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RESUMO

Oliveira, J. R. AVALIAC}AO DO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS EM MODELO EXPERIMENTAL DE INFERTILIDADE
CAUSADA POR QUIMIOTERAPIA

[Tese de doutorado]. Campo Grande: Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul; 20109.

O céancer € uma doenca que acomete um grande nimero de pessoas e essas,
em geral, sdo submetidas a quimioterapia. Um dos efeitos adversos dessa
terapéutica sdo as lesdes testiculares com a reducéo a fertilidade e uma das
alternativas para o tratamento desses casos € a terapia celular. Assim, a
presente pesquisa avaliou um protocolo de explante de células tronco
mesenquimais do tecido adiposo bem como os avaliou os efeitos da terapia
celular, com células tronco mesenquimais do tecido adiposo, sob o epitélio
germinativos de camundongos Swiss tratados com ciclofosfamida. Os grupos
experimentais foram: (I) Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados
com &gua de injecdo; Controle Positivo (CP) - o0s animais foram tratados com
ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg; e Controle Positivo + Células-tronco
mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na
dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x106 células tronco
mesenquimais. Os resultados indicaram que o transplante das CTM nao altera
a frequéncia de micronucleos no sangue periférico. Mas, melhora a qualidade
do epitélio germinativo sendo o escore de qualidade do grupo CP + CTM
igualado ao do grupo CN. Frente ao exposto considera-se que a maior
contribuicdo desse artigo foi apresentar um protocolo de explante de células
tronco mesenquimais de fragmento de tecido adiposo viavel para ser
transladado para pesquisas clinicas devido ao seu baixo custo e simplicidade,
e comprovar, histologicamente, que a terapia celular melhora a qualidade do

epitélio germinativo em modelo pré-clinico.



ABSTRACT

Oliveira, J. R. EVALUATION OF TRANSPLANTATION OF MESENQUIMIAL
STEM CELLS IN EXPERIMENTAL MODEL OF INFERTILITY CAUSED BY
CHEMOTHERAPY. [Doctoral thesis]. Campo Grande: Federal University of
Mato Grosso do Sul; 2019.

Cancer is a disease that affects a large number of people and these are usually
undergoing chemotherapy. One of the adverse effects of this therapy is
testicular lesions with reduced fertility and one of the alternatives for the
treatment of these cases is cell therapy. Thus, the present study evaluated a
protocol for explant of mesenchymal stem cells from adipose tissue as well as
evaluated the effects of cell therapy with mesenchymal stem cells from adipose
tissue under the germinal epithelium of Swiss mice treated with
cyclophosphamide. The experimental groups were: (I) Negative Control (NC) -
the animals were treated with injection water; Positive Control (PC) - animals
were treated with cyclophosphamide at a dose of 150 mg / kg; and positive
control + mesenchymal stem cells (PC + MSC) - the animals were treated with
cyclophosphamide at the dose of 150 mg / kg and transplanted with 1.0x10°
mesenchymal stem cells. The results indicated that transplantation of MSC
does not alter the frequency of micronuclei in the peripheral blood. However, it
improves the quality of the germinal epithelium and the quality score of the PC
+ MSC group is equal to that of the NC group. In view of the above, it is
considered that the greatest contribution of this article was to present a protocol
of explant of mesenchymal stem cells of a viable adipose tissue fragment to be
translated for clinical researches due to its low cost and simplicity, and to prove
histologically that the therapy enhances the quality of the germinal epithelium in

a preclinical model.
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2018) séo esperados 600
mil novos casos de cancer para cada um dos anos de 2018 e 2019; e fazendo
se a correcdo do célculo global do sub-registro (Mathers et al., 2003) a
incidéncia pode chegar a 640 mil novos casos (INCA, 2018).

O aumento da incidéncia de cancer € acompanhando pelo aumento do
namero de pessoas que sao submetidas a quimioterapia, a radioterapia e a
cirurgia como formas de tratamento dessa doenca (Carvalho, 2010; Oliveira;
Oselame; Neves, 2014) aumentando a possibilidade de cura. Além disso,
varias pesquisas visam o desenvolvimento de novos produtos para o
tratamento e/ou a prevencao do cancer e dessa forma procura-se por produtos
cada mais especificos e com menor numero de efeitos colaterais (Vairoletti,
2010; Navarro et al., 2014; Oliveira; Oselame; Neves, 2014; Navarro et al.,
2015; Oliveira et al., 2015; Magosso et al., 2016; Martelo et al., 2016; Schneider
et al., 2016; Araujo et al., 2017; Limeiras et al., 2017a; Limeiras et al., 2017b;
Oliveira et al.,, 2017; Oliveira et al.,, 2018); e busca-se também maior
longevidade apdés o tratamento e a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes (Costa et al., 2005).

As estratégias terapéuticas para o tratamento do cancer envolvem um
correto diagndstico e o estadiamento tumoral (Pankau et al., 2015; Moura et al.,
2016; INCA, 2016; INCA, 2017). Os tratamentos do cancer podem envolver um
ou mais recursos terapéuticos (Rekhadevi et al., 2007; Connor et al., 2010)
dentre os quais destacam-se: (I) a cirurgia, ou seja, a remoc¢ao cirargica do
tumor (Meireles et al.,, 2006; Bernardo; Nunes, 2010; Connor et al., 2010;
Alvarenga et al., 2012) e de uma margem de seguranca (tecido ndo tumoral)
(Tiezzi, 2007; Kurachi; Moriyama; Bagnato, 2010; Terzian et al., 2010); (ll) a
radioterapia que se utiliza de radiacao ionizante focada em uma area especifica
do corpo (Woodruff; Snyder, 2007; Howell, Santos et al., 2010); e a
guimioterapia que consiste de um tratamento sistémico utilizando diferentes
tipos de drogas orais ou intravenosas (Costa et al., 2015; Rajmohan, 2015;
Moura et al., 2016).

A quimioterapia faz uso de um (monoquimioterapia) ou mais agentes

guimioterapicos combinados (poliquimioterapia) (Del Gaudo; Mendonna-Quinn,
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1998; Ohta et al.,, 2001; Sawada et al., 2009) administrados em intervalores
regulares e que variam de acordo com protocolos que possuem uso
internacional (Rajmoha, 2015). A quimioterapia pode ser neoadjuvante
(precedente ou citorredutora) que esta indicada para tumores irresecaveis na
tentativa de torna-los cirurgicamente removiveis e melhorar o progndéstico da
doenca. A gquimioterapia adjuvante (profilatica) € comum apds o tratamento
cirargico quando o paciente ndo apresenta tumores detectaveis em exame
fisico e complementares. Ja4 a quimioterapia curativa tem a finalidade de curar
0 paciente e pode ou nao estar associada a cirurgia e a radioterapia
(Rakhadevi et al., 2007; Bernardo: Nunes, 2010). A quimioterapia ainda pode
ser indicada para o controle da doenca de tumores sélidos, avancados ou
recidivados, e para neoplasias hematopoiéticas cronicas. Nesses casos ndo ha
possibilidade de cura e, por isso, sdo conhecidas como quimioterapias de
controle e, portanto, podem aumentar a sobrevida dos pacientes. Destaca-se
ainda a quimioterapia paliativa que € indicada para a paliacdo de sintomas e
sinais que comprometem as funcdes do paciente e que tendem a evoluir a
Obito independentemente do terapéutica aplicada (Moura et al., 2016). Ainda
estdo disponiveis como terapéuticas em quimioterapia 0 uso de
hormonioterapia e anticorpos monoclonais (Moura et al., 2016; INCA, 2017). A
hormonioterapia trata-se do uso de medicamentos semelhantes a hormoénios
(bioidénticos ou sintéticos) ou inibidores de hormdnios. JA o0s anticorpos
monoclonais tratam-se do uso de proteinas sintetizadas em laborat6érios com
antigenos especificos e que sdo usados em tratamentos, principalmente, de
linfomas agressivos, isolados ou em associacdo com outros quimioterapicos
(Hong et al., 2014; Moura et al., 2016; INCA, 2017).

Ainda sobre a quimioterapia salienta-se que é necessario compreender o
ciclo celular para que se possa fazer a prescricdo e o0 uso adequado de
agentes anticanceres (Bruce et al., 2006). Muitos quimioterapicos sdo agentes
citotoxicos (Bruce et al., 2006) e atuam causando lesBes gendmicas ou
genéticas (Bruce et al., 2006; Oliveira et al., 2013; Navarro et al., 2014; Oliveira
et al., 2014; Carvalho et al., 2015; Navarro et al., 2015; Oliveira et al., 2015;
Rocha et a., 2015; Magosso et al., 2016; Martelo et al., 2016; Schneider et al.,
2016; Araujo et al., 2017; Limeiras et al., 2017a; Limeiras et al., 2017b; Oliveira

et al., 2017; Oliveira et al., 2018). Logo, a maioria dos quimioterapicos agem
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causando lesdes na molécula do DNA, lesbes nos cromossomos ou ainda
alterando a formacao do fuso mitético. Por meio desses mecanismos de acao,
0S quimioterapicos agem, principalmente, sobre as células tumorais que
exibem uma elevada taxa de divisdo celular. No entanto, de forma semelhante,
também as células dos tecidos normais, que estdo em divisdo, em especial dos
tecidos de rapida proliferacdo celular (medula éssea, foliculos pilosos, epitélio
intestinal, por exemplo), sofrem danos no material genético e pode ocorrer
morte celular caso ndo haja parada do ciclo celular e correcdo dos danos
gendmicos e/ou genéticos (Littley, 1991; Morita, 2000; Laser, 2004; Bruce et
al., 2006; Maltaris, 2009). Esse fato, em especial, limita a utilizagdo de agentes
quimioterapicos (Bruce et al., 2006). Destaca-se ainda que a utilizacdo desses
quimioterapicos podem causar infertilidade (ECR, 2005; Castellotti; Cambiaghi;
2008; Ferreira; Soares-Junior; Motta, 2011; Alvarenga et al., 2012; Oliveira;
Oselame; Neves, 2014) e, portanto, afetam diretamente as fungbes gonadais,
causando danos irreversiveis aos ovarios e testiculos, e ao eixo hipotalamo-
hipdéfise (Sklar, 1999; Zivanovic, 2009; Maltaris, 2009).

