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RUSSO, Bruna Monsale; SEMENZIM, Thais Bellintani. Infertilidade masculina
gerada por tumores de células de Leydig combinados as terapias
antineoplasicas. 2015, 48f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharel de
Biomedicina) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2015.

As células de Leydig tem como principal funcdo a producdo de androgenos, tanto
para a regulacdo paracrina da espermatogénese, quanto para a ocorréncia dos
efeitos sistémicos endocrinos, androgénicos e anabdlicos extra testiculares. S&o
responsaveis pela secre¢cdo da testosterona, horménio responsavel pela
masculinizacdo do sistema urogenital masculino. Os diversos tipos de tumores
testiculares causam danos a fungcdo reprodutiva masculina, podendo acarretar
infertilidade em pacientes jovens e em idade reprodutiva. Os tumores testiculares
séo classificados em germinativos e ndo germinativos. A variante mais frequente de
tumores ndo germinativos do testiculo é o tumor que acomete as células de Leydig.
Existem diversos métodos de tratamento para os individuos portadores de canceres
de células de Leydig, sendo possivel a intervencdo cirdrgica, a radioterapia e o
tratamento quimioterapico citotoxico, considerado o mais bem-sucedido no que se
diz respeito as altas taxas de sobrevivéncia. Entretanto, a preocupacédo dos médicos
e cientistas em relacdo aos efeitos colaterais causados pela radioterapia e
guimioterapia vem crescendo, jA que elas ndo apresentam seletividade para os
tecidos tumorais. Tanto os tumores testiculares quanto suas diferentes modalidades
de tratamento possuem um grande impacto deletério sobre a reproducdo humana,
podendo submeter o paciente a um estado de esterilidade transitorio ou, em casos
mais raros, esterilidade permanente.

Palavras-chave: Infertilidade masculina. Neoplasias. Célula de Leydig. Protocolos
de quimioterapia combinada antineoplasica.



RUSSO, Bruna Monsale; SEMENZIM, Thais Bellintani. Male infertility generated
by Leydig cell tumors combined with antineoplastic therapies. 2015, 48f.
Completion of course work — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2015.

Leydig cell's main function is the production of androgens, for both the paracrine
regulation of spermatogenesis, as well to the occurrence of endocrine, androgenic
and anabolic extratesticular systemic effects. They are responsible for the secretion
of testosterone, the hormone responsible for male urogenital system masculinization.
The different types of testicular tumors cause damage to the male reproductive
function and may cause infertility in young patients of reproductive age. Testicular
tumors are classified into germinal and non-germinal. The most frequent variant of
non-germinal cell tumors of the testis is a tumor that affects the Leydig cells. There
are several treatment methods for pacients with Leydig cell cancer, such as surgical
intervention, radiotherapy and citotoxic chemotherapy, which is considered the most
successful when it comes to high survival rates. However, doctors and scientists are
concerned about these methods due to the side effects caused by radiotherapy and
chemotherapy, since they are not selective for tumor tissues only. Both testicular
tumors and their different treatment modalities have a deleterious impact on human
reproduction and may submit the patient to a transitional sterile state or, in rare
cases, to a permanent sterility.

Keywords: Male infertility. Neoplasms. Leydig cells. Combined neoplasic
chemotherapy protocols.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de céancer de testiculo apresentou um aumento drastico nos
ultimos 50 anos (HUYGHE et al., 2003; DELBES et al., 2007), os quais podem ser
classificados em: tumores germinativos, que consistem de 97% dos casos, e 0s
tumores ndo germinativos, que incluem os tumores de células de Leydig. A
testosterona, sintetizada e secretada pelas células de Leydig, além de ser
responsavel pelo comportamento sexual e de influenciar no desenvolvimento das
vias genitais masculinas e da genitalia externa, desempenha importante funcdo na
manutencdo da espermatogénese. Alteracbes dos niveis de testosterona
biologicamente ativa podem acarretar danos a espermatogénese, a maturacao
espermatica no epididimo, ao desenvolvimento e a fungédo secretora das glandulas
sexuais acessorias, considerando-se que estes sao processos andrégeno-
dependentes. A testosterona possui grande importancia para a ocorréncia hormal da
espermatogénese, para a manutencdo e o desenvolvimento das vias genitais e
glandulas acessorias masculinas, enquanto o estradiol possui um relevante papel na
regulacdo indireta da sintese de testosterona, ou seja, sua acdo se da através do
seu controle negativo exercido sobre a liberacdo do horménio luteinizante
(LEJEUNE et al., 1998; de KRAWETZ; DE ROOIJ; HEDGER, 2009; SVINGEN;
KOOPMAN, 2013; SMITH; WALKER, 2014).

Os efeitos virilizantes dos tumores de células de Leydig, devido ao excesso
de secrecdo androgénica, principalmente de testosterona e, em menores
quantidades, androstenediona e dehidroepiandrosterona, acarretam manifestacoes
clinicas que variam de acordo com as fases do desenvolvimento sexual masculino.
Desta forma, na fase da pré-puberdade, € comum a ocorréncia de sinais de
pseudopuberdade precoce, incluindo aumento do tamanho peniano, crescimento
dos pelos pubianos, mudanga de voz e ginecomastia. Na fase adulta, € comum o
aparecimento de sinais de feminilizacdo (AL-AGHA; AXIOTIS, 2007; MARIS et al.,
2015).

Os diversos tipos de tumores testiculares causam danos a funcdo
reprodutiva masculina, incluindo a espermatogénese, podendo acarretar infertilidade
em pacientes jovens e em idade reprodutiva, acometidos por esta doenca. Assim,
tratamentos com quimioterapicos vém mostrando um avancgo importante no que

concerne a cura de pacientes acometidos pela doenca. Por outro lado, o alto indice
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de cura do paciente mediante a utilizacdo de protocolos de quimioterapia conduz a
outro problema, qual seja: a acédo destes agentes ndo € ideal e seletiva, ja que nao
estd restrita apenas as células tumorais, afetando também células normais,
principalmente aqueles tecidos com alta capacidade proliferativa, tais como a
medula O0ssea e o0 epitélio seminifero. Assim, ap0s as terapias anticancer, em
particular, contra o cancer testicular, a alta incidéncia de infertilidade masculina pode
ser observada naqueles pacientes que se encontrem em idade reprodutiva ou com
potencial capacidade (DELBES et al.,, 2007). H4A também que se considerar, no
periodo poés-terapia, o aspecto relativo ao comprometimento da qualidade dos
espermatozoides no que se refere ao nivel de fragmentacédo do DNA ja que séo bem
conhecidas as acfes genotdxicas e mutagénica destes agentes antineoplasicos
(COLPI et al., 2004; BOEKELHEIDE, 2005; CHOY; BRANNIGAN, 2013;
MEISTRICH, 2013;SMITH-WHITLEY, 2014).

