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RESumMO

Estudos morfoldgicos e morfométricos desenvolvidos por nosso grupo demonstraram
que tratamentos para o cancer de prostata, utilizando horménios e irradiagao,
provocam efeitos deletérios no processo espermatogénico do homem, com alteracdes
drasticas de diversos parametros testiculares. Continuando nesta linha de pesquisa, o
presente trabalho aumentou o numero de pacientes e analisou com mais detalhes
alguns parametros morfométricos da espermatogénese bem como a proliferagao
espermatogonial, procurando confirmar mais precisamente os efeitos indiretos da
prostatectomia e de tratamentos hormonais e radioterapicos para o cancer de proéstata
sobre o testiculo. Os resultados obtidos confirmam que a hormonioterapia e a
radioterapia para o cancer de prostata avangado causam, de forma indireta, prejuizos
ao processo espermatogénico. As andlises morfolégicas e morfométricas demonstraram
gue os pacientes que ndo sofreram nenhum tipo de tratamento para o cancer de
prdstata, apresentaram espermatogénese preservada, compativeis com a faixa etdria, e
gue a prostatectomia prévia a orquiectomina aparentemente ndo causou efeito
deletério na espermatogénese. Os pacientes tratados com hormonioterapia tiveram a
espermatogénese bloqueada, com rara produgao de espermatozoides. Ja aqueles que
sofreram tratamento radioterapico foram os que mais apresentaram danos no
parénquima testicular com predominio de tubulos seminiferos sem células germinativas
e presenca de apenas células de Sertoli. A concentracdo sérica de FSH estava
significativamente aumentada nos pacientes tratados com irradiagao, possivelmente
por afetar o funcionamento das células de Sertoli. Apds hormonioterapia constatou-se
qgue houve uma redugao nao significativa na proliferagdao espermatogonial sugerindo
gue a espermatogénese pode eventualmente se recuperar depois de cessado o
tratamento. Ao contrario, na radioterapia o efeito deletério foi bastante expressivo
sobre a proliferagao espermatogonial, mostrando que, das espermatogonias presentes,
raras estavam em divisao celular.
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ABSTRACT

Histomorphometric studies developed by our group indicate that hormones and
irradiation for prostate cancer treatment result in damage effects in men spermatogenic
process as significant changes of the testicular parameters. Following the studies, we
increase the number of the patients and analyzed with more details some
morphometric parameters of the spermatogenesis as the spermatogonial proliferation
trying to confirm more precisely the indirect effects of the prostatectomy as the
hormonal and the radiotherapy treatments for the prostate cancer to the testicle. The
obtained data confirm that the hormonal and radiotherapy treatments for advanced
prostate cancer indirectly result the prejudice of the spermatogenic process. The
morphological e morphometric analysis indicate that the group of patients that have not
received any type of prostate cancer treatment kept a preserved spermatogenesis
according to their age range, as the previous prostatectomy to the orchiectomy
apparently did not resulted deleterious effect in the spermatogenesis. The group of
patients treated with hormone therapy had a blocked spermatogenesis as a rare
spermatozoa production. The group of patients treated with radiotherapy treatment
were the ones that presented more damages in the testicular parenchyma prevailing
seminiferous tubules without germ cells and the presence of Sertoli cells only. The serial
concentration of FSH was increased significantly in the group of patients treated with
radiation possible due to the action on Sertoli cells functioning. It was verified after the
hormone therapy, a small reduction in the spermatogonial proliferation indicating that
the spermatogenesis can eventually recover after the treatment ceasing. On the other
hand, for the radiotherapy, the deleterious effect was significant on the spermatogonial
proliferation showing that, according to the spermatogonia presence, rare of them were
in cellular division.



1. INTRODUCAO

1.1. O testiculo humano e a espermatogénese

Os testiculos sao érgdos pares, localizados no escroto, responsaveis pela produgao dos
gametas masculinos, além de produzirem também os andrégenos, horménios que levam a
formagao e manutengao dos caracteres sexuais secunddrios do homem (Weinbauer, 2009). Sdo
revestidos externamente por uma espessa capsula, a tunica albuginea, de onde partem septos
de tecido conjuntivo para o interior do mesmo. Estes septos se abrem numa regido
denominada mediastino e dividem os testiculos em Iébulos. Os I6bulos testiculares dividem-se
em dois compartimentos: (1) o endécrino ou intersticial onde se encontram as células de Leydig
e ocorre a sintese de testosterona, além dos vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma
populagdo celular varidvel, constituida principalmente por fibroblastos, macréfagos e
mastocitos e (2) o espermatogénico ou tubular formado pelos tubulos seminiferos onde
encontram-se as células germinativas e as células de Sertoli (Hales, 2002; Russell et al., 1990).