A infertilidade é definida como a incapacidade de conceber um filho apos
um ano de tentativas com relacdes sexuais sem a utilizacao de protecéo (Lee
et al., 2006; Oliveira; Oselame; Neves, 2014) e atinge cerca de 1 em cada 10
casais (Tsuji et al., 2009; Perreira et al., 2010), normalmente.

O teste de espermograma é um exame complementar e que pode
avaliar a qualidade do sémen antes e apGs um intervencdo quimioterapica.
Esse exame avalia caracteristicas micro e macroscopicas do sémen e é
utiizado como um biomarcador do potencial de fertiidade masculino
(Galamera, 1992; Santos et al., 2013). O sémen ¢é constituido de
espermatozéides e secrecdes da prostata, vesiculas seminal e da glandula
bulbouretral (WHO, 2010). Em geral, esse exame deve ser repetido pelo menos
duas a trés vezes ja que existe um variabilidade intra-individual (Castilla et al.,
2016). Durante o exame avalia-se o volume, a viscosidade, o tempo de
liquefacdo e o pH do sémen por meio de avaliacdo direta (observagéo). Ja os
parametros microscopicos envolvem a contagem da concentragéo total e por
mililitros de espematozoides além da avaliagdo da vitalidade, motilidade e

morfologia espermatica. Podem ainda ser avaliados a presenca de anticorpos
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anti-espermatozoides e a quantidade de leucocitos na amostra seminal (WHO,
1999; WHO, 2010).

Reunindo a diade, quimioterapia x infertiidade, é sabido que
quimioterapicos possuem efeitos variaveis na funcdo testicular (Woodruff;
Snyder, 2007), e ainda associado ao tipo do agente anticancer, a dose
administrada e a idade do paciente, causam riscos a fertilidade (Waxman,
1983; Rossoni et al., 2010; Avarenga et al., 2012; Oliveira; Oselame; Neves,
2014). Por isso, a literatura documenta uma ma qualidade do sémen e elevado
indice de azoospermia transitoria ou irreversivel apds o tratamento oncoldgico
(Petersen et al., 2002; Gandini et al., 2003; Schmidt et al., 2004).

Em geral, a quimioterapia causa disfun¢des enddcrinas como reducéo
dos niveis de testosterona que refletem, mais tardiamente, na reducdo da
producdo de espermatozoides e até mesmo azoospermia. As alteracdes no
epitélio germinativo ocorrem de acordo com o tipo de agente anticancer usado
que levam a dano direto no DNA e RNA e, por consequéncia a apoptose. Os
agentes alquilantes (ciclofosfamida, por exemplo) séo relatadas como os
principais quimioterapicos que depletam a producdo de espermatozoides e,
portanto, causam infertilidade (Waxman et al., 1983; Alvarenga et al., 2012).

A ciclofosfamida € usada no tratamento de diversos tumores, de
doencas auto-imunes (lUpus eritomatose sistémico e artrite reumatéide) e para
imunossupressao no caso de transplantes de 6érgdos e assim evitar rejeicao
(Perin et al., 2007; Tripathi; Jena, 2009).

Esse medicamento é um pro-farmaco que necessita de ativagcdo no
figado por meio do citocromo P450 (Sladek, 1971; Ludeman, 1999; Wang;
Wang, 2012). Os metabdlitos gerados sdo a mostarda fosforamida e a
acroleina que séo responsaveis pelo efeito antineoplasico, por meio do efeito
citotdéxico sobre as células tumorais através da alquilacdo do DNA, e efeitos
adversos gerados em especial pelas espécies reativas e estresse oxidativo,
respectivamente (Kern; Kehrer, 2002; Kumar et al., 2006; Korkmaz; Topal;
Obter, 2007).

A quimioterapia com ciclofosfamida causa lesdes nos tecidos normais
levando a toxicidade orgénica multipla (Fraiser et al., 1991; Bukowski, 1999)
afetando o coragdo, o figado, os rins e os testiculos (Mythili et al., 2004;

Selvakumar et al., 2004; Selvakumar et al., 2005a; Selvakumar et al., 2005b;
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Mythili et al., 2006; Selvakumar et al., 2006; Senthilkumar et al., 2006a;
Senthilkumar et al., 2006b; Mythili et al., 2007; Sugumar; Abraham, 2007), por
exemplo.

A toxicidade urolégica, evidenciada pela cistite hemorragica, € um
importante fator limitante para o uso da ciclofosfamida (Levine; Riche, 1989).
No entanto, outra preocupacdo € toxicidade reprodutiva que pode levar a
infertilidade. Em homens registra-se oligo e azoospermia e distlrbios na
producdo de gonadotrofinas associado com reducdo de testosterona seérica
(Kenney et al., 2001; Hoorweg-Nijman et al., 1992). Ja& em mulheres cita-se a
faléncia ovariana prematura associada a destruicdo dos foliculos ovarianos
devido a reducdo dos niveis de glutationa (Dirven; van Ommen; van Bladeren,
1994; Howell; Shalet, 1998)

Devido a esses danos reprodutivos, é de grande importancia, em funcao
da quimioterapia, que pacientes oncologicos sejam orientados quanto a
preservacdo da fertilidade (Castellotti; Cambiaghi, 2008; Forman; Anders;
Behera, 2010; Ferreira; Soares-Junior; Motta, 2011; Alvarenga et al., 2012,
Leena; Laurie; Richard, 2012; Bhartiya; Anand; Parte, 2015). Com alternativas
para a preservacao da fertilidade masculina citam-se, em especial, a
criopreservacdo do sémen e/ou do tecido testicular (Chapman; Sutclife;
Malpas; 1981; Vigersky et al., 1982; Castellotti; Cambiaghi, 2008; Alvarenga et
al., 2012; Oliveira; Oselame; Neves, 2014).

Outra estratégia que tem ganhado for¢as nos ultimos anos é a utilizacéo
de células tronco mesenquimais (CTM) para a recuperacao da fertilidade
masculina em pacientes oncolégicos expostos a quimioterapia e em modelos
experimentais que simulam essa realidade (Schatt; Neischlag; 2001; Zhang et
al., 2014, Yang et al., 2014; Ghasemzadeh-Hasankolaei et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da terapia celular com células tronco
mesenquimais em modelo de infertilidade causada por medicamentos

quimioterapicos.

2.2. Objetivos Especificos

Padronizar o modelo de infertilidade induzida por ciclofosfamida.

Padronizar a obtencéo, o cultivo e a diferenciacdo de células
tronco mesenquimais do tecido adiposo mesentérico e inguinal de
camundongos Swiss.

Avaliar os efeitos das células tronco mesenquimais na infertilidade
induzida por ciclofosfamida em modelos experimentais por meio de estudos

bioquimicos e histolégicos.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Utilizou-se 40 camundongos Mus musculus da variedade Swiss, com
peso médio de 30 g, em idade reprodutiva cedidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais passaram
por um de adaptacao de 7 dias antes de iniciar os experimentos.

Os animais foram mantidos isolados em caixas de polipropileno forradas
com cepilho sob condicbes padronizadas de climatizacdo (com temperatura
mantendo-se em torno de 22 + 2°C e umidade relativa de 55 + 10%) em rack
ventilada Alesco®. Os animais foram alimentados com ragdo comercial
(Nuvital®) e agua filtrada ad libitum.

O estudo foi realizado de acordo com as Diretrizes da Declaracdo
Universal dos Direitos dos Animais e com aprovacdo do COmite de Etica no
Uso de Animais da UFMS sob o protocolo #920/2017.

3.2. Delineamento Experimental

Os animais foram distribuidos em dois lotes: (I) composto por 10 fémeas
doadoras do tecido adiposo para a obtencdo das CTM e, (ll) composto por 30
machos distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais (n=10):
Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com agua de injecdo, na
proporcao de 0,1mL/10g de peso corporal (p.c.) por via intraperitoneal (i.p.),
durante 30 dias, com intervalos de cinco dias entre as administracdes; e, duas
administracdes de solugéo tampao fosfato (PBS), livre de Ca*? e Mag*™ com pH
7,4, por via intravenosa (i.v.), com intervalo de 10 dias entre elas, iniciando-se
24h ap6s a ultima aplicacdo do quimioterapico; Controle Positivo (CP) - os
animais foram tratados com ciclofosfamida (Genuxal - Baxter®, CAS
2638B5063, Lote 6/138) na dose de 150 mg/kg (p.c.;i.p) durante 30 dias, com
intervalo de 5 dias entre as administragdes (Drumond et al., 2011) e, duas
administragdes de PBS (i.v.), com intervalo de 10 dias, iniciando-se 24h apos a
ultima aplicacdo do quimioterapico; e Controle Positivo + Células-Tronco
Mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na

dose de 150 mg/kg (p.c.;i.p) durante 30 dias, com intervalo de 5 dias entre as
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administracdes e, realizou-se dois transplantes de 1x10° CTM (i.v.), de acordo
com Cakici et al. (2013), com modificacbes, com intervalo de 10 dias e,
iniciando-se 24h apdés a ultima aplicacdo do quimioterapico.

