

de espermatozoides com material genético comprometido e restabelecimento dos 

níveis hormonais. Esse fato nos levou a realizar testes na mesma linha, mas com 

animais tratados com ciclofosfamida em substituição ao busulfan, e os resultados 

obtidos demostram que a terapia celular com CTM também é capaz de melhorar os 

danos causados pela ciclofosfamida.  

A integridade da membrana celular espermática é essencial para prover a 

fecundação, a manutenção da homeostase e a comunicação com as células do 
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epitélio vaginal e com o complexo cumulus-oócito (HOSSAIN et al., 2011). Apesar da 

capacidade de fecundação de espermatozoides com fragmentação do material 

genético, gametas com DFI<20% possuem maiores índices de fertilidade (EVENSON, 

2017). Logo, esses parâmetros estão direta ou indiretamente associados à 

infertilidade e demonstram que a ciclofosfamida foi capaz de reduzir a integridade de 

membrana plasmática e aumentar a fragmentação do DNA espermático. Sem 

embargo, a terapia celular reduziu a quantidade de espermatozoides que tinha lesão 

na membrana plasmática e no DNA igualando aos valores obtidos pelo controle 

negativo. Assim, infere-se que as CTM levaram a restauração desses parâmetros 

espermáticos. 

No tocante ao potencial de membrana mitocondrial, não se verificou variação entre 

os diferentes grupos experimentais. Assim, infere-se que, a exposição à 

ciclofosfamida não ocasiona alteração desse parâmetro que, relaciona-se a 

capacidade energética dos espermatozoides (ST. JOHN; JOKHI; BARRATT, 2005).  

Já é estabelecido pela literatura que o período de declínio na contagem 

espermática é correlacionado a sensibilidade das células germinativas aos agentes 

quimioterápicos, particularmente das espermatogônias (SHETTY; MEISTRICH, 

2005). Os resultados obtidos nesse estudo estão, portanto, em concordância com 

pesquisas anteriores, já que a ciclofosfamida causou a depleção parcial dos túbulos 

seminíferos. Em adição, não observou-se lesão no tecido testicular dos machos 

tratados com a terapia celular. Esse fato foi notado no estudo histopatológico e, 

portanto, permite inferir que a terapia celular é importante para que haja o retorno e/ou 

a melhora do processo de gametogênese. Outro fato que corrobora a melhoria do 

epitélio germinativo é a semelhança dos pesos dos testículos dos animais dos grupos 

CP e CTM. Conquanto, ainda é necessário observar que o retorno à gametogênese é 

variável e depende do grau de acometimento das células germinativas, em especial 

das espermatogônias-tronco, bem como do microambiente testicular (MEISTRICH, 

2009, 2013). 

Frente a esses dados, esperava-se que houvesse aumento da taxa de fertilidade 

entre os animais do grupo CTM, já que, se presumia uma relação diretamente 

proporcional entre a melhoria dos parâmetros espermáticos e a regeneração do tecido 

testicular com o aumento da fertilidade. Entretanto, os achados não permitem essa 

interpretação. 
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Observou-se aumento de taxa de falso-positivo e diminuição da taxa de fertilidade 

entre se comparados os grupos CP e CTM com o grupo CN. Ainda assim, verificou-

se que, não houve variação entre as fêmeas dos grupos experimentais quanto ao 

número de implantes, de fetos vivos e mortos, da viabilidade fetal, do número e da 

taxa de reabsorções, da taxa de perdas pós-implantacionais, dos pesos fetais e 

placentários, do índice placentário, da distância cabeça-cauda e anogenital de 

machos e de fêmeas, e de malformações externas e viscerais dos fetos. Sugere-se, 

assim, que tais achados foram provavelmente causados pela existência de zigotos 

com mais de 4 aberrações cromossômicas instáveis, causando a diminuição da 

fertilidade dos animais por meio de perdas gestacionais pré-implantacionais, sem 

causar repercussões nos demais parâmetros (MARCHETTI et al., 2004). 

O efeito dominante letal pode ocorrer também pela ação direta da ciclofosfamida 

sobre os embriões, transmitida via líquido seminal (HALES; SMITH; ROBAIRE, 1986; 

OLIVEIRA et al., 2014). Por esse motivo, avaliou-se a ocorrência de danos genéticos 

nas fêmeas, que indicaria exposição materna ao quimioterápico e, consequentemente 

dos fetos, por meio do ensaio do micronúcleo. No entanto, não houve variações na 

frequência dos diferentes grupos experimentais o que permite sugerir a ausência de 

danos genéticos mediados pelo sêmen.    

A teratogênese mediada por machos é extensamente reportada na literatura e, os 

autores inferem que a mesma seja provocada por alterações genéticas ou 

cromossômicas, ou através de modificações dos mecanismos epigenéticos, 

ocasionado falhas gestacionais, malformações e alterações na capacidade de 

aprendizagem que podem perpetuar-se através de gerações (AUROUX et al., 1990; 

BARTON; ROBAIRE; HALES, 2005; HALES; BARTON; ROBAIRE, 2005; MOSS; 

WALLRATH, 2007).  

No presente estudo a administração de ciclofosfamida aos machos fomentou o 

aumento de malformações esqueléticas dos ossos do crânio. Tal ocorrência não foi 

verificada no grupo CTM, contudo, não há resultados suficientes que permitam afirmar 

que o transplante de CTM seja o responsável por esse achado. Mas, assumisse que 

a maior porcentagem de fetos com malformações seja causada pela exposição das 

células germinativas no estágio de espermatogônias ao quimioterápico, como já 

observado por Hales (2005).  
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Baseado no conjunto de dados obtidos nesse estudo, considera-se que a terapia 

celular com CTM de tecido adiposo, de acordo com o presente delineamento, não 

recuperou completamente os danos causados pela ciclofosfamida à função gonadal 

dos camundongos machos. Não obstante, os resultados permitem sugerir que a 

terapia celular promoveu o aumento do contingente de espermatozoides com 

membrana plasmática e material genético íntegros, um importante fator no 

estabelecimento de tratamentos contra a infertilidade abrindo assim, perspectivas 

para demais pesquisas utilizando esse tipo celular no futuro.  Ademais, esse foi o 

primeiro estudo a gerar dados sobre os efeitos da terapia celular sobre a progênie de 

pais expostos à ciclofosfamida e, consequentemente sua segurança para os 

descentes. 
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