As células de Leydig localizam-se no espaco insterticial entre os tubulos seminiferos e,
com frequéncia, encontram-se associadas a vasos sanguineos. Normalmente possuem forma
poliédrica e grande quantidade de mitocOndrias com cristas tubulares e reticulo
endoplasmatico liso, que esta relacionado com a sua capacidade de produzir horménios
esteroides, principalmente a testosterona, o mais importante hormonio sexual masculino.
Entre as principais a¢des da testosterona estdo: (1) ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-
testiculo, (2) masculinizacdo do cérebro e comportamento sexual, (3) iniciagcdo, processamento
e manutencdo da espermatogénese, (4) diferenciacdo dos 6rgdos genitais masculinos e (5)
formacdo dos caractéres sexuais secunddrios do homem (Payne et al., 1996; Sharpe, 1994).
Estudos imunohistoquimicos mostraram que em casos onde ha um aumento no numero de
células de Leydig, a producdo de testosterona acontece em apenas poucas delas (Holstein et al.,
2003).

As células de Sertoli sao células colunares altas que se associam extensivamente umas
as outras através de jungdes de oclusdo compartimentalizando o epitélio seminifero e
constituindo a base morfolégica e funcional da barreira de célula de Sertoli ou
hematotesticular. Esta barreira forma dois compartimentos no epitélio seminifero, os quais sdo

anatomicamente e funcionalmente diferentes, (a) o compartimento basal e (b) o



compartimento adluminal (Franga & Chiarini-Garcia, 2005). Essas células participam de toda
diferenciacdo morfolégica e fisioldgica das células germinativas durante a espermatogénese,
através de interacdes bastante complexas, tanto fisica quanto bioquimicamente, para que o
processo transcorra de maneira normal e eficiente (Franca & Russell, 1998; Skinner, 1991). A
integridade funcional da membrana basal elaborada pelas células de Sertoli e células midides é
também essencial para este fim (Dym, 1994). Pode-se atribuir as células de Sertoli, as seguintes
funcdes: sustentacdo e nutricdo das células germinativas, organizacdo da liberacdo de
espermatides maduras para o lumem tubular (espermiacdo), producdo de substancias
enddcrinas e paracrinas para a regulagdo da espermatogénese, secre¢do da proteina
carreadora de androgenos (ABP — androgen binding protein), interagao intertubular enddcrina
com as células de Leydig, entre outras (Russell e Griswold, 1993).

As células tronco espermatogénicas, ou espermatogonias tronco, possuem a habilidade
de se autorenovarem pelo processo de divisdo celular e de suportarem a espermatogénese ao
longo da vida. Embora estejam presentes no testiculo em pequeno numero (0,02-0,03% do
total da populacdo testicular), elas suportam a espermatogénese ao se dividirem para
autorenovacdao mantendo seu estoque, ou se dividem para produzirem células progenitoras
que vdo culminar com a produgdo de espermatozoides. E importante citar que o padrdo de
divisdo das espermatogobnias tronco é influenciado pelo microambiente que as cercam
(Tegelenbosch e de Rooij, 1993).

As células germinativas espermatogénicas se desenvolvem de forma organizada através
de associagdes celulares, formando o que chamamos de “estadios do ciclo do epitélio
seminifero”. No homem, sao identificados até VI estadios. Para distinguir as mudangas sutis nas
espermatogobnias, espermatides ou em outro tipo de célula germinativa entre um estadio e
outro, sdo necessdrias informacdes precisas de onde cada tipo de célula é encontrada, como
ocorre a transicdo das associacGes celulares, a frequéncia de estadio das células (%) ou a
duracdo relativa de cada associacdo celular e a duracdo (dias) de um ciclo completo do epitélio
seminifero (Clermont, 1963).