Apoés 60 dias de experimentacdo, submeteu-se os machos a pesagem,
eutanasia por deslocamento cervical e retirada dos 6érgdos (coracdo, pulmdes,

figado, baco, rins e testiculos).
3.3. Explante e cultivo das Células Tronco Mesenquimais

As CTM foram explantadas segundo o protocolo de Hermeto et al.
(2016), com modificagbes. As amostras de tecido adiposo foram obtidas da
regido abdominal/inguinal de camundongos fémeas adultas apés eutanasia por
deslocamento cervical. Sucintamente, acrescentou-se meio DMEM Low
Glucose (DMEMLG) (Sigma-Aldrich®, lote SLBS0097V, nimero de catalogo
D5523), na proporgao de 2 mL de meio para cada grama de tecido adiposo.
Suplementou-se 0 meio com Colagenase tipo Al (Gibco®, lote 1879368,
namero de catalogo 17100017) na proporcdo de 2 mg de colagenase para
cada mL do meio DMEMLG. Manteve-se o material biolégico em incubadora a
37°C e 5% de CO, overnight. A inativacdo da atividade enziméatica, na manha
seguinte, deu-se pela adicdo de meio de cultivo DMEMLG suplementado com
10% soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich®, lote SPBB2353V, nilimero de
catalogo 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, prontamente plaqueou-se o
material em garrafas de cultivo celular de 25 cm? com meio DMEMLG
suplementado com 10% de SFB. Manteve-se as CTM em cultivo em estufa a
37°C, com 5% de CO; até que essas atingissem cerca de 80% de confluéncia,
qguando realizou-se a tripsiniza¢cdo com solucao a 0,025% de tripsina (Tripsina-
EDTA, 0,025%; LCG Biotecnologia, lote 11014AB, numero de catalogo
BR30042-01). Posteriormente, fez-se a contagem do numero de células em
camara de Neubauer e o replaqueamento em frascos de 75 cm? de &rea de
cultura. Esse procedimento de cultivo repetiu-se até a 42 passagem celular,
guando realizou-se o transplante das CTM na proporgdo de 1,0 X 10°

células/animal (Cakici et al., 2013).
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3.4. Diferenciacao Osteogénica, Adipogénica e Condrogénica

Os frascos destinados aos experimentos de diferenciacdo, quando
atingiram a confluéncia de 80%, foram novamente tripsinizados e as CTM
foram semeadas em 6 frascos de 25 cm? na concentracdo de 2x10°
células/frasco (Urt-Filho et al., 2016). Trés frascos de 25cm?, utilizados como
controles, foram mantidos em meio DMEMLG suplementado com 10% SBF.
Para a diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica, as ceélulas
foram mantidas por 24 horas em meio com 10% SBF suplementado. Em
seguida, esse foi substituido por meio de cultura STEMPRO Adipogenic,
Osteogenesis e Chondrogenesis Differentiation Kit (Invitrogen®) e mantidas em
cultura por 14 dias para a diferenciacdo adipogénica e por 21 dias para a
culturas osteogénicas e condrogénicas, com trocas duas vezes por semana
(Urt-Filho et al., 2016).

Para a confirmacédo da diferenciacdo adipogénica, apos descarte do
meio diferenciador, as células foram fixadas por 60 minutos, em temperatura
ambiente, com formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas com
isopropanol a 60% e, posteriormente, incubadas com Oil Red O (Sigma®) por
20 minutos em temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por
lavagens com agua destilada. A diferenciagéo foi confirmada pelo acimulo de
lipideos intracelulares no 14° dia (Pesarini et al., 2017; Schweich et al., 2017;
Pesarini et al., 2018).

Para a diferenciacdo osteogénica, apos descarte do meio diferenciador,
as células foram fixadas por 10 min., em temperatura ambiente, com formol a
10%. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e coradas com
Alizarin Red (Sigma®) por 5 min. em temperatura ambiente. O excesso de
corante foi removido por lavagens com &gua destilada A diferenciacao
osteogénica foi comprovada pela visualizacdo de depdsitos de calcio no 21° dia
(Pesarini et al., 2017; Schweich et al., 2017; Pesarini et al., 2018).

Durante o processo de cultivo celular da diferenciagcdo condrogénica as
células se agruparam formando um esferoide. Ao final do processo esse foi
coletado por aspiracdo com uma pipeta Pasteur. O esferoide foi fixado em

formalina tamponada 10% a temperatura ambiente e, posteriormente,


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/A1007101?ICID=search-product
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/A1007101?ICID=search-product
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submetido a rotina histologica no processador de tecidos automatizado TP09
TS Lupetec® conforme instrucées do fabricante. Posteriormente, o esferoide foi
cortado em micrétomo Leica® RM2235 em cortes com espessura 3 pm. As
laminas foram coradas com Azul de Alcian usando o kit EasyPath conforme as
especificacoes do fabricante. A diferenciacdo foi confirmada pela presenca de
matriz extracelular rica de glicosaminoglicanos no 21° dia (Pesarini et al., 2017,
Schweich et al., 2017; Pesarini et al., 2018).

3.5. Preparacéao e transplante das CTM

Na 42 passagem as CTM foram tripsinizadas, em seguida, lavou-se as
CTM com PBS a exaustdo (homogeneizacdo em 5 mL de PBS seguido de
centrifugacéo a 300 g por 10 min, até que o pellet ficasse completamente limpo
e 0 sobrenadante transparente) para o transplante.

Os animais do grupo CTM foram submetidos a anestesia inalatoria
(Isoflurano - BioChimico®, Brasil, CAS/401. 4238-3, Lote/007070). Em seguida,
transplantou-se 1x10° CTM preparadas em solucdo de PBS (pH 7,4) por i.v.,
num volume méaximo 100 pL, com auxilio de cateter intravenoso 24 G
(Solidor®, Brasil, Lote/011606G). Repetiu-se esse procedimento por mais uma

vez, com intervalo de 10 dias entre as duas aplica¢Bes (Cakici et al., 2013).

3.6. Ensaio do Micronucleo em Sangue Periférico

Coletou-se 20uL de sangue periférico por meio da pung¢do da veia
caudal e depositou-se a amostra em uma lamina previamente corada com 20
ML Alaranjado de Acridina (1 mg/mL). Em seguida a amostra foi coberta por
uma laminula. As coletas de sangue ocorreram 24 horas apos a aplicacédo de
Célula Tronco Mesenquimais. Armazenou-se o material em freezer (-20°C) por
um periodo minimo de quinze dias. Avaliou-se a presenca de microndcleos no
interior de eritrécitos por meio de microscopio de fluorescéncia no aumento de
40x, com filtro de excitacdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. Analisou-se
2000 células/animal (Hayashi et al.,1990; Oliveira et al., 2009).
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3.7. Histologia

Os testiculos foram fixados em solucdo de Bouin (75,0 mL de Acido
Picrico, 25,0 mL de formaldeido 40% e 5,0 mL de acido acético) por 24h e
posteriormente preservados em alcool etilico 70%. Os orgaos foram
seccionados e incluidos em parafina e cortados em micrétomo com 5 um de
espessura e corados em hematoxilina e eosina (HE). A analise histolégica foi
realizada segundo Johnsen (1970) bem como o célculo dos scores totais (pode
chegar a 1.000 pontos). Assim, todos os tubulos seminiferos das laminas
histol6gicas foram avaliados sistematicamente e cada um deles recebeu uma
pontuacdo de 1 a 10 de acordo com o0s seguintes critérios: (I) Score 1 - sem
células em secdo tubular; (Il) Score 2 - sem células germinativas, mas as
células de Sertoli estdo presentes; (lll) Score 3 - as espermatogbnias sao as
Gnicas células germinativas presentes; (IV) Score 4 - apenas poucos
espermatécitos (<5) e sem espermatides ou espermatozéides presentes; (V)
Score 5 - sem espermatozoides, sem espermatides, mas com Varios ou muitos
espermatoécitos presentes; (VI) Score 6 - sem espermatozdides e apenas
poucas espermatides (<5-10) presentes; (VII) Score 7 - sem espermatozoides,
mas muitas espermatides presentes; (VIII) Score 8 - apenas alguns
espermatozdides (<5-10) presentes na secdo; (IX) Score 9 - muitos
espermatozoides presentes, mas epitélio germinativo desorganizado com
descamacdo marmoreada ou obliteracdo do Iumen; (X) Score 10 -
espermatogénese completa com muitos espermatozéides (os espermatozoéides
sdo aqui definidos como células que atingiram a forma da cabeca pequena do
espermatozoide) e o epitélio germinativo organizado em uma espessura
regular, deixando um lamen aberto). Para calcular uma pontuacdo média, o
namero de tubulus registrados em cada pontuacdo € multiplicado pela
pontuacao e a soma de todas as 10 multiplicacdes é dividida pelo nimero total
de tubulus registrados. Por uma questdo de clareza, os numeros de tubulus
encontrados em cada etapa sdo mostrados neste artigo em percentagem do
namero de tubulis. Isso ndo é feito no trabalho de rotina. Para algum propdsito,
as percentagens cumulativas (10 + 9, 10 + 9 + 8 etc.) sdo formadas e estas
podem ser multiplicadas pelo volume total dos testiculos para produzir nUmeros

para espermatogénese em termos absolutos (Figura 6).
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Para calcular a pontuacdo média (PM), o numero de tubulus registrados
em cada pontuacao foi multiplicado de 1 a 10 e a soma de todas as 10
multiplicacdes foi dividida pelo numero total de tubulus registrados. Por uma
questdo de clareza, os numeros de tubulus encontrados em cada etapa sao
mostrados neste artigo em percentagem do numero de tubulis. Isso ndo é feito
no trabalho de rotina. Para algum propdsito, as percentagens cumulativas (10 +
9, 10 + 9 + 8 etc.) sdo formadas e estas podem ser multiplicadas pelo volume
total dos testiculos para produzir nimeros para espermatogénese em termos
absolutos (Johnsen, 1970).

3.8. Anédlise Estatistica

Os dados foram apresentados em média = Erro Padrdo da Média. A
andlise estatistica foi realizada de acordo a distribuicdo dos dados. Para dados
com distribuicdo paramétrica utilizou-se o teste ANOVA/Tukey e para dados de
distribuicdo ndo paramétrica utilizou-se o teste Kruskal-Wallis/Dunn. O nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.

4. Resultados

4.1. Expanséo das Células Tronco Mesenquimais

Apbs a extracdo e o isolamento das CTM essas foram expandidas em
frascos de cultura com sucessivos repiques. Em todas as passagens a
viabilidade foi superior a 95%. Na figura 1 podem ser observados os aspectos
das culturas de CTM (Figura 1).
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Figura 1. Aspectos das culturas em expansao: A — Cultivo em fase inicial (20 dias), aumento
400x; B — Cultura com confluéncia proximo a 60% (7 dias apds a primeira passagem — 1

repique), aumento de 400x; C — Cultura em confluéncia superior a 90%, aumento de 100x.