Levando em conta, entdo, a possibilidade do retorno a fertiidade ou a
preservacdo da fertilidade, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de terapias
alternativas que, além de garantirem, no futuro, um sémen com numero adequado
de espermatozoides e com motilidade normal, também reduzam a ocorréncia de
danos epigenéticos (GOOSSENS; TOURNAYE, 2014).
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2 OBJETIVOS

Realizar uma revisao bibliografica sobre os efeitos deletérios dos tumores
testiculares, em especial os das células de Leydig, juntamente com os tratamentos

antineoplasicos sobre a fertilidade masculina.
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3 MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo de literatura, por meio de pesquisa nas bases de
dados eletronicas Medline, Pubmed, Lilacs e Scielo. Em todas as bases citadas,
foram realizadas pesquisas simples, sem restricbes quanto ao tipo de estudo, ano
de publicacdo, idioma, campo de busca, espécie e género estudados. Como
estratégia de busca foram utilizados os descritores: Leydig cells (células de Leydig),
testosterone (testosterona), male infertility (infertilidade masculina), steroidogenesis
(esteroidogénese), Leydig cell differentiation (diferenciacdo das células de Leydig),

chemotherapeutic agents (agentes quimioterapicos).
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4 DESENVOLVIMENTO

O testiculo € o 6rgao responsavel pela espermatogénese e pela producédo de
hormdnios androgénicos, principalmente testosterona. Em mamiferos, o testiculo
apresenta dois compartimentos: o compartimento intersticial ou intertubular,
composto por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e células
de Leydig, e o compartimento intratubular, formado pelos tubulos seminiferos. Por
sua vez, os tubulos seminiferos s&o constituidos por células da linhagem
germinativa em diferentes estagios da espermatogénese e espermiogénese
(espermatogbnias, espermatécitos primarios, espermatécitos secundarios,
espermatides redondas e alongadas), organizadas em camadas concéntricas, por
células de Sertoli e pelas células mioides (Figura 1) (KRAWETZ; DE ROOIJ;
HEDGER, 2009; MURTA; GOMES; MARTINEZ, 2013).

Figura 1 - As células intersticiais, principalmente as células de Leydig
esteroidogénicas, estdo distribuidos por todo o espago entre os tubulos. Cada tubulo
estd rodeado por uma membrana basal e uma camada de células peritubulares, e o
epitélio compreende as células germinativas em desenvolvimento e que suportam as
células de Sertoli.
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As células de Sertoli se estendem desde a lamina basal até o limen do tabulo
seminifero e desempenham diversas funcdes importantes no processo
espermatogénico, incluindo o suporte estrutural e nutricional das células
germinativas, formagéo da barreira hematotesticular, secre¢éo de fluido testicular e
de fatores paracrinos, autécrinos e endécrinos (FOLEY, 2001).

O processo espermatogénico estd sob o controle neuroenddécrino do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal e tem inicio a partir da puberdade, devido a um
aumento na secrecdo das gonadotrofinas horménio foliculo-estimulante (FSH) e
hormonio luteinizante (LH). O FSH interage com receptores localizados nas células
de Sertoli, sendo sua liberacéo regulada pela testosterona e pela inibina, enquanto o
LH estimula as células de Leydig a produzirem andrégenos, principalmente
testosterona (MARTY et al., 2003). O mecanismo de feedback regula a secrecéo de
LH em funcdo da concentracdo plasmatica de testosterona circulante (CARVALHO,
2001).

Normalmente, as células de Leydig estdo dispostas no intersticio testicular em
feixes ou grupos celulares situados proximos a vasos sanguineos, provavelmente
em decorréncia da funcdo enddcrina exercida por essas células (RUSSELL, 1996).
A ultraestrutura evidencia sua atividade esteroidogénica, apresentando reticulo
endoplasmatico liso bem desenvolvido e mitocondrias com cristas tubulares
(RUSSELL et al.,, 1996). A testosterona sintetizada pelas células de Leydig pode
ainda ser convertida em dihidrotestosterona, pela acdo da enzima 5 a-redutase, e
em 17 [B-estradiol, pela acdo da enzima aromatase (STOCCO, 1996). Assim,
concentracfes adequadas de testosterona sdo necessarias para a diferenciacao
sexual masculina na fase fetal (WU et al., 2007), para o estabelecimento do inicio da
puberdade, desenvolvimento e a manutencdo dos caracteres sexuais masculinos
secundarios e manutencao do processo espermatogénico (SHARPE, 1994; ZIRKIN;
CHEN, 2000; DE GENDT et al., 2004; WU et al.,, 2007). Particularmente, a
dihidrotestosterona é responséavel pela manutencéo funcional das glandulas sexuais
acessorias e do epididimo (STEERS, 2001; ROBAIRE; HAMZEH, 2011). Além disso,
a célula de Leydig estd envolvida na sintese de outras substancias bioativas que
atuam na regulagdo paracrina e autocrina da fungéo testicular (TAHKA, 1986; 1989).
Estas substancias, tais como B-endorfina, horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e
horménio melanotrofico (MSH), participam no controle autécrino e paracrino das

funcdes das células de Leydig e de Sertoli (BARDIN et al., 1987). Desta forma, as
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células de Leydig possuem influéncia direta na determinacdo do niumero definitivo de
células de Sertoli pela agdo da B-endorfina. Da mesma forma, as células de Sertoli
parecem controlar a populacdo das células de Leydig e sua capacidade
esteroidogénica, por meio da secrecdo de fatores de crescimento estimulados pelo
FSH e por andrégenos (DE GENDT et al., 2005; BARSOUM; YAO, 2010; HAZRA et
al., 2013; SVINGEN; KOOPMAN, 2013).

4.1 Morfofisiologia e desenvolvimento das células de Leydig

Em humanos, a diferenciacdo das gbdnadas masculinas inicia-se na sexta
semana de gestacdo, com a diferenciacdo do epitélio celomatico em corddes
sexuais medulares e, posteriormente, em tubulos seminiferos, e do blastema
gonadal em intersticio. A diferenciacdo funcional da primeira geracdo de células de
Leydig parece comecar entre a sexta e a sétima semana de gestacdo, quando a
testosterona pode ser detectada no testiculo fetal humano, atingindo seu nivel
maximo entre a 122 e 152 semana (HABERT et al., 2001). Nesta fase do
desenvolvimento, a testosterona secretada pelas células de Leydig é responséavel
pela masculinizacdo do sistema urogenital masculino (LEJEUNE et al., 1998). Além
disso, a conversao de testosterona em dihidrotestosterona, pela enzima 5a-
redutase, € essencial para a masculinizacdo da genitalia externa (HABERT et al.,
2001) e para o desenvolvimento das glandulas sexuais acessérias (FLICKINGER,
1970; HAYWARD e CUNHA, 2000; RADMAYR et al., 2008).

Séo identificadas duas populacdes de células de Leydig: as células fetais de
Leydig (CLFs) e as células de Leydig adultas, que diferem quanto a morfologia e
funcdo. No periodo embrionario, enquanto algumas das células mesenquimais do
intersticio testicular se diferenciam em células de Leydig fetais e em outros tipos
celulares presentes no intersticio testicular, outras mantém suas caracteristicas
indiferenciadas e consistem em precursores para as células de Leydig adultas (CLA)
(Figura 2) (GE et al.,1996; ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001).
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Figura 2 - Linhagem da célula de Leydig. CLA, Células de Leydig adultas.
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Fonte: (ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001)

A populagdo de células de Leydig adultas se distribui em diferentes
subpopula¢des que surgem, na fase pos-natal, desde a pré-puberdade até as fases
de puberdade e adulta. A maturacdo pds-natal das células de Leydig adultas envolve
a proliferacdo de células precursoras, a diferenciacdo das ceélulas precursoras em
células progenitoras, de progenitoras em células de Leydig denominadas recém-
formadas adultas, de células de Leydig recém-formadas adultas em células de
Leydig adultas imaturas e, finalmente, a diferenciacdo destas Ultimas em células de
Leydig adultas maduras (Figura 2) (ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001;
CHEN et al., 2010).