Os processos de mitoses espermatogoniais, meiose, apoptoses e diferenciacdes
celulares os quais estas células passam constituem a espermatogénese. Esta ocorre no interior
dos tubulos seminiferos, sendo que no homem o epitélio seminifero corresponde até a 80% do
volume testicular (Turek, 2005; Russell et al., 1990). Na base do epitélio seminifero, no

compartimento basal e em contato com a membrana basal, € onde encontram-se as



espermatogonias-tronco, as células germinativas mais jovens do epitélio seminifero que se
dividem ou (1) para a produ¢do de duas novas células-tronco, mantendo o estoque dessas
células, ou (2) para producba de espermatogobnias indiferenciadas, comprometidas com o
processo de diferenciagdo e producdo de espermatozoides. (Smith and Walker 2014; Turek,
2005).

A espermatogénese pode ser dividida em trés fases: (1) fase proliferativa ou
espermatogonial, na qual as espermatogbnias passam por sucessivas e rapidas divisdes
mitéticas; (2) fase meidtica ou espermatocitogénica, onde o material genético é duplicado,
recombinado e segregado, sendo esta fase muito importante para a diversidade genética entre
membros da mesma espécie; (3) fase espermiogénica ou de diferencia¢éo, na qual células
hapldides, as espermatides, se transformam em células altamente especializadas e
estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os ovécitos (Russell et al., 1990).

No homem existem trés geracGes de espermatogobnias: (1) as espermatogdénias Aescuras
(consideradas as células-tronco de estoque), (2) as espermatogdnias Acres (consideradas as
células-tronco em atividade) e (3) as espermatogbnias do tipo B (Clermont, 1966). As
espermatogonias do tipo Aqara passam por divisdes mitdticas dando origem as espermatogodnias
do tipo B. O tamanho da populacdo desta ultima é controlado através do equilibrio entre
proliferacdo e apoptoses (Vornberger et al., 1994). Quando atingem um estoque de 16 a 32
células, elas se diferenciam para se tornarem espermatogonias diferenciadas do tipo B, que
iniciam o processo da meiose resultando na producdo de espermatécitos primarios em
preleptéteno, leptéteno, zigéteno, paquiteno e dipléteno. Em seguida, com a divisdo da
meiose, espermadtides arredondadas sdo formadas e passam por diferenciacbes até
espermatides alongadas (Smith e Walker, 2014). Este evento é chamado de espermiogénese
(Leblond e Clermont, 1952). A espermiacdo é a ultima etapa da espermatogénese, em que as
espermatides maduras sao liberadas no lumen do tubulo seminifero e passam a se chamar
espermatozoides (Russell, 1993; Heller and Clermont, 1964). O critério mais comumente
utilizado para separar as associagdes celulares utiliza a evolugao do nucleo das espermatidse e
de sua vesicula acrossomica desde a formagao das células germinativas haploides até a
espermiagao.

As duas funcbes testiculares, espermatogénese e esterodoigénese, dependem da
estimulacdo de gonadotrofinas produzidas pela hipdfise, ou seja, os hormédnios foliculo

estimulante (FSH) e luteinizante (LH), ambos glicoproteinas, sdo estimulados pelo Fator



Liberador de Gonadotrofina (GnRH) proveniente do hipotalamo. O hormdnio sexual masculino,
testosterona (T), é secretado pelas células de Leydig através da estimulacdo do LH e
desempenha papel na virilizagdo dos tecidos periféricos e promove a espermatogénese
(McLachlan et al., 2002; Matsumoto et al., 1986). Os hormoénios gonadais podem diminuir a
liberagdo de gonadotrofinas tanto pela diminuigao da liberagdao de GnRH do hipotdlamo como
ao afetar a capacidade do GnRH em estimular a secregao de gonadotrofinas pela pituitaria
(revisdo em Amory e Bremner, 2001). A regulacdo enddcrina da liberacdo das gonadotrofinas é
feita por controle negativo da testosterona sobre o LH e FSH, além da inibina B, que regula
seletivamente o FSH. O eixo FSH/inibina controla a produgdo de espermatozoides e o eixo
LH/testosterona a androgenizacdo do organismo (Schlatt e Ehmcke, 2014; McLachlan, 2000).

Em machos, a expressdo do receptor de FSH (FSH-R) ocorre somente nas células de
Sertoli (Rannikki et al., 1995), enquanto os receptores de LH (LH-R) podem ser encontrados em
células de Leydig e células espermatogénicas (Eblen et al., 2001). A ligagdo de GnRH em seus
receptores na hipdfise provoca a liberacdo de FSH e LH. GnRH é liberado em pulsos que podem
ocorrer com uma frequéncia a cada hora ou uma vez por dia (revisdo em Amory e Bremner,
2001).