4.2. As Células Tronco Mesenquimais Diferenciam-se em Células

Osteogénicas, Adipogénicas e Condrogénicas in vitro

A confirmacgéo que as células em cultivo realmente se tratavam de CTM
se deu por meio das diferenciacées adipogénica, osteogénica e condrogénica
onde foi possivel identificar o acumulo de lipideos corados com Oil red O, os
depdsitos de calcio corados com Alizarin Red e a matriz extracelular rica de

glicosaminoglicanos corados com Azul de Alcian, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografia das células tronco mesenquimais e das células tronco mesenquimais
em diferenciagdo: (A) cultura indiferenciada, (B) cultura em diferenciacdo adipogénica com
vacuolos lipidicos corados por Oil red O, (C) cultura em diferenciacdo osteogénica com
depésitos de calcio corados por Alizarin Red, (D) Cultura em diferenciacdo condrogénica com

matriz extracelular rica de glicosaminoglicanos corada por Azul de Alcian. Aumento de 400x.
4.3. Parametros biométricos

O peso inicial dos diferentes grupos experimentais nao apresentou
diferenca estatistica (p>0,05). Entretanto, o0s animais do grupo CN
apresentaram maior peso final e menor perda de peso quando comparado aos
animais dos grupos CP e CP + CTM (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Par@metros biométricos de camundongos machos Swiss tratados com o
quimioterapico ciclofosfamida e submetidos ou ndo ao transplante de células tronco
mesenquimais. Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com agua de injecéo;
Controle Positivo (CP) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg;
e Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados
com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco
mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:
'ANOVA/Tukey; *Kruskall-Wallis/Dunn, p<0,05).

Os pesos absolutos do coragdo, pulmdo e baco ndo demonstraram
diferenca estatistica (p>0,05). Ja os pesos do figado e rins dos animais do
grupo CP + CTM foram inferiores (p<0,05) aos dos grupos CN e CP. O peso
absoluto dos testiculos dos camundongos do grupo CN foi superior (p<0,05)
aos dos demais grupos experimentais (CP e CP + CTM) (Figura 4 A).

Os pesos relativos dos orgdos coracdo, pulmao, rins, bago e testiculos
ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (p> 0,05). J& o peso do

figado aumentou (p<0,05) no grupo CP em relacdo aos demais (Figura 4B).



24

>

b E3 CN
E3 CP
E) CP+CTM

Peso absoluto (g)

ANERRRRRNRNRNRERERRRRNRRRRREN] (Y

S 4 nEs
T

0.10-
E3 CN

E3 CP
E) CP+CTM

0.08-

0.06+

0.04+

Peso relativo

ANRRRERARRRRRRRRNENERERARNREN] 2

nnnaEEn B

Figura 4. Par@metros biométricos de camundongos machos Swiss tratados com o
quimioterapico ciclofosfamida e submetidos ou n&o ao transplante de células tronco
mesenquimais. Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com éagua de injecgéo;
Controle Positivo (CP) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg;
e Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados
com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco
mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:
ANOVA/Tukey; p<0,05).

4.4. Avaliacéo da integridade do material genético
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A frequéncia de micronucleos do sangue periférico foi maior (p>0,05)
nos grupos CP e CP + CTM, ambos tratados com ciclofosfamida, em relagéo
ao grupo CN (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia de microntcleo de camundongos machos Swiss tratados com o
quimioterapico ciclofosfamida e submetidos ou ndo ao transplante de células tronco
mesenquimais. Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com agua de injecéo;
Controle Positivo (CP) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg;
e Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados
com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco
mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:
ANOVA/Tukey; p<0,05).

4.5. Avaliacao histolégica

A analise histopatologica demonstrou que a administracdo da
ciclofosfamida reduziu (p<0,05) o escore de qualidade dos tubulos seminiferos
de 981,73 + 3,84 no CN para 831,90 + 50,22 no CP. Isso demonstra uma perda
15,26 pontos percentuais na qualidade do epitélio germinativo. Quando junto a
ciclofosfamida foi transplantadas as CTM o escore subiu de 831,90 + 50,22 no
CP para 953,33 + 11,34 no grupo CP + CTM. Isso demonstra uma melhora de
14,60 pontos percentuais e assim CN e CP + CTM s&o estatisticamente

semelhantes.
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Tabela 1. Escore de qualidade testicular de camundongos machos Swiss
tratados com o quimioterdpico ciclofosfamida e submetidos ou n&do ao

transplante de células tronco mesenquimais.

Grupos Escore de lesdo
Experimentais testicular
CN 981,73+3,84°%
cP 831,90450,22"
CP+CTM 953,33+11,34%

Legenda: Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com agua de injecdo; Controle
Positivo (CP) - o0s animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg; e
Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados com
ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco
mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Na figura 6 € possivel observar tubulos seminiferos dos animais dos
grupos experimentais. Nos grupos CN e CP + CTM observa-se tubulos
seminiferos normais e a presenca de espermatides secundarias (Figuras A, D e
C, F). Ja no grupo tratado apenas com ciclofosfamida os tubulos seminiferos
estdo alterados e nado observa-se espermatozoides (Figura B). Na figura E
nota-se presenca de espermatdcitos primario e secundarios, porém néao

observa-se espermatézoides (Figura E).
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Figura 6. Cortes histolégicos de tabulos seminiferos dos animais dos grupos experimentais CN
(AeD), CP(BeE)e CP +CTM (C e F). Na figura A as setas vermelhas indicam tubulos
seminiferos normais com celularidade normal e com a presenca de espermatides secundarias.
Na figura B as setas vermelhas apresentam tubulos seminiferos alterados com uma menor
celularidade, sem a visualizagcdo de espermatides secundarias. Na figura C as setas vermelhas
apontam para tdbulos seminiferos normais com espermatides secundérias. Nas figuras A, B e
C - as setas verdes indicam células de Leydig intersticiais. Nas figuras D, E e F as setas
vermelhas indicam espermatides secundérias/espermatozéides e as setas verdes indicam
espermatoécito primario. Na Figura E é possivel notar a auséncia de espermatozéide. A
coloragdo usada foi Hematoxilina/Eosina . As figuras A, B e C estdo em um aumento de 100x e

as figuras D, E e F estdo em um aumento de 400X.

5. Discusséo

A medicina tradicional sofre importantes transformacfes e uma das
promessas da medicina do futuro € a medicina regenerativa. Essa constitui-se
da possibilidade de prover a regeneracdo do organismo em nivel celular e/ou
tecidual (Mason; Dunnill, 2008; Acero, 2015). Esse novo paradigma da
medicina provocara transformac¢cdes na ciéncia, nas terapéuticas e na saude
publica (Morrison, 2012; Acero, 2015) e revolugbes serdo criadas na busca da
homeostasia. Para que isso se concretize h4 a necessidade de acelerar a
transferéncia de conhecimentos das bancadas dos laboratérios (da pesquisa
basica) para a aplicacao clinica; aprofundar as observacdes clinicas em busca

de melhor entendimento dos processos de doenca (fisiopatologico), terapéutica
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e cura; aléem de aplicar as inovacbOes biotecnolégicas a populacdo com
responsabilidade. S&o esses o0s preceitos que definem a medicina
translacional, segundo Luz (2018), com modificacdes.

Baseado nesses conceitos o presente trabalho se propds a testar um
protocolo de explante e cultivo de células tronco do tecido adiposo em modelo
pré-clinico com o intuito de translada-lo, posteriormente, para estudos clinicos.
O protocolo descrito nesse estudo foi adaptado da literatura se mostrou
eficiente em isolar as CTM de pequenos fragmentos de tecido adiposo, a um
baixo custo, em um curto espaco de tempo, sem muitos passos (protocolo
simplificado), sem a necessidade de equipamentos de grande porte e, portanto,
possui potencial para aplicacao clinica. Outro fato importante a ser informado é
que as células utilizadas no presente estudo, realmente, se tratavam de CTM
visto que as mesmas se diferenciaram em adipdcitos, ostedcitos e condroécitos.
Segundo a literatura especializada essas trés diferenciagdes indicam que as
células sédo CTM (Nargesi et al., 2017; Patschan et al., 2018).

Em relacdo ao transplante das CTM foi escolhida a via endovenosa.
Essa é de facil acesso tanto em modelo pré-clinico como clinico e, portanto,
seria de facil adesédo pela classe médica. Existe uma extensa discussdo na
literatura sobre as diferentes vias de transplante das CTM e alguns autores
citam e fazem a opcao pela colocacdo das células in situ (na lesdo a ser
reparada). Isso se concretiza em lesbes renais (Monteiro et al.,, 2018),
cardiacas (Woudstra et al., 2016; Yamamoto et al., 2018) hepaticas (Eom et al.,
2015), dentre outras. No entanto, outros autores para tratar esses mesmos
tipos de lesbes, fazem uso da via endovenosa (Nargesi et al., 2017; Sun et al.,
2018; Zheng et al., 2019). Em relacdo ao testiculo, em especial, ha relatos
tanto do uso da via endovenosa (Yang et al., 2014) quanto da via intratesticular
(Kadam et al., 2018; Meligy et al., 2019) tanto para modelo pré-clinico (Yang et
al., 2014; Kadam et al., 2018; Meligy et al., 2019) quanto clinico (Smith et al.,
2014). Mas, a nossa preferéncia pela via endovenosa se deve a facilidade de
proceder o transplante e, possivel, menor resisténcia pelo paciente em se
submeter ao procedimento.

Nosso estudo avaliou a frequéncia de danos no DNA induzidos pela
ciclofosfamida em sangue periférico. Essa é uma medida indireta dos danos no

DNA que podem ocorrer também nas células germinativas visto que a
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ciclofosfamida é um quimioterapico de acéo indireta e que apos metabolizacao
no figado, por meio da hidroxilacdo pela enzima CYP2B, libera a 4-
hidroxiciclofosfamida e o seu tautdmero, 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, a aldofosfamida sofre clivagem e
libera a mostarda de fosforamida e da acroleina sendo a primeira responsavel
pela acdo antineoplasica e, portanto, causadora de danos no DNA (Colvin et
al., 1976; Fenselau et al., 1977; Sladek, 1988; Zhang; Tian; Zhou, 2006; Veal et
al., 2016). Os nossos resultados indicaram que o transplante das CTM néo
modifica o padrédo de danos no DNA (danos cromossdmicos) contabilizados por
meio do ensaio do micronucleo. O aumento da frequéncia de micronucleos, em
geral, esta associado a pior prognéstico e desenvolvimento de doencas
cronicas (Roth et al.,, 2008) danos teciduais (Wultsch et al., 2014) e
acometimento por cancer (Ravegnini et al., 2015).