A diferenciacdo das células precursoras em células progenitoras é a primeira
etapa no processo de diferenciacdo das células de Leydig. Embora as células
precursoras e progenitoras de células de Leydig sejam morfologicamente
semelhantes, as células progenitoras expressam enzimas esteroidogénicas e sdo
capazes de produzir andrégenos. Os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nas etapas da diferenciagcdo das células progenitoras ainda ndo séo
totalmente conhecidos. Embora evidéncias confirmem que as células de Leydig
progenitoras possuam receptores para LH, é incerto se estas células sé&o
responsivas ao LH no inicio de sua diferenciagdo (ARIYARATNE; MENDIS-
HANDAGAMA, 2001).
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A etapa seguinte no processo de diferenciacdo das células de Leydig envolve a
conversao de células progenitoras em células de Leydig adultas recém-formadas, as
guais apresentam caracteristicas morfologicas distinguiveis, principalmente com
relacdo a alteragdo na forma da célula, que se torna poligonal. Além disso, esta
citodiferenciagdo é acompanhada pela migracdo das células das regifes
peritubulares para a porcédo mais central do intersticio. O conteudo citoplasmatico de
células de Leydig adultas recém-formadas € escasso, com pouca ou nenhuma
goticula lipidica citoplasmética e, por conseguinte, o nlcleo apresenta-se extenso e
proeminente. Além disso, as células ndo contém a enzima 11(3-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 1 (11p-HSD1) (ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001).

As células de Leydig adultas imaturas apresentam citoplasma amplo, contendo
grande quantidade de goticulas lipidicas, o que acarreta aumento em seu tamanho.
Em contraste com as células de Leydig adultas recém-formadas, toda a populacéo
de células adultas imaturas apresenta atividade das enzimas do citocromo P450
(P450scc ¢ P45c17) e das enzimas para 0 metabolismo de testosterona 3f-
hidroxiesteroide desoxidrogenase (3p- HSD) e 17B3-hidroxiesteroide desoxidrogenase
(17B-HSD) (SHAN, 1993; ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001; HAIDER,
2004;).

A diferenciacdo das células de Leydig adultas imaturas em maduras, que ocorre
na puberdade, consiste na etapa final do processo e € caracterizada pelo aumento
significativo no tamanho celular, as células adquirem morfologia arredondada e
desaparecimento de goticulas lipidicas citoplasmaticas. Com o aumento gradual do
volume das organelas, tais como o reticulo endoplasmatico liso e mitocondriais,
essas células passam a apresentar maior atividade das enzimas esteroidogénicas,
particularmente, da 17B-HSD que catalisa a etapa final na biossintese de
testosterona, além de reducdo da atividade das enzimas que metabolizam a
testosterona e aumento na expressao na resposta dos receptores ao horménio LH, a
ocorréncia desse evento contribui para o aumento da atividade secretora de
testosterona pelas células de Leydig, que define o inicio da puberdade (SHAN;
HARDY, 1992; ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001).

O nulcleo da célula de Leydig adulta madura € ovoide ou arredondado,
posicionado excentricamente, a heterocromatina estd geralmente localizada

adjacente ao envoltério envelope nuclear, o nucléolo é grande e proeminente
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(RUSSELL, 1996). O citoplasma ¢é densamente preenchido por reticulo
endoplasmatico liso (REL) e por mitocéndrias, as quais apresentam cristas tubulares
e que estdo em intima associacdo com o REL, através de pequenos filamentos que
se estendem de uma organela a outra (RUSSELL, 1996). Nas células que produzem
esteroides, como o caso da célula de Leydig, ha presenca de muitos peroxissomos.
Estes estdo envolvidos na B-oxidacdo dos acidos graxos e na biotransformacao e
metabolismo do colesterol (MENDIS-HANDAGAMA et al., 1990; MENDIS-
HANDAGAMA, 1997).

Além de fatores testiculares locais, tais como, testosterona intratesticular e
fatores mitogénicos produzidos pela célula de Sertoli, alguns fatores de crescimento
sao capazes de regular a proliferacéao, diferenciacéao e funcéo endocrina da célula de
Leydig, tais como aa interleucinas la (IL-1a) e 6 (IL-6), os fatores de crescimento
"insulin-like” tipo 1 (IGF-1) e tipo 2 (IGF-2), os fatores de transformagcdo do
crescimento a (TGF-a) e B (TGF-B) e o fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF-A) (Figura 3) (ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001).

Figura 3 - Representacdo esquematica resumindo a regulacdo da diferenciacdo da
célula de Leydig adulta no testiculo pés-natal. CLA, as células de Leydig adultas; TH,
hormdnio da tireoide; +, Estimulacao; -, inibicdo.
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Fonte: (ARIYARATNE; MENDIS-HANDAGAMA, 2001)
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4.2 Esteroidogénese testicular

As células de Leydig (CL) tem como principal funcdo a producdo de andrégenos,
tanto para a regulagdo paracrina da espermatogénese no testiculo, quanto para que
a ocorréncia dos efeitos sistémicos enddécrinos, androgénicos e anabdlicos extra
testiculares. No periodo embrionario, as células de Leydig iniciam o processo de
producao de andrégenos, o que é fundamental para que ocorra a masculinizacdo do
feto. Sua atividade enddcrina testicular pode continuar por meses apdés o0
nascimento, seguido de inatividade hormonal até a puberdade. Neste periodo de
inatividade, as células de Leydig degeneram ou diferenciam-se em células de Leydig
adultas (CLA) durante a pré-puberdade, no caso dos roedores, ou na puberdade, em
primatas, devido a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-testicular (TEERD;
HUHTANIEMI, 2015).

Sabe-se que as células de Leydig sdo capazes de produzir andrégenos 5a-
reduzidos a partir da testosterona. Ademais, os metabdlitos 5a-reduzidos DHT e 3-
androstanediol sdo os andrégenos predominantes no testiculo durante a puberdade
devido ao pico da atividade da enzima 5a-redutase nesta fase. Devido a maior
poténcia de acdo da dihidrotestosterona, a espermatogénese pode ocorrer
normalmente, mesmo na auséncia de altas doses de testosterona nos testiculos,
como ocorre no periodo da puberdade (STOCCO; MCPHAUL, 2006).

A esteroidogénese testicular fundamenta-se quase inteiramente na producéo de
andrégenos no compartimento intersticial do testiculo. Os andrégenos sao
produzidos por cerca de 500 milhdes de células de Leydig intersticiais, controladas a
partir da liberacéo pulsatil do horménio luteinizante (LH), que promove seus efeitos
guando interage com seu receptor especifico localizado na superficie de membrana
das células de Leydig (STOCCO; MCPHAUL, 2006).