Uma funcdo importante das células de Leydig é a producdo de andrégenos, como a
testosterona, através da via de ativacdo de receptores de LH (Schlatt et al., 1997). Além disso,
essas células também secretam substancias neuroenddcrinas e fatores de crescimento, que sao
transmitidas para as proprias células de Leydig vizinhas, para os vasos sanguineos, para a
lamina prépria dos tubulos seminiferos e para as células de Sertoli. As células de Leydig estao
envolvidas na manutengao das células de Sertoli e do tecido peritubular, influenciando na
contratilidade dos miofibroblastos, que, por sua vez, regulam o movimento peristaltico dos
tubulos seminiferos e o transporte dos espermatozoides (Schlatt et al., 1997).

A testosterona estimula a maturagao das células germinativas nos tubulos seminiferos
(Ruwanpura et al., 2010; MCLachlan et al., 2002), desempenha um papel essencial como um
regulador local da espermatogénese e é metabolizado em diidrotestosterona (DHT) pela acdo
da enzima 5a-redutase e em estradiol pela agdo da aromatase. O papel desses metabdlitos na
espermatogénese ainda ndo estd completamente esclarecido.

O FSH estimula as células de Sertoli a exercerem suas multiplas fun¢des (MclLachlan et
al., 2002). As células de Sertoli sdo consideradas coordenadoras e reguladoras do

desenvolvimento e maturagao das células germinativas. Atualmente acredita-se que as células



de Sertoli sdo influenciadas por produtos das préprias células germinativas em suas atividades
secretoras (Franga e Chiarini-Garcia, 2005). No epitélio germinativo, somente as células de
Sertoli possuem receptores de testosterona e FSH. Acredita-se que os efeitos de
testosterona/FSH na espermatogénese sdo mediados pelas células de Sertoli (Ruwanpura et al.,
2010). A testosterona inibe a secrecdo de GnRH e das gonadotrofinas (LH e FSH) por
retroalimentagao negativa. Inibina B e folistatina suprimem seletivamente a liberagao de FSH
pela hipdfise, enquanto a ativina estimula esse processo. Além dos efeitos na
espermatogénese, a testosterona desempenha um importante papel no crescimento dos pélos,
metabolismo dsseo, distribuicdo de massa muscular, caractéres sexuais secundarios e funcdes
dos drgaos reprodutores masculinos (Matsumoto e Bremner, 1987).

A espermatogénese pode ser afetada em diversos niveis. Disturbios nos diferentes
pontos de checagem (mitose e meiose) contribuem para os distlirbios na espermatogénese
(Borgers et al., 2014). Isso pode ocorrer como resultado da influéncia ambiental ou devido a
doencas que afetam diretamente a espermatogénese. Diferentes substancias, drogas,
hormonios, toxinas ou irradiacdo podem reduzir ou destruir a atividade espermatogénica dos

testiculos (Holstein, 2003).

1. 2. Fatores envolvidos na proliferacdao espermatogonial

A familia MCM inclui oito proteinas: MCM2-MCM7 e MCM10 (Johnson et al., 2003). Elas
podem ser consideradas componentes funcionais da fase-S do ciclo celular (Kearsey et al.,,
1996). A familia MCM pode ser expressa, em proporc¢des distintas, em diferentes fases do ciclo
celular, e por isso pode ser usada como marcador do estado do ciclo celular (Stoeber et al.,
2001). A presenga dos genes MCM em células em proliferagdo tem conduzido seu potencial na
aplicagdo clinica como marcador de cancer (Tachibana et al., 2005).

O processo de proliferacdo celular é dividido em intérfase (G1, S, G2) e a prépria divisdao
celular e é altamente regulado durante todas as fases. A iniciagdo da replicagao do DNA na fase
G1/S é meticulosamente regulada para garantir a fidelidade do processo de duplicagdo do
genoma. Antes da fase S, complexos de pré-replicacdo (pré- RC) sdo montados nas origens de
replicagdo durante a fase G1. O complexo MCM forma uma helicase hexamérica, cuja atividade
é essencial para iniciacdo e elongacdo da forquilha de replicacdo (Tye e Sawyer, 2000).