Como a maior contribuicdo desse estudo, 0s nossos resultados
demonstraram que a terapia celular com CTM foi capaz de melhorar a
qualidade do epitélio germinativo. A ciclofosfamida como era esperado reduziu
a qualidade do epitélio germinativo o que é condizente com reducdo da
fertilidade e isso se deve as alteracdes histopatoldégicas com a formacao de
vacuolos (Vaisheva et al., 2007; Tripathi; Jena, 2008; Delbés et al., 2010;
Abiodun et al., 2016), estreitamento dos tubulos seminiferos, perda de células
germinativas (Elangovan et al., 2006; Vaisheva et al., 2007; Tripathi; Jena,
2008; Delbés et al., 2010; Abiodun et al., 2016; Onaolopo; Oladipo; Onaolapo,
2017), edema (Rezvanfar et al., 2008) e aumento do espaco intersticial
(Rezvanfar et al., 2008; Onaolopo; Oladipo; Onaolapo, 2017). Além disso a
literatura cita diminuicdo na contagem espermatica (Elangovan et al., 2006;
Vaisheva et al., 2007; Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008; Abiodun et
al., 2016; Onaolapo; Oladipo; Onaolapo, 2017), alteracbes morfoldgicas dos
espermatozoides (Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008; Delbes et al.,
2010) e a diminuig&do do peso dos testiculos e dos epididimos (Elangovan et al.,
2006; Vaisheva et al.,, 2007; Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008;
Delbes et al., 2010). No nosso estudos destacamos reducdo do escore de

qualidade do epitélio germinativo segundo Johnsen (1970) com destaque para
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a reducdo deplecdo celular dos tubulos seminiferos e auséncia de
espermatozoides.

Por outro lado, camundongos tratados que ciclofosfamida mas que
receberam a terapia celular com CTM teve o epitélio germinativo e os tubulos
seminiferos reestabelecidos a padrbes muitos proximos aqueles observados no
grupo controle negativo. Essa assertiva € confirmada pela auséncia de
diferencias significativas entre os grupos CN e CP + CTM. Assim, pode-se
inferir que as CTM foram capazes de reestabelecer a qualidade do epitélio
germinativo e isso pode corresponder ao reestabelecimento da fertilidade.
Nossos resultados corroboram os estudos de Lue et al. (2007), Monfesi et al.
(2013), Zhang et al. (2014), Yang et al. (2014), Chen et al. (2015), Cakici et al.
(2013) e Mehrabani et al. (2015) que relataram recuperacdo do tecido
testicular.

Acredita-se que essas melhorias no epitélio germinativo podem ocorrer
por dois mecanismos: (I) a regeneracédo e (Il) a imunomodulacdo por efeito
paracrino). No primeiro caso acredita-se que as CTM administradas,
diretamente na lesdo ou por via endovenosa, tem a capacidade reconhecer a
lesdo e aderir no local a ser regeneragdo. Nesse caso as CTM sofrem
transdiferenciacdo e passam a compor o tecido do 6rgdo auxiliando na
recuperacdo tecidual (Little et al, (2018)) e fisiologica para se atingir a
homeostasia. No segundo caso acredita-se que as CTM migram até o local da
lesdo e produzem fatores reparadores enddgenos, fatores anti-inflamatorios e
antiapoptoticos que auxiliam na recuperacdo do 6rgéo/tecido lesionado. Mas,
sem acontecer a integracdo da CTM a matriz tecidual (Souza et al., 2010).

Em relacdo aos parametros biométricos observou-se que a
ciclofosfamida, independentemente do transplante das CTM causou reducao
do peso final e, portanto, foi responsavel por maior perda de peso. Esse fato ja
era esperado devido a toxicidade desse quimioterapico e esse fato foi relatado
também por Michael et al. (2007). Ja em relacdo as variacdes dos pesos
absoluto dos 6rgdos que pode indicar toxicidade (Michael et al., 2007)
observou-se alteracbes em figado, rins e testiculos. Porém, na avaliacdo do
peso relativo (onde se faz a correcdo do peso do 6rgédo pelo peso do animal) s6
foram observadas diferencas entre o grupo CP e os grupos CN e CP + CTM

(sendo esses dois Ultimos estatisticamente semelhantes). O aumento do figado
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observado no grupo CP pode ter ocorrido pela necessidade de metabolizacao
da ciclofosfamida que € ativada nesse 6rgéo (Colvin et al., 1976; Michael et al.,
2007; Veal et al., 2016). Essa metabolizacdo pode requerer hipertrofia e
hiperplasia do o6rgdo (Michael et al., 2007;). Além disso, o 6rgdo pode
apresentar processo inflamatério caracteristico da grande atividade e da
hepatomegalia induzida pela ciclofosfamida (Faro et al., 2009).

Frente ao exposto considera-se que a maior contribuicdo desse artigo
para a area é apresentar um protocolo de explante de células tronco
mesenquimais de fragmento de tecido adiposo viavel para ser transladado para
pesquisas clinicas devido ao seu baixo custo e simplicidade, e comprovar,
histologicamente, que a terapia celular melhora a qualidade do epitélio

germinativo em modelo pré-clinico.
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RESUMO

O cancer é uma doenca que acomete um grande nimero de pessoas e essas,
em geral, sdo submetidas a quimioterapia. Um dos efeitos adversos dessa
terapéutica sdo as lesfes testiculares com a reducéo a fertilidade e uma das
alternativas para o tratamento desses casos € a terapia celular. Assim, a
presente pesquisa avaliou um protocolo de explante de células tronco
mesenquimais do tecido adiposo e os efeitos da terapia celular, sob o epitélio
germinativos de camundongos Swiss tratados com ciclofosfamida. Os grupos
experimentais foram: (I) Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados
com &gua de injecdo; Controle Positivo (CP) - o0s animais foram tratados com
ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg; e Controle Positivo + Células-tronco
mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na
dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x106 células tronco
mesenquimais. Os resultados indicaram que o transplante das CTM nao altera
a frequéncia de micronucleos no sangue periférico. Mas, melhora a qualidade
do epitélio germinativo sendo o escore de qualidade do grupo CP + CTM
igualado ao do grupo CN. Frente ao exposto considera-se que a maior
contribuicdo desse artigo foi apresentar um protocolo de explante de células
tronco mesenquimais de fragmento de tecido adiposo viavel para ser
transladado para pesquisas clinicas devido ao seu baixo custo e simplicidade,
e comprovar, histologicamente, que a terapia celular melhora a qualidade do

epitélio germinativo em modelo pré-clinico.
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1. Introducéo

Sao diagnosticados anualmente cerca de 18 milhdes casos de cancer
(Bray et al., 2018). Esse € um problema de saude publica que se agrava em
adultos jovens, que ainda desejam constituir familia e pretendem ter filhos,
visto que os tratamentos com quimioterapicos causam danos genéticos em
diferentes linhagens celulares e inclusive nas reprodutivas (Choy and
Brannigan, 2013). Danos no DNA podem acarretar reducao da fertilidade (Pinar
et al., 2018) e/ou predispor a prole a embrioletalidade (Torchinsk et al., 1995),
aborto (Dong et al.,, 2017) e alteracbes do desenvolvimento embrio-fetal tais
como malformagdes congénitas e atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
(Dornelas et al., 2015; Rengasamy, 2017). No entanto, ao se considerar a
relacdo custo-beneficio a quimioterapia ainda é uma das formas mais
importantes para o tratamento de tumores (Oveissi et al., 2019). Mas, em geral
0S quimioterarpicos possuem muitos efeitos adversos (Wolf et al., 2008;
Oveissi et al., 2019).

A ciclosfosfamida € um dos quimioterapicos mais usados (Vacchelli et
al., 2014) e € indicado para o tratamento de leucemias linfociticas cronicas,
linffomas e tumores sdlidos (larc, 2012; Vacchelli et al., 2014). Quando os
pacientes se expdem a esse quimioterapico pode ocorrer nefro (Pontes et al.,
2014) e gonadotoxicidade (Leroy et al., 2015). Nesse ultimo caso inclui-se a
diminuicdo na contagem espermética (Elangovan et al., 2006; Vaisheva et al.,
2007; Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008; Abiodun et al., 2016;
Onaolapo; Oladipo; Onaolapo, 2017), alterac6es morfolégicas (Rezvanfar et al.,
2008; Tripathi; Jena, 2008; Delbés et al., 2010), danos ao material genético dos
espermatozoides (Vaisheva et al., 2007; Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena,
2008; Delbés et al., 2010; Liu; Hales; Robaire, 2014), aumento do numero de
aneuploidias (Barton et al., 2003), disfuncéo telomérica (Liu; Hales; Robaire,
2014), alteracdo no perfil proteico da matrix nuclear (Condrigton; Hales;
Robaire, 2007) e da expressdo génica (Aguilar-Mahecha; Hales; Robaire,
2002), a diminuicdo do peso dos testiculos, dos epididimos (Elangovan et al.,
2006; Vaisheva et al.,, 2007; Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008;
Delbés et al., 2010) e da préstata (Rezvanfar et al., 2008; Delbés et al., 2010),

alteracdes histopatolégicas, com a formacdo de vacuolos (Vaisheva et al.,
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2007; Tripathi; Jena, 2008; Delbés et al., 2010; Abiodun et al., 2016), o
estreitamento dos tubulos seminiferos, a perda de células germinativas
(Elangovan et al., 2006; Vaisheva et al., 2007; Tripathi; Jena, 2008; Delbes et
al., 2010; Abiodun et al., 2016; Onaolopo; Oladipo; Onaolapo, 2017), o edema
(Rezvanfar et al., 2008) e o aumento do espaco intersticial (Rezvanfar et al.,
2008; Onaolopo; Oladipo; Onaolapo, 2017), a diminuicdo nos niveis
plasmaticos de hormoénio luteinizante (LH) (Elangovan et al., 2006; Abiodun et
al., 2016), do hormdnio foliculo-estimulante (FSH) (Abiodun et al., 2016) e da
testosterona (Elangovan et al., 2006; Rezvanfar et al., 2008; Abiodun et al.,
2016; Onaolapo; Oladipo; Onaolapo, 2017). Destaca-se ainda que muitas
vezes mesmo apos suspensao do tratamento os testiculos ndo retomam a sua
arquitetura e producéo celular normal. Assim, novas terapias sao estudadas na
tentativa melhorar a infertilidade causada por esse agente anticancer.