A testosterona é o andrégeno biologicamente mais importante sintetizado no
testiculo por meio de uma sequéncia de reacfes enzimaticas, que se iniciam quando

0 colesterol € convertido a pregnenolona, o primeiro esteroide produzido no
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processo. A pregnenolona, apds participar de algumas intermediacdes, é convertida
em testosterona (Figura 4) (STOCCO; MCPHAUL, 2006).

Figura 4 - Diferencas na cascata esteroidogénica entre células de Leydig fetais
(CLF), células de Leydig progenitoras (CLP), células de Leydig imaturas (CLI) e células
de Leydig adultas (CLA). A linha tracejada representa a diferenca entre o CLP e CLI.
As principais diferengas entre os diferentes tipos de CL estdo nos produtos finais
androgénicos e na capacidade de CLF para produzir glicocorticoides. DHEA:
desidroepiandrosterona.
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Fonte: (TEERDS, 2015)

As células de Leydig utilizam duas vias distintas, escolhidas de forma
espécie-especifica, para a sintese de androgénios. A via A4, apds a conversao do
colesterol em pregnenolona é seguida pela via pregnenolona — progesterona —
androstenediona — testosterona, e é encontrada na maioria dos roedores, incluindo
ratos e camundongos. Ja a via A5, é seguida pela via colesterol — pregnenolona —
17a-hidroxipregnenolona —  desidroepiandrosterona — androstenediona —
testosterona, estando presente em cachorros, coelhos, porcos, humanos e primatas.
Niveis significativos de outros esteroides também podem ser produzidos a partir da
metabolizagado da testosterona (Figura 5) (STOCCO; MCPHAUL, 2006).
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Figura 5 - Biossintese de esteroides nas células de Leydig, mostrando as etapas da
conversdo enzimatica de colesterol em testosterona. A cadeia lateral do colesterol &
clivada pela enzima citocromo P450scc, sendo convertido em pregnenolona e, em
sequéncia, é convertida a 17a-hidroxipregnenolona e em desidroepiandrosterona,
pela acao da enzima citocromo P450 17a-hidroxilase/liase 17. A pregnenolona também
pode ser convertida em progesterona por meio da acdo da 3-B-hidroxiesteroide
desidrogenase e, em seguida, para 17a-hidroxiprogesterona e androstenediona pela
enzima citocromo P450 17a-hidroxilase/liase 17,20. Androstenediona é entéo
convertida a testosterona através da acdo da 17-cetoesteroide redutase. A
testosterona também pode ser convertida em di-hidrotestosterona pela acdo da
enzima 5a-redutase. De um modo geral, a enzima citocromo p450 é encontrada na
mitocondria e o restante das enzimas sdo encontrados no citoplasma de células
esteroidogénicas. P450scc (cytochrome P450 cholesterol side chain cleavage),
3BHSD, 3B-hidroxiesteroide desidrogenase/A5-AdAisomerase; P450c17, citocromo
P450 17a-hidroxilase/17,20 liase; 17KSR, 17-cetoesteroide
redutase/17Bhidroxiesteroide desidrogenase; P450arom, citocromo P450 aromatase;
5aRED, 5a redutase.
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As células esteroidogénicas podem fazer uso de quatro fontes de colesterol para

a realizacdo do processo de esteroidogénese: 1) sintese “de novo” no RE; II)

colesterol armazenados em goticulas de lipidios, na forma de ésteres de colesterol;

[Il) captacdo do HDL circulante por meio do receptor B1 (SR-B1); e IV) absorcao de

LDL por meio de endocitose mediada por receptores. Ainda que as células

esteroidogénicas sejam capazes de realizar sintese "de novo" de colesterol no RE,

sua alta demanda no processo esteroidogénico determina a importacao eficiente do
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colesterol encontrado nas lipoproteinas circulantes, principalmente derivados de
fontes dietéticas. Para isso, € necessario que haja controle na absorcao celular,
transporte e utilizacdo de colesterol. A HMG-CoA redutase, fundamental para a
sintese de colesterol, requer concentracbes adequadas de LDL para o seu
funcionamento adequado. A LDL se associa ao colesterol, que é absorvido por meio
do reconhecimento dos receptores para LDL, encontrados na superficie das células.
Assim, € providenciada a fonte primaria de esterol intracelular na maioria dos
mamiferos (STOCCO; MCPHAUL, 2006).

Esteres de colesterol e LDL s&o reconhecidos e se ligam a receptores
especificos na membrana plasméatica das células de Leydig, onde séo internalizados
por endocitose. As vesiculas endociticas formadas se fundem com os lisossomos,
causando a hidrolise da porcdo proteica da LDL em aminoacidos livres e
subsequentemente armazenados ou diretamente convertidos em colesterol livre e
usados para a sintese de horménios esteroides; ja os ésteres de colesterol séo
hidrolisados a colesterol livre por meio da lipase acida lisossomal (LAL). O colesterol
uniesterificado pode ser usado como substrato para a esteroidogénese ou pode ser
reesterificado para o armazenamento em goticulas lipidicas pela acil-CoA. (MILLER;
BOSE, 2011).

Os ésteres de colesterol HDL, em contraste com a via de endocitose dos
receptores de LDL, sdo capazes de penetrar a célula pela via SR-B1, além de
sofrerem a acdo da enzima lipase hormdnio-sensivel (LHS). A LHS é amplamente
expressa, especialmente nos tecidos adiposos, mobilizando os depdésitos de gordura
devido a hidrolise de triglicérides e de fosfolipidios. A LHS testicular possui atividade
divergente a presente no tecido adiposo em relacdo a estrutura e a regulacéo
durante o desenvolvimento. Existe uma acdo conjunta da ACAT, LHS, e LAL
encontrando uma constancia para ajustar a distribuicdo relativa de colesterol em
suas formas livre e esterificada (MILLER; BOSE, 2011).

4.3 Tumores testiculares: epidemiologia e classificacao

O céancer de testiculo € a neoplasia maligna com maior frequéncia em
pacientes do sexo masculino na faixa etaria entre 18 e 35 anos. Os tumores
testiculares séo classificados em germinativos e ndo germinativos. Os tumores
germinativos, que incluem o0s seminomas, 0S hao-seminomas (carcinoma

embrionario, teratoma, coriocarcinoma, tumores do saco vitelino) e os tumores
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mistos, correspondem a 90% das neoplasias testiculares e a 0,5% das neoplasias
do sexo masculino, tendo maior incidéncia em homens brancos (SOUZA et al., 2005;
MARTIN et al., 2007).

Dentre os fatores de risco mais comuns para 0 surgimento de uma neoplasia
testicular, destacam-se a criptorquidia e a historia familiar (SOUZA et al., 2005;
MARTIN et al., 2007). A possibilidade de se considerar microlitiase testicular como
um fator de risco, bem como uma lesdo pré-tumoral ainda ndo foi totalmente
comprovada, porém é recomendado o controle semestral ou anual em casos da
presenca de testiculo com microlitiase associado a neoplasia tratada no testiculo
contralateral (SOUZA et al., 2005). Tal fato se da devido a heterogeneidade do
intervalo de tempo entre o diagnostico de microlitiase e o aparecimento de tumores
testiculares, podendo variar de seis meses e dez anos (COELHO et al., 2005).