A proteina MCM7 (minichromosome maintenance proteins 7) ¢ um componente essencial


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borgers%20M%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=24987152

do complexo de replicacdo do DNA (Chen et al., 2015). Estudos sugerem que o MCM4, MCM6 e
o complexo MCM7 possuem atividade de DNA helicase (You et al., 1999; Ishimi, 1997). Além
disso, sugere-se que o MCM7 é super expresso e amplificado em vdrios tipos de malignidade
em humanos (Luo, 2011), como cancer de prostata e cancer de intestino (Kan et al., 2009; Ren
et al., 2006). Também sugere-se que o MCM7 seria um co-fator de transcricdo para o receptor
de androgénio, porque sua transcricio é dependente de MCM7 (Shi et al., 2008; Ren et al.,
2006). Chen e colaboradores (2015) demonstraram que o MCM7 é essencial para o RNA
splicing durante o processo de transcricdo, pois quando o complexo é removido do complexo
de splicing, este ndo acontece.

Com e colaboradores (2006) identificou a expressdo de MCM7 em espermatoglnias e
espermataocitos primarios iniciais, sendo mais abundante nas espermatogonias. Este estudo
demonstrou, através de ensaios imunohistoquimicos, que a intensidade da marcagao com
MCM7 diminui a medida que as células germinativas deixam de sofrer divisdao celular e passam
a difernciar-se, sendo que em espermatides, essa proteina ja ndo é mais encontrada. Nos
testiculos, MCM7 pode estar envolvido com o processo de separacdo das fitas de DNA durante
a replicacdo dos cromossomos, pois esta proteina é parte do complexo essencial da replicacao
do DNA cromossémico (Pacek and Walter, 2004). Portanto, a proteina MCM7 é expressa nos
testiculos durante o periodo de atividade de proliferacdo espermatogonial (Com et al., 2006).

Albuquerque e colaboradores (2013) mostraram que a presenca de espermatogobnias
Aindiferenciadas  Saudaveis apos irradiacdo, podem ser fonte de provavel recuperacdo da
espermatogénese em camundongos, além de que a irradiacdo pode provocar danos no DNA
espermatogonial. Por isso é essencial verificar se as espermatogdnias remanescentes apds o
tratamento com irradiagdo, estdao saudaveis e com atividade proliferativa. Este estudo verificou
que a presenga de MCM7 nos animais controle confirmou, de acordo com Com e colaboradores
(2006), que a proteina MCM7 é expressa primeiramente em espermatogonias e espermatadcitos
iniciais. J& nos animais irradiados, o nimero de espermatogdnias MCM7-positivas mostrou que
todas as espematogonias sobreviventes a irradiagdo espressaram MCM7 e ndao estavam com
defeitos na proliferagdao. Porém, quando o tratamento radioterapico em camundongos era
seguido de tratamento de supressao hormonal, o nUmero de espermatogbnias MCM7-positivo
aumentava, assim como o numero de espermatogobnias remanescentes, confirmando que as

espermatogonias Ajngiferenciadas € €spermatogonias diferencidas estavam em proliferacao.



1.3. A espermatogénese do homem idoso

O envelhecimento é um processo continuo caracterizado pela degeneragdao progressiva
dos orgdos, morfolégica e funcionalmente (Eskenazi et al., 2003). O “Declinio Androgénico do
Envelhecimento Masculino” (DAEM) é caracterizado por progressiva desregulacdo do eixo
hipotalamo-hipdéfise-testiculo, associado com a diminuigao da testosterona total sérica e com o
aumento regulatério da concentracdo sanguinea do FSH, LH e estradiol (Auger et al., 2005;
Morley e Perry, 1999; Hermann e Berger, 1999; Johnson, 1989). Em homens idosos niveis
séricos da globulina carreadora de hormonios sexuais (SHBG) estdo aumentados, acarretando
uma diminuicdo dos niveis circulantes de testosterona livre (Auger et al., 2005; Vermeulen e
Kaufman, 1995; Johnson, 1989). Esse gradual declinio dos andrégenos do idoso é acompanhado
pelo aparecimento de sintomas clinicos similares aos do hipogonadismo do homem jovem, ou
seja, diminuigdo da massa muscular e éssea, diminui¢ao da pilificagdo corpdrea e aumento da
obesidade abdominal (Sampson et al., 2007). A DAEM é clinicamente mais evidente e é
observado frequentemente em paciente que passaram por orquiectomia ou hormonioterapia,
gue visa diminuir os niveis de androgénio (Thompson et al., 2003).