Dentre diferentes propostas terapéuticas a terapia celular com células
tronco mesenquimais, independentemente da sua origem (medula Ossea,
corddo umbilical ou tecido adiposo), tem demonstrado efeitos positivos na
recuperacdo de danos estruturais do epitélio germinativo, do peso testicular e
da fertilidade (Lue et al., 2007; Monfesi et al., 2013; Zhang et al., 2014; Yang et
al., 2014; Chen et al., 2015; Cakici et al., 2013; Mehrabani et al., 2015). Diante
do exposto a presente pesquisa avaliou um protocolo de explante de células
tronco mesenquimais do tecido adiposo bem como os avaliou os efeitos da
terapia celular, com células tronco mesenquimais do tecido adiposo, sob o

epitélio germinativos de camundongos Swiss tratados com ciclofosfamida.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Utilizou-se 40 camundongos Mus musculus da variedade Swiss, com
peso médio de 30 g, em idade reprodutiva cedidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais passaram
por um de adaptacao de 7 dias antes de iniciar os experimentos.

Os animais foram mantidos isolados em caixas de polipropileno forradas
com cepilho sob condigbes padronizadas de climatizagcdo (com temperatura

mantendo-se em torno de 22 + 2°C e umidade relativa de 55 + 10%) em rack
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ventilada Alesco®. Os animais foram alimentados com ragcdo comercial
(Nuvital®) e agua filtrada ad libitum.

O estudo foi realizado de acordo com as Diretrizes da Declaracéo
Universal dos Direitos dos Animais e com aprovacdo do Comite de Etica no
Uso de Animais da UFMS sob o protocolo #920/2017.

2.2. Delineamento Experimental

Os animais foram distribuidos em dois lotes: (I) composto por 10 fémeas
doadoras do tecido adiposo para a obtencédo das CTM e, (ll) composto por 30
machos distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais (n=10):
Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com agua de injecdo, na
proporcdo de 0,1mL/10g de peso corporal (p.c.) por via intraperitoneal (i.p.),
durante 30 dias, com intervalos de cinco dias entre as administracdes; e, duas
administracdes de solucéo tampao fosfato (PBS), livre de Ca*? e Mag™ com pH
7,4, por via intravenosa (i.v.), com intervalo de 10 dias entre elas, iniciando-se
24h apds a ultima aplicagcdo do quimioterapico; Controle Positivo (CP) - os
animais foram tratados com ciclofosfamida (Genuxal - Baxter®, CAS
2638B5063, Lote 6/138) na dose de 150 mg/kg (p.c.;i.p) durante 30 dias, com
intervalo de 5 dias entre as administracbes (Drumond et al., 2011) e, duas
administracdes de PBS (i.v.), com intervalo de 10 dias, iniciando-se 24h apés a
dltima aplicacdo do quimioterdpico; e Controle Positivo + Células-Tronco
Mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na
dose de 150 mg/kg (p.c.;i.p) durante 30 dias, com intervalo de 5 dias entre as
administracdes e, realizou-se dois transplantes de 1x10° CTM (i.v.), de acordo
com Cakici et al. (2013), com modificagbes, com intervalo de 10 dias e,
iniciando-se 24h apdés a ultima aplicacdo do quimioterapico.

Apos 60 dias de experimentacdo, submeteu-se os machos a pesagem,
eutanasia por deslocamento cervical e retirada dos 6rgéos (coracdo, pulmdes,

figado, baco, rins e testiculos).

2.3. Explante e cultivo das Células Tronco Mesenquimais
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As CTM foram explantadas segundo o protocolo de Hermeto et al.
(2016), com modificacbes. As amostras de tecido adiposo foram obtidas da
regido abdominal/inguinal de camundongos fémeas adultas ap6s eutanasia por
deslocamento cervical. Sucintamente, acrescentou-se meio DMEM Low
Glucose (DMEMLG) (Sigma-Aldrich®, lote SLBS0097V, nimero de catalogo
D5523), na proporgcéo de 2 mL de meio para cada grama de tecido adiposo.
Suplementou-se 0 meio com Colagenase tipo Al (Gibco®, lote 1879368,
namero de catalogo 17100017) na proporcdo de 2 mg de colagenase para
cada mL do meio DMEMLG. Manteve-se o material biologico em incubadora a
37°C e 5% de CO,, overnight. A inativacdo da atividade enzimatica, na manha
seguinte, deu-se pela adicdo de meio de cultivo DMEMLG suplementado com
10% soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich®, lote SPBB2353V, nilimero de
catdlogo 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, prontamente plagueou-se o
material em garrafas de cultivo celular de 25 cm? com meio DMEMLG
suplementado com 10% de SFB. Manteve-se as CTM em cultivo em estufa a
37°C, com 5% de CO; até que essas atingissem cerca de 80% de confluéncia,
quando realizou-se a tripsinizagdo com solucdo a 0,025% de tripsina (Tripsina-
EDTA, 0,025%; LCG Biotecnologia, lote 11014AB, numero de catalogo
BR30042-01). Posteriormente, fez-se a contagem do numero de células em
camara de Neubauer e o replaqueamento em frascos de 75 cm? de &rea de
cultura. Esse procedimento de cultivo repetiu-se até a 42 passagem celular,
quando realizou-se o transplante das CTM na propor¢do de 1,0 x 10°

células/animal (Cakici et al., 2013).
2.4. Diferenciacao Osteogénica, Adipogénica e Condrogénica

Os frascos destinados aos experimentos de diferenciagdo, quando
atingiram a confluéncia de 80%, foram novamente tripsinizados e as CTM
foram semeadas em 6 frascos de 25 cm? na concentracdo de 2x10°
células/frasco (Urt-Filho et al., 2016). Trés frascos de 25cm?, utilizados como
controles, foram mantidos em meio DMEMLG suplementado com 10% SBF.

Para a diferenciagdo adipogénica, osteogénica e condrogénica, as células
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foram mantidas por 24 horas em meio com 10% SBF suplementado. Em
seguida, esse foi substituido por meio de cultura STEMPRO Adipogenic,
Osteogenesis e Chondrogenesis Differentiation Kit (Invitrogen®) e mantidas em
cultura por 14 dias para a diferenciacdo adipogénica e por 21 dias para a
culturas osteogénicas e condrogénicas, com trocas duas vezes por semana
(Urt-Filho et al., 2016).

Para a confirmacdo da diferenciacdo adipogénica, apos descarte do
meio diferenciador, as células foram fixadas por 60 minutos, em temperatura
ambiente, com formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas com
isopropanol a 60% e, posteriormente, incubadas com Oil Red O (Sigma®) por
20 minutos em temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por
lavagens com agua destilada. A diferenciagéo foi confirmada pelo acimulo de
lipideos intracelulares no 14° dia (Pesarini et al., 2017; Schweich et al., 2017,
Pesarini et al., 2018).

Para a diferenciacdo osteogénica, apds descarte do meio diferenciador,
as células foram fixadas por 10 min., em temperatura ambiente, com formol a
10%. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e coradas com
Alizarin Red (Sigma®) por 5 min. em temperatura ambiente. O excesso de
corante foi removido por lavagens com &gua destilada A diferenciacdo
osteogénica foi comprovada pela visualizacdo de depdsitos de célcio no 21° dia
(Pesarini et al., 2017; Schweich et al., 2017; Pesarini et al., 2018).

Durante o processo de cultivo celular da diferenciacdo condrogénica as
células se agruparam formando um esferoide. Ao final do processo esse foi
coletado por aspiracdo com uma pipeta Pasteur. O esferoide foi fixado em
formalina tamponada 10% a temperatura ambiente e, posteriormente,
submetido a rotina histoldgica no processador de tecidos automatizado TP09
TS Lupetec® conforme instrucées do fabricante. Posteriormente, o esferoide foi
cortado em micrétomo Leica® RM2235 em cortes com espessura 3 pm. As
laminas foram coradas com Azul de Alcian usando o kit EasyPath conforme as
especificacdes do fabricante. A diferenciacao foi confirmada pela presenca de
matriz extracelular rica de glicosaminoglicanos no 21° dia (Pesarini et al., 2017,
Schweich et al., 2017; Pesarini et al., 2018).

2.5. Preparacao e transplante das CTM


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/A1007101?ICID=search-product
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Na 42 passagem as CTM foram tripsinizadas, em seguida, lavou-se as
CTM com PBS a exaustdo (homogeneizacdo em 5 mL de PBS seguido de
centrifugacéo a 300 g por 10 min, até que o pellet ficasse completamente limpo
e 0 sobrenadante transparente) para o transplante.

Os animais do grupo CTM foram submetidos a anestesia inalatoria
(Isoflurano - BioChimico®, Brasil, CAS/401. 4238-3, Lote/007070). Em seguida,
transplantou-se 1x10° CTM preparadas em solucdo de PBS (pH 7,4) por i.v.,
num volume maximo 100 pL, com auxilio de cateter intravenoso 24 G
(Solidor®, Brasil, Lote/011606G). Repetiu-se esse procedimento por mais uma
vez, com intervalo de 10 dias entre as duas aplica¢cdes (Cakici et al., 2013).

2.6. Ensaio do Micronucleo em Sangue Periférico

Coletou-se 20uL de sangue periférico por meio da puncdo da veia
caudal e depositou-se a amostra em uma lamina previamente corada com 20
ML Alaranjado de Acridina (1 mg/mL). Em seguida a amostra foi coberta por
uma laminula. As coletas de sangue ocorreram 24 horas ap0s a aplicacao de
Célula Tronco Mesenquimais. Armazenou-se 0 material em freezer (-20°C) por
um periodo minimo de quinze dias. Avaliou-se a presenc¢a de microndcleos no
interior de eritrocitos por meio de microscopio de fluorescéncia no aumento de
40x, com filtro de excitacdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. Analisou-se
2000 células/animal (Hayashi et al.,1990; Oliveira et al., 2009).