Na maioria dos casos, a microlitiase ndo apresenta sinais clinicos e o
diagnéstico é feito por meio de ultrassonografia, onde podem ser visualizadas
multiplas microcalcificacdes de 1 a 2 mm de diametro, distribuidas aleatoriamente
por todo o testiculo. Sua incidéncia € minima, variando de 0,6 a 6,7%, e pode ter
surgimento de forma isolada em casos raros, contudo a porcentagem de casos
associados a tumores testiculares € de 30 a 40% (COELHO et al., 2005).

Dentre os tumores germinativos, 0 seminoma € o tipo mais frequente entre a
populacdo adulta, correspondendo a 45 a 50% dos casos, enquanto na populagéao
infantil, o tumor germinativo mais comum é o tumor do saco vitelino, ocorrendo em
80% dos casos (DIAS NETO et al., 2002).

Morfologicamente, o seminoma é caracterizado pela presenca de células
semelhantes as células germinativas primitivas associadas a infiltrado linfocitario
(Figura 6), e séo divididos em trés subtipos: o classico, presente em 85% dos casos,
0 anaplasico, compreendendo de 5% a 10% dos casos, e 0 espermatocitico, com
incidéncia de 4% a 6%. O seminoma anaplasico € o tipo que apresenta o pior
prognéstico devido a baixa sensibilidade ao tratamento radioterapico (SOUZA et al.,
2005).

Figura 6 - Seminoma classico. HE, 400x. Células neoplasicas isoladas com
nucleos redondos, nucléolo evidente e citoplasma claro.
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Fonte: (SOUZA et al., 2005)

O tumor germinativo ndo seminomatoso mais frequente € o carcinoma
embrionario, originado a partir da linhagem de células totipotentes, das quais podem
derivar vérias linhagens neoplasicas simultdneas (SOUZA et al., 2005).

Em contrapartida, a classe de tumores ndo germinativos, compreendendo 0s
tumores de células de Sertoli, tumores de células de Leydig, gonadoblastomas e
tumores mistos, possui uma ocorréncia mais rara, correspondendo a apenas 2 a 3%
das neoplasias testiculares, os fatores de risco relacionados a estes tipos de
tumores incluem os genéticos, os congénitos, como a criptorquidia anteriormente
citada, os hormonais e os adquiridos, tais como a atrofia e trauma testicular (DIAS
NETO et al., 2002; SOARES et al., 2003).

4.4. Tumores de células de Leydig

A variante mais frequente de tumores ndo germinativos do testiculo é o tumor
gue acomete as células de Leydig e, apesar de apresentarem-se raros,
correspondem a cerca de 1-3% das neoplasias testiculares gerais (SOARES et al.,
2003;). Ambos os testiculos sdo acometidos pelo tumor em uma mesma frequéncia,
sendo bilateral em 3% dos casos. As maiores incidéncias de tumores de células de
Leydig ocorrem na infancia, resultando em 20% a 25% dos casos, ou em adultos da

guarta e quinta década de vida. No entanto, € possivel que os homens sejam
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afetados por este tipo de neoplasia durante qualquer faixa etaria (SOARES et al.,
2003).

O quadro clinico é evidenciado por uma massa testicular acompanhada ou
precedida por manifestagdes hormonais em 20% dos casos, caracterizando-se pela
masculinizacdo infantil, conhecida como sindrome de pseudopuberdade precoce,
em que ocorre 0 aumento do volume dos O6rgdos genitais externos, pilosidade
pubica, axilar e facial; e feminizacdo no adulto causando ginecomastia, diminuicéao
da libido, disfuncéo erétil e infertilidade (SOARES et al., 2003).

A distingdo entre as formas benignas e malignas dos tumores de células de
Leydig é realizada pela verificacdo da auséncia ou da presenca de metastases, as
guais surgem, por ordem de frequéncia, nos ganglios retroperitoniais, pulméo, figado
e 0sso. Além disso, existem critérios anatomopatolégicos que indicam possivel
malignidade, compreendendo a existéncia de tumor com dimensao superior a 5
centimetros, pleomorfismo celular e indice mitético elevado, invasdo capsular,
vascular e do corddo espermatico, aneuploidia e elevada imunoreatividade para o
antigeno nuclear de proliferagéo celular. Pacientes com tumores classificados como
malignos seguem com mau prognostico, com uma sobrevida média de 2 anos, uma
vez que ndo apresentam resposta positiva a radioterapia e a quimioterapia; ao
contrario de pacientes com tumores benignos, que tendem a se encaminhar com um
prognostico favoravel (SOARES et al., 2003).

Os tumores sao constituidos predominantemente ou totalmente por células de
Leydig, que possuem aspecto grande e poliédrica, citoplasma granular eosinofilico,
podendo ser vacuolizado e conter pigmentos de lipofuscina. Seu nudcleo, redondo e
monomorfico, contém um pequeno nucléolo e exibe atipias leves e raras figuras de
mitose. Frequentemente sdo encontrados cristais de Reinke, que podem variar em

namero e em tamanho (Figura 7) (FILHO et al., 2007).

Figura 7 - (A) Corte histolégico do tumor das células de Leydig. As células tumorais
possuem um citoplasma abundante, eosinofilico e finamente granular, com nucleos
redondos regulares, alguns com nucléolos Unicos ou multiplos visiveis. Os nucleos
sdo centrais ou excentricos. Observa-se o0s limites celulares e o0s septos
fibrovasculares entre as células tumorais. As por¢cles claras do citoplasma
evidenciam a presenca de lipideos (hematoxilina-eosina, aumento total x400).

(B) Os granulos de lipofucsina citoplasmaticos sdo bem evidenciados nas células
tumorais, sendo uma das principais caracteristicas morfolégicas para o diagndstico
de tumor de células de Leydig (PAS; aumento total x400).

(C) Cristais de Reinke intracitoplasmaticos presentes em células de Leydig tumorais.
Os cristais aparecem como estruturas refrateis, cilindricos, retangulares ou
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romboides dispostas de uma forma linear (setas). A identificacdo de cristais de
Reinke é muito util para a distincdo entre tumor das células de Leydig e outras lesGes
semelhantes (hematoxilina-eosina, aumento total x800).

(D) Marcacdo imunopositiva citoplasmatica para a B-inibina, a qual consiste em
marcador sensivel e especifico para distinguir entre tumores de células de Leydig dos
tumores de células germinativas (reacdo imuohistoquimica para marcacao da proteina
B-inibina, aumento total x400).