2.7. Histologia

Os testiculos foram fixados em solucdo de Bouin (75,0 mL de Acido
Picrico, 25,0 mL de formaldeido 40% e 5,0 mL de acido acético) por 24h e
posteriormente preservados em alcool etilico 70%. Os oOrgdos foram
seccionados e incluidos em parafina e cortados em micr6tomo com 5 pm de
espessura e corados em hematoxilina e eosina (HE). A analise histolégica foi
realizada segundo Johnsen (1970) bem como o calculo dos scores totais (pode
chegar a 1.000 pontos). Assim, todos os tubulos seminiferos das laminas
histol6gicas foram avaliados sistematicamente e cada um deles recebeu uma

pontuacdo de 1 a 10 de acordo com os seguintes critérios: (I) Score 1 - sem
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células em secéao tubular; (II) Score 2 - sem células germinativas, mas as
células de Sertoli estdo presentes; (lll) Score 3 - as espermatogdnias sao as
Unicas células germinativas presentes; (IV) Score 4 - apenas poucos
espermatocitos (<5) e sem espermatides ou espermatozoéides presentes; (V)
Score 5 - sem espermatozoéides, sem espermatides, mas com varios ou muitos
espermatécitos presentes; (VI) Score 6 - sem espermatozéides e apenas
poucas espermétides (<5-10) presentes; (VII) Score 7 - sem espermatozoides,
mas muitas espermatides presentes; (VIII) Score 8 - apenas alguns
espermatozoides (<5-10) presentes na secdo; (IX) Score 9 - muitos
espermatozdides presentes, mas epitélio germinativo desorganizado com
descamacdo marmoreada ou obliteracdo do Idmen; (X) Score 10 -
espermatogénese completa com muitos espermatozoides (0s espermatozoides
sdo aqui definidos como células que atingiram a forma da cabeca pequena do
espermatozdide) e o epitélio germinativo organizado em uma espessura
regular, deixando um lumen aberto). Para calcular uma pontuacdo média, o
namero de tubulus registrados em cada pontuacdo é multiplicado pela
pontuacdo e a soma de todas as 10 multiplicacdes € dividida pelo numero total
de tubulus registrados. Por uma questdo de clareza, os nimeros de tubulus
encontrados em cada etapa sdo mostrados neste artigo em percentagem do
namero de tubulis. Isso ndo € feito no trabalho de rotina. Para algum propdsito,
as percentagens cumulativas (10 + 9, 10 + 9 + 8 etc.) sdo formadas e estas
podem ser multiplicadas pelo volume total dos testiculos para produzir nimeros

para espermatogénese em termos absolutos (Figura 6).

Para calcular a pontuacdo média (PM), o numero de tubulus registrados
em cada pontuacdo foi multiplicado de 1 a 10 e a soma de todas as 10
multiplicacdes foi dividida pelo numero total de tubulus registrados. Por uma
questdo de clareza, os numeros de tubulus encontrados em cada etapa sdo
mostrados neste artigo em percentagem do numero de tubulis. I1sso néo é feito
no trabalho de rotina. Para algum propdsito, as percentagens cumulativas (10 +
9, 10 + 9 + 8 etc.) sdo formadas e estas podem ser multiplicadas pelo volume
total dos testiculos para produzir nimeros para espermatogénese em termos
absolutos (Johnsen, 1970).
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2.8. Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em meédia + Erro Padrdo da Média. A
analise estatistica foi realizada de acordo a distribuicdo dos dados. Para dados
com distribuicdo paramétrica utilizou-se o teste ANOVA/Tukey e para dados de
distribuicdo ndo paramétrica utilizou-se o teste Kruskal-Wallis/Dunn. O nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.

3. Resultados
3.1. Expanséao das Células Tronco Mesenquimais

ApoOs a extracdo e o isolamento das CTM essas foram expandidas em
frascos de cultura com sucessivos repiques. Em todas as passagens a
viabilidade foi superior a 95%. Na figura 1 podem ser observados os aspectos
das culturas de CTM (Figura 1).

Figura 1 — Aspectos das culturas em expanséo: A — Cultivo em fase inicial (20 dias), aumento
400x; B — Cultura com confluéncia proximo a 60% (7 dias ap6s a primeira passagem — 1

repique), aumento de 400x; C — Cultura em confluéncia superior a 90%, aumento de 100x.

3.2. As Células Tronco Mesenquimais Diferenciam-se em Células

Osteogénicas, Adipogénicas e Condrogénicas in vitro

A confirmagéo que as células em cultivo realmente se tratavam de CTM
se deu por meio das diferenciacdes adipogénica, osteogénica e condrogénica
onde foi possivel identificar o acumulo de lipideos corados com Oil red O, os
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depositos de célcio corados com Alizarin Red e a matriz extracelular rica de

glicosaminoglicanos corados com Azul de Alcian, respectivamente (Figura 2).

Figura 2 — Fotomicrografia das células tronco mesenquimais e das células tronco
mesenquimais em diferenciagdo: (A) cultura indiferenciada, (B) cultura em diferenciacédo
adipogénica com vacuolos lipidicos corados por Oil red O, (C) cultura em diferenciacéo
osteogénica com depositos de calcio corados por Alizarin Red, (D) Cultura em diferenciacédo
condrogénica com matriz extracelular rica de glicosaminoglicanos corada por Azul de Alcian.
Aumento de 400x.

3.3. Parametros biométricos

O peso inicial dos diferentes grupos experimentais nao apresentou
diferenca estatistica (p>0,05). Entretanto, os animais do grupo CN
apresentaram maior peso final e menor perda de peso quando comparado aos
animais dos grupos CP e CP + CTM (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Parametros biométricos de camundongos machos Swiss tratados com o
quimioterapico ciclofosfamida e submetidos ou n&8o ao transplante de células tronco
mesenquimais. Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com agua de injecéo;
Controle Positivo (CP) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg;
e Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados
com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco
mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:
'ANOVA/Tukey; *Kruskall-Wallis/Dunn, p<0,05).

Os pesos absolutos do coragdo, pulmdo e bagco ndo demonstraram
diferenca estatistica (p>0,05). Ja os pesos do figado e rins dos animais do
grupo CP + CTM foram inferiores (p<0,05) aos dos grupos CN e CP. O peso
absoluto dos testiculos dos camundongos do grupo CN foi superior (p<0,05)
aos dos demais grupos experimentais (CP e CP + CTM) (Figura 4 A).

Os pesos relativos dos orgdos coracdo, pulmao, rins, baco e testiculos
nao apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (p> 0,05). Ja o peso do

figado aumentou (p<0,05) no grupo CP em relacdo aos demais (Figura 4B).
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Figura 4. Par@metros biométricos de camundongos machos Swiss tratados com o

quimioterapico ciclofosfamida e submetidos ou ndo ao transplante de células tronco

mesenquimais. Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com éagua de injecgéo;

Controle Positivo (CP) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg;

e Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados

com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco

mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:

ANOVA/Tukey; p<0,05).

3.4. Avaliacédo da integridade do material genético
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A frequéncia de micronucleos do sangue periférico foi maior (p>0,05)
nos grupos CP e CP + CTM, ambos tratados com ciclofosfamida, em relagéo
ao grupo CN (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia de micronlcleo de camundongos machos Swiss tratados com o
quimioterapico ciclofosfamida e submetidos ou n&8o ao transplante de células tronco
mesenguimais. Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com &gua de injecéo;
Controle Positivo (CP) - os animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg;
e Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados
com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco
mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:
ANOVA/Tukey; p<0,05).

3.5. Avaliacéo histolégica

A andlise histopatoldgica demonstrou que a administracdo da
ciclofosfamida reduziu (p<0,05) o escore de qualidade dos tubulos seminiferos
de 981,73 + 3,84 no CN para 831,90 = 50,22 no CP. Isso demonstra uma perda
15,26 pontos percentuais na qualidade do epitélio germinativo. Quando junto a
ciclofosfamida foi transplantadas as CTM o escore subiu de 831,90 + 50,22 no
CP para 953,33 £ 11,34 no grupo CP + CTM. Isso demonstra uma melhora de
14,60 pontos percentuais e assim CN e CP + CTM sé&o estatisticamente

semelhantes.
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Tabela 1. Escore de qualidade testicular de camundongos machos Swiss
tratados com o quimioterapico ciclofosfamida e submetidos ou nédo ao

transplante de células tronco mesenquimais.

Grupos Escore de lesdo
Experimentais testicular
CN 981,73+3,84%
cP 831,90+50,22°
CP+CTM 953,33+11,34%

Legenda: Controle Negativo (CN) - os animais foram tratados com agua de inje¢é@o; Controle
Positivo (CP) - o0s animais foram tratados com ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg; e
Controle Positivo + Células-tronco mesenquimais (CP + CTM) - os animais foram tratados com
ciclofosfamida na dose de 150 mg/kg e transplantados com 1,0x10° células tronco
mesenquimais. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste:
ANOVA/Tukey; p<0,05).

Na figura 6 € possivel observar tubulos seminiferos dos animais dos
grupos experimentais. Nos grupos CN e CP + CTM observa-se tubulos
seminiferos normais e a presenca de espermatides secundarias (Figuras A, D e
C, F). Ja no grupo tratado apenas com ciclofosfamida os tubulos seminiferos
estdo alterados e ndo observa-se espermatozoides (Figura B). Na figura E
nota-se presenca de espermatdcitos primario e secundarios, porém nao

observa-se espermatézoides (Figura E).
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Figura 6. Cortes histolégicos de tlbulos seminiferos dos animais dos grupos experimentais CN
(AeD),CP(BeE)eCP +CTM (C e F). Na figura A as setas vermelhas indicam tdbulos
seminiferos normais com celularidade normal e com a presenca de espermatides secundarias.
Na figura B as setas vermelhas apresentam tubulos seminiferos alterados com uma menor
celularidade, sem a visualizagao de espermatides secundarias. Na figura C as setas vermelhas
apontam para tabulos seminiferos normais com espermatides secundarias. Nas figuras A, B e
C - as setas verdes indicam células de Leydig intersticiais. Nas figuras D, E e F as setas
vermelhas indicam espermétides secundarias/espermatozdides e as setas verdes indicam
espermatécito primario. Na Figura E é possivel notar a auséncia de espermatozéide. A
coloracédo usada foi Hematoxilina/Eosina . As figuras A, B e C estdo em um aumento de 100x e

as figuras D, E e F estdo em um aumento de 400X.

4. Discussao

A medicina tradicional sofre importantes transformacfes e uma das
promessas da medicina do futuro € a medicina regenerativa. Essa constitui-se
da possibilidade de prover a regeneracdo do organismo em nivel celular e/ou
tecidual (Mason; Dunnill, 2008; Acero, 2015). Esse novo paradigma da
medicina provocara transformacfes na ciéncia, nas terapéuticas e na saude
publica (Morrison, 2012; Acero, 2015) e revolucdes serdo criadas na busca da
homeostasia. Para que isso se concretize hd a necessidade de acelerar a
transferéncia de conhecimentos das bancadas dos laboratérios (da pesquisa
basica) para a aplicacéo clinica; aprofundar as observacgdes clinicas em busca
de melhor entendimento dos processos de doenca (fisiopatoldgico), terapéutica
e cura; além de aplicar as inovacdes biotecnolégicas a populagdo com
responsabilidade. Sdo esses o0s preceitos que definem a medicina
translacional, segundo Luz (2018), com modifica¢des.

Baseado nesses conceitos o presente trabalho se propds a testar um
protocolo de explante e cultivo de células tronco do tecido adiposo em modelo
pré-clinico com o intuito de translada-lo, posteriormente, para estudos clinicos.
O protocolo descrito nesse estudo foi adaptado da literatura se mostrou
eficiente em isolar as CTM de pequenos fragmentos de tecido adiposo, a um
baixo custo, em um curto espaco de tempo, sem muitos passos (protocolo
simplificado), sem a necessidade de equipamentos de grande porte e, portanto,
possui potencial para aplicacdo clinica. Outro fato importante a ser informado é

qgue as células utilizadas no presente estudo, realmente, se tratavam de CTM
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visto que as mesmas se diferenciaram em adipocitos, ostedcitos e condrocitos.
Segundo a literatura especializada essas trés diferenciagdes indicam que as
células sdo CTM (Nargesi et al., 2017; Patschan et al., 2018).

Em relacdo ao transplante das CTM foi escolhida a via endovenosa.
Essa é de facil acesso tanto em modelo pré-clinico como clinico e, portanto,
seria de facil adesé@o pela classe médica. Existe uma extensa discussdo na
literatura sobre as diferentes vias de transplante das CTM e alguns autores
citam e fazem a opcao pela colocagdo das células in situ (na lesdo a ser
reparada). Isso se concretiza em lesbes renais (Monteiro et al.,, 2018),
cardiacas (Woudstra et al., 2016; Yamamoto et al., 2018) hepéticas (Eom et al.,
2015), dentre outras. No entanto, outros autores para tratar esses mesmos
tipos de lesbes, fazem uso da via endovenosa (Nargesi et al., 2017; Sun et al.,
2018; Zheng et al., 2019). Em relacdo ao testiculo, em especial, ha relatos
tanto do uso da via endovenosa (Yang et al., 2014) quanto da via intratesticular
(Kadam et al., 2018; Meligy et al., 2019) tanto para modelo pré-clinico (Yang et
al., 2014; Kadam et al., 2018; Meligy et al., 2019) quanto clinico (Smith et al.,
2014). Mas, a nossa preferéncia pela via endovenosa se deve a facilidade de
proceder o transplante e, possivel, menor resisténcia pelo paciente em se
submeter ao procedimento.

Nosso estudo avaliou a frequéncia de danos no DNA induzidos pela
ciclofosfamida em sangue periférico. Essa é uma medida indireta dos danos no
DNA que podem ocorrer também nas células germinativas visto que a
ciclofosfamida € um quimioterapico de acao indireta e que apdés metabolizacdo
no figado, por meio da hidroxilacdo pela enzima CYP2B, libera a 4-
hidroxiciclofosfamida e o seu tautémero, 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, a aldofosfamida sofre clivagem e
libera a mostarda de fosforamida e da acroleina sendo a primeira responsavel
pela acdo antineoplasica e, portanto, causadora de danos no DNA (Colvin et
al., 1976; Fenselau et al., 1977; Sladek, 1988; Zhang; Tian; Zhou, 2006; Veal et
al., 2016). Os nossos resultados indicaram que o transplante das CTM néo
modifica o padrédo de danos no DNA (danos cromossémicos) contabilizados por
meio do ensaio do micronucleo. O aumento da frequéncia de micronlcleos, em

geral, esta associado a pior prognostico e desenvolvimento de doencas
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cronicas (Roth et al.,, 2008) danos teciduais (Wultsch et al., 2014) e
acometimento por cancer (Ravegnini et al., 2015).

Como a maior contribuicdo desse estudo, 0s nossos resultados
demonstraram que a terapia celular com CTM foi capaz de melhorar a
qualidade do epitélio germinativo. A ciclofosfamida como era esperado reduziu
a qualidade do epitélio germinativo o que € condizente com reducdo da
fertilidade e isso se deve as alteracdes histopatoldégicas com a formacdo de
vacuolos (Vaisheva et al., 2007; Tripathi; Jena, 2008; Delbés et al.,, 2010;
Abiodun et al., 2016), estreitamento dos tubulos seminiferos, perda de células
germinativas (Elangovan et al., 2006; Vaisheva et al., 2007; Tripathi; Jena,
2008; Delbés et al., 2010; Abiodun et al., 2016; Onaolopo; Oladipo; Onaolapo,
2017), edema (Rezvanfar et al.,, 2008) e aumento do espaco intersticial
(Rezvanfar et al., 2008; Onaolopo; Oladipo; Onaolapo, 2017). Além disso a
literatura cita diminuicdo na contagem espermatica (Elangovan et al., 2006;
Vaisheva et al., 2007; Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008; Abiodun et
al., 2016; Onaolapo; Oladipo; Onaolapo, 2017), alteracbes morfologicas dos
espermatozoides (Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008; Delbes et al.,
2010) e a diminuicdo do peso dos testiculos e dos epididimos (Elangovan et al.,
2006; Vaisheva et al.,, 2007; Rezvanfar et al., 2008; Tripathi; Jena, 2008;
Delbées et al., 2010). No nosso estudos destacamos reducdo do escore de
qualidade do epitélio germinativo segundo Johnsen (1970) com destaque para
a reducdo deplecdo celular dos tubulos seminiferos e auséncia de
espermatozoides.

Por outro lado, camundongos tratados que ciclofosfamida mas que
receberam a terapia celular com CTM teve o epitélio germinativo e os tubulos
seminiferos reestabelecidos a padrées muitos préximos aqueles observados no
grupo controle negativo. Essa assertiva € confirmada pela auséncia de
diferencias significativas entre os grupos CN e CP + CTM. Assim, pode-se
inferir que as CTM foram capazes de reestabelecer a qualidade do epitélio
germinativo e isso pode corresponder ao reestabelecimento da fertilidade.
Nossos resultados corroboram os estudos de Lue et al. (2007), Monfesi et al.
(2013), Zhang et al. (2014), Yang et al. (2014), Chen et al. (2015), Cakici et al.
(2013) e Mehrabani et al. (2015) que relataram recuperacdo do tecido

testicular.
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Acredita-se que essas melhorias no epitélio germinativo podem ocorrer
por dois mecanismos: (I) a regeneracédo e (Il) a imunomodulacdo por efeito
paracrino). No primeiro caso acredita-se que as CTM administradas,
diretamente na lesdo ou por via endovenosa, tem a capacidade reconhecer a
lesdo e aderir no local a ser regeneracdo. Nesse caso as CTM sofrem
transdiferenciacdo e passam a compor o tecido do 6rgdo auxiliando na
recuperacdo tecidual (Little et al, (2018)) e fisiolégica para se atingir a
homeostasia. No segundo caso acredita-se que as CTM migram até o local da
lesédo e produzem fatores reparadores endogenos, fatores anti-inflamatoérios e
antiapoptoticos que auxiliam na recuperacdo do orgdo/tecido lesionado. Mas,
sem acontecer a integracdo da CTM a matriz tecidual (Souza et al., 2010).

Em relacdo aos parametros biométricos observou-se que a
ciclofosfamida, independentemente do transplante das CTM causou reducao
do peso final e, portanto, foi responsavel por maior perda de peso. Esse fato ja
era esperado devido a toxicidade desse quimioterapico e esse fato foi relatado
também por Michael et al. (2007). JA& em relacdo as variagcbes dos pesos
absoluto dos 6rgdos que pode indicar toxicidade (Michael et al., 2007)
observou-se alteracdes em figado, rins e testiculos. Porém, na avaliacdo do
peso relativo (onde se faz a correcao do peso do 6rgéo pelo peso do animal) s6
foram observadas diferencas entre o grupo CP e os grupos CN e CP + CTM
(sendo esses dois ultimos estatisticamente semelhantes). O aumento do figado
observado no grupo CP pode ter ocorrido pela necessidade de metabolizacao
da ciclofosfamida que € ativada nesse 6rgédo (Colvin et al., 1976; Michael et al.,
2007; Veal et al., 2016). Essa metabolizacdo pode requerer hipertrofia e
hiperplasia do 6rgdo (Michael et al., 2007;). Além disso, o 6rgdo pode
apresentar processo inflamatoério caracteristico da grande atividade e da
hepatomegalia induzida pela ciclofosfamida (Faro et al., 2009).

Frente ao exposto considera-se que a maior contribuicdo desse artigo
para a area é apresentar um protocolo de explante de células tronco
mesenquimais de fragmento de tecido adiposo viavel para ser transladado para
pesquisas clinicas devido ao seu baixo custo e simplicidade, e comprovar,
histologicamente, que a terapia celular melhora a qualidade do epitélio

germinativo em modelo pré-clinico.
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Anexo A - Documento de aprovacgéo emitido pelo Cémite de Etica no Uso
de Animais, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

)

UFMS

Servico Publico Federal
Ministério da Educagéo

Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERT IFICADR

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do tratamento de células
tronco mesenquimais em camundongos Swiss expostos ao quimioterapico
ciclofosfamida: avaliacdo da fertilidade, desempenho reprodutivo, gestacdo e
progénie”, registrada com o n° 920/2017, sob a responsabilidade de Rodrigo
Juliano Oliveira - que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO

GROSSO DO SUL/UFMS, na 12 reunido ordinaria do dia 21/02/2018.

FINALIDADE () Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacédo 1°/03/2018 a 1°/12/2020
Espécie/Linhagem/Raca Mus musculus | Swiss
N° de animais Machos 130 / Fémeas 240 = 370
Peso/ldade 35g / 10 semanas
Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério Central/INBIO/UFMS

Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 23 de fevereiro de 2018.