Fonte: (AL-AGHA; AXIOTIS, 2007)

Os mecanismos que acarretam tumores de células de Leydig ainda sdo pouco
conhecidos. Um dos possiveis fatores inclui alteracées no eixo hipotalamo-hipofise-
testiculo, acarretando uma excessiva estimulacdo nas células de Leydig devido aos
altos niveis de LH. Desta forma, danos estruturais nos receptores de LH e nas
proteinas G acopladas a estes receptores podem estar envolvidos na inducao da
tumorigénese das células de Leydig. Os receptores de LH (LHR) sdo acoplados a
proteina G e possuem em sua estrutura sete dominios transmembréanicos, tendo
como funcdo mediar a transducdo de sinal por meio da ativacdo de proteinas G
heterotriméricas. No decorrer da embriogénese do sexo masculino, a atuacao da
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gonadotrofina coriénica humana (hCG) sobre o LHR culmina com a producdo de
testosterona e, sendo assim, € responsavel pela virilizacdo do trato genital. Durante
a puberdade, o LHR medeia a acdo de LH na sintese de testosterona pelas células
de Leydig (BOOT, 2011).

Mutacbes que causam inativacdo do gene LHR podem acarretar hipoplasia
das células de Leydig, ocasionando distirbios do desenvolvimento sexual e
ocorréncia de puberdade precoce limitada aos individuos do sexo masculino
independente de gonadotrofinas. A alteragdo se caracteriza como sendo um
distarbio autossémico dominante, uma vez que a hiperplasia de células de Leydig
imprépria ocorre em resposta a uma ativacdo constitutiva do LHR. As mutacdes
ativadoras acontecem principalmente no sexto dominio transmembranico da LHR,
em que diversas substituicdes de residuo de &cido aspartico na posicdo 578 foram
relatados: D578G-LHR, D578YLHR e LHR-D578H (BOOT, 2011).

As células de Leydig sao responsaveis pela sintese dos andrégenos, que irdo
estar acoplados ao receptor de andrégeno (RA), pertencente a familia de receptores
nucleares, e assim desencadear os eventos celulares imprescindiveis para o inicio
da espermatogénese (MESQUITA, 2009). O complexo RA, quando deslocado para o
ndcleo, reconhece uma sequéncia especifica do DNA e dos elementos androgénicos
responsivos (ARE - androgen response elements). Sendo assim, havera o
recrutamento de coativadores, auxiliando o inicio da transcricdo de genes regulados
por andrégenos (MARIS et al., 2015).

O RA é capaz de induzir a expressao génica e promover a progressao do
ciclo celular (MESQUITA, 2009). As mutacdes no gene RA sdo causadoras da
sindrome de insensibilidade androgénica e, como resultado do desequilibrio
hormonal, est4d associada a um maior risco de desenvolvimento de tumores
testiculares. A realizacdo de estudo imunohistoquimico em testiculos de pacientes
portadores da sindrome da sensibilidade ao andrégeno demonstraram aumento da
expressdo de citocromo P450 aromatase como sendo uma das alteracdes
moleculares responsaveis pelo aumento do risco de tumor de células de
Leydig (MARIS et al., 2015).

Alteragbes no gene RA também podem ocasionar desenvolvimento sexual
masculino anormal, uma vez que 0s androgenos participam ativamente no
desenvolvimento e nas respostas fisioloégicas que levam ao inicio e manutencdo do

processo espermatogénico e a diferenciacdo sexual masculina tanto no periodo
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fetal, quanto pés-natal. Desta forma, um dos fatores que pode levar a infertilidade
masculina pode estar relacionado a mutacfes no gene RA (MESQUITA, 2009).

O prognostico dos pacientes diagnosticados com neoplasia de célula de
Leydig € normalmente favoravel, uma vez que o tumor possui crescimento lento e

propicia o diagnostico ainda nos estagios iniciais da doenc¢a (FILHO et al., 2007).

4.5. Tratamento dos tumores de células de Leydig e infertilidade

Apesar da incidéncia do cancer de células de Leydig ser considerada baixa,
houve um aumento significante de casos envolvendo este tipo de tumor, o qual
dobrou o numero de casos descritos desde 1936. Levando em consideracdo este
aumento, também ocorreu consideravel melhora de 90% nas taxas de sobrevida
devido ao desenvolvimento de tratamentos mais eficientes (DIAS NETO et al.,
2002).

Existem diversos métodos de tratamento para os individuos portadores de
canceres testiculares, dentre eles os tumores de células de Leydig, sendo possivel a
intervencao cirdrgica, por meio de orquidectomia uni ou bilateral; a radioterapia, bem
como o tratamento utilizando quimioterapicos citotéxicos, considerado o mais bem-
sucedido no que se diz respeito as altas taxas de sobrevivéncia. Embora os
tratamentos utilizando quimioterapia e radioterapia constituam um importante avanco
da medicina na area de oncologia e tragam esperangca para muitos pacientes,
paralelamente a estas conquistas terapéuticas, vem crescendo a preocupacao dos
médicos e cientistas em relacdo aos efeitos colaterais causados por estas terapias,
ja que elas ndo apresentam seletividade para os tecidos tumorais (OLIVEIRA,;
OSELAME; NEVES, 2014).

Tanto os tumores testiculares quanto suas diferentes modalidades de
tratamento, possuem um grande impacto deletério sobre a reproducdo humana,
podendo submeter o paciente a um estado de esterilidade transitério ou, em casos
mais raros, esterilidade permanente (PASQUALOTTO; PASQUALOTTO, 2007). A
prevencdo da toxicidade gonadal tornou-se um dos alvos de interesse nesta area
pois células da linhagem germinativa estdo em constantes processos de meiose e
mitose e, portanto, sdo mais vulneraveis a quimioterapia e a radioterapia, além do

fato de que muitos pacientes tratados sdo criancas, adolescentes ou adultos em
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idade fértil, ainda sem um planejamento familiar definido (RUSSELL & RUSSELL,
1991; OLIVEIRA; OSELAME; NEVES, 2014).

Evidéncias sugerem que o processo da doenca em si influencia a
espermatogénese. Ainda, nos casos da existéncia de tumores testiculares, a
alteracdo do processo espermatogénico observada antes do inicio do tratamento
nao possui relacdo com o estagio inicial da doenca nem com a extensdo ou
gravidade dos sintomas conferidos pela neoplasia (GONCALVES, 2010). Portanto,
na maioria dos pacientes que apresentam céancer nos testiculos, a reducdo da
gualidade espermatica ocorre antes da introducdo de qualquer forma de tratamento
e posteriormente, observa-se uma deterioracdo na espermatogénese devido aos
danos, quer sejam temporarios ou permanentes, acarretados pelos agentes
guimiotaxicos. O efeito negativo do cancer sobre a fertilidade pode estar relacionado
a mecanismos locais, tais como a destruicdo tecidual direta, ou a mecanismos
sistémicos, como a liberacdo de citocinas e de outros fatores imunolégicos
(PASQUALOTTO; PASQUALOTTO, 2007; TROTTMANN et al., 2007).

Com relacdo aos tratamentos quimioterapicos e/ou radioterapicos, estes
podem causar danos sobre o sistema reprodutor masculino. Dentre eles, pode-se
destacar as disfungbes enddcrinas, como a reducdo dos niveis de testosterona e,
consequente reducdo na producdo de espermatozoides, e as alteracdes do epitélio
seminifero, as quais dependem do tipo, da dose e da duracdo do tratamento, além
da localizacdo do tumor. Estes danos podem resultar em comprometimento da
fertilidade e, em casos mais graves, auséncia total de espermatozoides no ejaculado
(OLIVEIRA; OSELAME; NEVES, 2014).

A acao deletéria dos agentes antineoplasicos depende de seu mecanismo de
acdo em diferentes etapas da sintese do DNA, transcricao e traducao (ALMEIDA et
al., 2005). Além disso, estas drogas podem alcancar facilmente as células de Leydig,
de Sertoli e espermatogbnias, bem como atravessar liviemente a barreira
hematotesticular, causando danos nas células germinativas em estagio final de
maturacdo (TROTTMANN et al., 2007).

Os agentes alquilantes amplamente utilizados em oncologia, como por
exemplo a cisplatina e a carboplatina, interferirem no DNA por meio da alquilacéo e
séo responsaveis pelas acdes deletérias mais graves sobre as gbnadas masculinas
(OLIVEIRA; OSELAME; NEVES, 2014). Sua acao citotdéxica deve-se as ligacOes
cruzadas as fitas complementares de DNA (ROBERTS & PASCOE, 1972). Essas
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interacOes cruzadas ocorrem inter e intra-fita, com acoplamento mono e bifuncional
com as bases, principalmente as purinas (EVANS et al., 1982).

Dentre os varios efeitos adversos da terapia com agentes quimioterapicos
alquilantes destaca-se a nefrotoxicidade (GONZALES-VITALE et al.,, 1977), a
ototoxicidade (KOVACH et al., 1973), a degeneragédo axonal e desmielinizagdo dos
neurénios periféricos (REINSTEIN et al., 1980) e a acdo deletéria sobre a fisiologia
testicular (AYDINER et al., 1997). Os efeitos citotoxicos severos sobre os testiculos
podem ser evidenciados pela deplecdo de células da linhagem germinativa e
aumento da frequéncia de células apoptéticas no epitélio seminifero (MEISTRICH et
al., 1982; LIRDI et al., 2008; MALARVIZHI & MATHUR, 1995; AYDINER et al., 1997;
VAWDA & DAVIES, 1986; HANDELSMAN et al., 1988; HUANG et al., 1990;
KINKEAD et al., 1992; ZHANG et al., 2001). As espermatogbnias constituem as
células da linhagem germinativas mais sensiveis a acdo dos farmacos citostéticos
pois apresentam intensa capacidade proliferativa. Por outro lado, as espermétides
sao mais resistentes aos efeitos citotoxicos destes agentes (GONCALVES, 2010).

Além disso, os compostos derivados da platina podem inibir a secrecado de
testosterona pelas células de Leydig (VAWDA, 1994; MALARVIZHI & MATHUR,
1995), de modo que mudangas nos niveis hormonais podem estar relacionadas a
danos sobre a célula de Leydig e, consequentemente, a deplecdo de células
germinativas (HUANG et al., 1990) e azoospermia (GONCALVES, 2010).

No entanto, estudos realizados em pacientes acometidos por diferentes tipos
de neoplasias testiculares e tratados com quimioterapia, apresentam conclusdes
limitadas quanto a funcdo das células de Leydig devido ao pequeno numero casos
analisados (GERL et al., 2000).

O tratamento quimioterdpico € capaz de alterar os niveis dos hormonios
sexuais, uma vez que pode acarretar elevacado nos niveis séricos de FSH e de LH,
sugerindo a inducdo de uma disfungcdo endodcrina. Este aumento ocorre,
provavelmente, para compensar a reducdo do feedback negativo exercido pela
testosterona sobre o eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal, consequéncia de uma
menor producdo deste hormonio pelas células de Leydig. No entanto, mesmo em
niveis elevados, o LH e o FSH sdo capazes de manter os niveis séricos normais de
testosterona (GONCALVES, 2010).

Geralmente um ano ap6s o término do tratamento quimioterapico,

aproximadamente 50% dos pacientes apresentam reestabelecimento da



36

concentracdo espermatica, percentagem que, ao fim de cinco anos, ultrapassa 80%.
Tal recuperacédo, bem como sua extenséo e velocidade de melhora dependem do
agente quimioterapico utilizado, da dose administrada e da funcéo testicular anterior
ao tratamento (GONCALVES, 2010). Em casos de tumores testiculares, estima-se
em um periodo de cinco anos, a recuperacdo da espermatogénese possa ser
alcancada completamente. No entanto, ap0s a quimioterapia, cerca de 15 a 30% dos
individuos apresentam infertilidade permanente (OLIVEIRA; OSELAME; NEVES,
2014).

O desenvolvimento biotecnologico tem propiciado ampla utilizagdo das
radiacdes ionizantes, tanto na area industrial como na area médica. E também de
amplo conhecimento que o emprego adequado das radiacdes ionizantes apresenta
grande valor no diagnéstico clinico e, na radioterapia, para tratamento de neoplasias
malignas. No entanto, as radiagfes ionizantes podem interagir diretamente com
componentes celulares tais como o DNA, as proteinas e os lipidios, provocando
alteracOes estruturais nestas células (ROOTS; OKADA 1975; MICHAELS; HUNT
1978).

A radiagcdo gama é uma das terapias mais utilizadas no tratamento de uma
grande variedade de neoplasias malignas (CURRY et. al. 2006). Pacientes em idade
reprodutiva, submetidos ao tratamento de radioterapia, apresentam frequentemente,
alteracOes da espermatogénese, resultando em reducédo acentuada de parametros
testiculares e seminais e, finalmente, conduzindo a longos periodos de infertilidade
ou a esterilidade permanente (KATO et. al. 2001).

Alguns estudos experimentais demonstraram que espermatogdnias
diferenciadas séo os alvos primarios da radiacdo gama, resultando em progressiva
deplecéo de células da linhagem germinativa, principalmente de espermatécitos em
fase de leptéteno e de paquiteno e de espermatides (Figura 8). (MEISTRICH,
2013). Além disso, foi demonstrado que os testiculos de ratos imaturos, nas fases
iniciais da pré-puberdade, apresentam uma acentuada radiossensibilidade, fato que
pode conduzir a ocorréncia de alteracdes tanto nas células de Sertoli como nas
células de Leydig (ERICKSON; BLEND 1976; KANGASNIEMI et. al. 1996; MULLER
2003; LEE; SHIN, 2013). Além dos efeitos diretos sobre as células germinativas,
podem também ocorrer alteragbes do eixo hipotalamo-hipoéfise-gbnada,
caracterizadas por reducao nos niveis séricos de FSH e aumento dos niveis séricos

de LH, assim como alteracédo na producdo de hormoénios esteroides e reducdo nos
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niveis de ABP, IL-1 e inibina (MAITI et. al. 2001; MULLER 2003; DOHLE, 2010;
MEISTRICH, 2013).

Figura 8 - Sequéncia, cinética e a sobrevivéncia de células da linhagem germinativa
apos airradiacdo, em testiculos humanos. As setas indicam o tempo necessario para
a diferenciacdo das células em diferentes etapas do ciclo espermatogénico. Os
numeros entre parénteses mostram contagens de células remanescentes no epitélio
seminifero, baseadas em observacdes histolégicas, apoés 2 semanas de irradiacao
com 1Gy, apresentando vasta morte e deplecdo de células germinativas em diferentes
etapas do processo espermatogénico.
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Fonte: (MEISTRICH, 2013)

A recuperacdo na producdo de espermatozoides ap6s doses moderadas de
radiacdo 0,5 a 0,8 Gy, em que muitas células tronco espermatogénicas sao
degeneradas, ndo ocorre antes de 9 meses apdés o término do tratamento. Com
irradiacdo em altas doses (1,7Gy), a recuperagcdo ndo se inicia antes da 14 a 26

meses, sendo observada azoospermia mesmo havendo espermatogOnias tronco
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sobreviventes, como evidenciado pela subsequente recuperacdo do epitélio
seminifero (Figura 9). Estas observacfes sugerem que espermatogonias do tipo A
somente reiniciam sua diferenciacdo ap0s a recuperacdo de toda populacdo de
células tronco espermatogénicas. Em roedores, evidencias sugerem que a radiacao
possa acarretar danos ou alteragcdes nas vias de sinalizacdo de células de Sertoli,
limitando a diferenciacao das espermatogbnias (MEISTRICH, 2013).

Figura 9 - Recuperacdo na producéo de espermatozoides em pacientes tratados
com radioterapia hemi-pélvica para seminoma (A), ou radioterapia pélvica para
doenca de Hodgkin (B). As doses estao indicadas em cada caso.
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A identificacdo e compreensdo de varias vias de sinalizacdo celulares,
envolvidas na transducéo de sinais desencadeados pela ativacdo de receptores por
seus ligantes nas células tumorais, tornou possivel o desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos do cancer, comumente conhecidas como terapias alvo dirigidas
aos ligantes (fatores de crescimento), aos seus receptores ou as moléculas
envolvidas nas suas vias de sinalizacao intracelular (LEITE et al., 2012). Além disso,
a hormonioterapia, que utiliza moduladores que inibem a acdo de hormdnios que
agem na proliferacdo e na diferenciacédo celular, e a imunoterapia, por meio do uso
de anticorpos monoclonais (Mabs), vem ganhando espagco no tratamento das
diferentes formas de tumores. Dentre estas novas terapias, destacam-se 0s
inibidores de receptores do fator de crescimento de tirosina-quinase, que agem

como agentes antiangiogénicos devido a ligacdo ao VEGF ou bloqueio de seu
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receptor mTOR, os inibidores de histona deacetilase (HDAC), os retinoides, 0s
inibidores de proteassomos, 0s agentes imunomoduladores (supressores ou
estimulantes) e os anticorpos monoclonais especificos para tumores (MEISTRICH,
2013).

O imatinib (Gleevec®), uma tirosina quinase utilizada com grande éxito para
promover inibicdo tanto do oncogene Bcr-Abl quanto de receptores KIT e PDGF,
esta sendo amplamente estudado devido a sua acdo sobre o sistema reprodutor
masculino. Efeitos sobre a espermatogénese poderiam ser esperados, pois 0
PDGFR é fundamental na migracdo do gondcito e desenvolvimento das células de
Leydig, uma vez que o receptor KIT tem um papel importante sobre a diferenciacao
de espermatogébnias e sobre a funcéo da célula de Leydig. Entretanto, o tratamento
de roedores adultos com imatinib mostram apenas efeitos modestos ou nenhum
efeito tanto sobre a espermatogénese quanto sobre a fertilidade masculina. Isso
mostrou-se similar para seres humanos, embora possa haver alguns efeitos maiores
sobre a espermatogénese neste caso (MEISTRICH, 2013).

Geralmente, o tratamento crénico com interferon-alfa em pacientes oncoldgicos
adultos, do sexo masculino, ndo afeta a contagem de espermatozoides, 0s niveis
hormonais ou a funcdo sexual, ainda que o tratamento agudo produza uma queda
transitoria dos niveis de testosterona e que haja relato de azoospermia apos o
tratamento com interferon (MEISTRICH, 2013).

A fim de preservar a capacidade reprodutiva dos pacientes submetidos as
terapias gonadotoxicas, geralmente é realizada a criopreservacdo do sémen, que
deve ser realizada antes do inicio do tratamento e, se possivel, multiplas amostras
devem ser preservadas, para serem utilizadas futuramente em técnicas de
reproducéo assistida (GONCALVES, 2010).

Embora a criopreservacédo do sémen deva ser aconselhada aos pacientes, ela
ndo € eficaz em todos os casos. Cerca de 11% dos pacientes apresentam
astenozoospermia ou oligospermia. JA em pacientes pré-puberes, a técnica torna-se
invidvel devido a imaturidade gonadal, o que faz com estudos busquem métodos de
criopreservacdo de tecido testicular. Dos pacientes que optam pelo método de
criopreservacdo do sémen, apenas 10% recorrem aos espermatozoides
criopreservados, seja porque conseguem procriar por meios naturais, por meio de
reproducéo assistida utilizando o seu ejaculado oligozoospérmico, ou pela op¢ao de
nao procriar apés o tratamento (GONCALVES, 2010).
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O sémen criopreservado é utilizado em menos de 10-15% dos casos e possuli
grande variacdo entre os estudos realizados até o momento. Durante os Ultimos
anos, as novas técnicas de reproducédo assistida tém aumentado a possibilidade de
pacientes com cancer se tornarem pais, pelo uso do banco de sémen (DOHLE,
2010).

No entanto, estudos realizados em humanos apontam que ha um risco
acrescido dos citostaticos ocasionarem mutacdes nos espermatozoides em até
algumas semanas ap6s o término da quimioterapia (GONCALVES, 2010). Essas
mutacbes podem aumentar o risco de ocorréncia de malformacdes congénitas,
retardo do crescimento e o surgimento de tumores nos descendentes (DOHLE,
2010).

Novas técnicas de preservacédo da fertilidade sédo capazes de utilizar células
tronco espermatogénicas, coletadas previamente ao tratamento oncologico, a partir
do tecido testicular. Outras op¢des tais como a maturagéo in vitro de células tronco
embrionarias em espermatogonias estdo sendo investigadas e ainda € incerto se

essas técnicas serdo bem-sucedidas em seres humanos (DOHLE, 2010).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos tumores das células de Leydig apresentarem-se raros,
correspondendo a cerca de 1-3% das neoplasias testiculares, quando progridem a
malignidade ndo s&o responsivos a radioterapia e a quimioterapia, evoluindo a um
mau prognostico. Tanto os tumores testiculares quanto as diferentes modalidades de
tratamento, ainda bastante utilizadas, apresentam significantes limitacGes e
inconvenientes, ocasionando efeitos nocivos sobre a fertilidade e danos reprodutivos
contingentes ou perduraveis. Para tanto, possiveis alternativas sao as terapias
biol6gicas especificas, que vém sendo amplamente estudadas e, frequentemente,
envolvem inibidores de pequenas moléculas ou anticorpos monoclonais. No entanto,
sua efichcia em seres humanos ainda € questionada e necessitam de maiores
investigacoes. Além disso, é de extrema necessidade que sejam realizados estudos
gue direcionem as pesquisas, no sentido de definir tratamentos preventivos ou
estratégias globais para a prevencao da funcdo gonadica, sem que haja prejuizo da

eficacia dos tratamentos empregados, bem como das taxas de cura.
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