O peso do parénquima testicular, a porcentagem de epitélio seminifero e a producao
espermatica didria estdo significativamente reduzidas no homem idoso (Johnson, 1986). A
média do diametro do tubulo seminifero também se encontra reduzida, e a espessura da
membrana basal aumentada. Quando a espessura da membrana basal excede 10 um nota-se
parada na espermatogénese ou fibrose completa (Dakouane et al., 2005). E sabido que existe
uma diminuicdo progressiva do nimero de capilares ao redor dos tubulos seminiferos a partir
dos 30 anos (Takizawa et al., 1978).

O espessamento da tunica propria pode reduzir o fluxo de metabdlitos para o epitélio
seminifero, tendo como consequéncia a reducdo do potencial de producdo de
espermatozodides, devido a perda de células germinativas. No caso do envelhecimento, estudos
mostram que o esse espessamento esta relacionado com uma redugdo do comprimento dos
tubulos seminiferos e ndo com o aumento da tunica prépria, cujo volume é quase 0 mesmo em
individuos jovens e idosos (Paniagua et al., 1987; Johnson et al., 1986).

As caracteristicas morfolégicas e funcionais das células espermatogénicas estdo
relacionadas com a interagdo da estrutura histoldgica do testiculo (Well et al., 2007; Paniagua

et al., 1987; Neaves et al., 1984). Existe uma regressdo progressiva no nimero de células de



Sertoli, espermatogonias, espermatdcitos e espermatozoides com o envelhecimento (Dakouane
et al., 2005). A perda de células germinativas provavelmente leva ao desenvolvimento de
vacuolos no citoplasma das células de Sertoli. J& o aumento do contetdo lipidico no citoplasma
das células de Sertoli pode ser considerado resultado da fagocitose de restos de células
germinativas (Schulze, 1984). Na parada de maturagdo em espermatdcitos ou
espermatogobnias, existe também presenca mais abundante de lipideos e vacuolos no
citoplasma das células de Sertoli. Além disso, analises histologicas demonstraram que ha uma
diminuigdo no numero de células de Sertoli por tubulo seminifero no testiculo do homem idoso
(Kimura et al., 2003), dados que posteriormente foram confirmados quando se comparou
testiculos de adultos jovens com os de homens idosos (Dakouane et al., 2005).

Em homens idosos com hipoespermatogénese, podem ser encontradas espermatides,
espermatdcitos e espermatogobnias multinucleadas, com dois ou mais nucleos (Holstein e
Eckermann, 1986). A ocorréncia de varios nucleos em um Unico citoplasma pode ser devido a
cariocinese (divisdo do nucleo celular) sem citocinese ou a fusdo celular (Nistal et al., 1986).

Duas principais caracteristicas do testiculo de homens idosos sao a perda de células
germinativas — por exemplo, como resultado da regressao ou atrofia testicular — e um aumento
significativo dos tubulos com apenas células de Sertoli (Ryu et al, 2006; Wang et al, 1993).
Alguns fatores, como por exemplo, alteragdes nas células midides e na produgdo de
testosterona, podem levar a diminuicdo do numero de células de Sertoli e Leydig, o que
contribui também para as alteragdes testiculares que ocorrem com o envelhecimento (revisao
em Paul e Robaire, 2013; Paniagua et al, 1991; Johnson, 1986).

Nos idosos, sdo frequentes os tubulos seminiferos contendo numerosas células em
degeneragdo, principalmente espermatdcitos e espermatides (Kimura et al., 2003). A
diminuicdo do niumero de espermatozoides esta associada a diminuicdo de espermatogonias e
espermatdcitos e, nestes individuos, a parada da espermatogénese geralmente ocorre na fase
de paquiteno (Dakouane et al., 2005). A redugdo da produgdo espermatica didria relacionada
com a idade, esta associada a perda de células de Sertoli no homem idoso. O numero de
espermatdcitos primarios ou espermatides por células de Sertoli, ndo é afetado pela idade. A
descamacgao de células germinativas imaturas, principalmente multinucleadas e degeneradas, é
frequentemente observada em tubulos seminiferos de idosos e ocasionalmente em adultos
jovens (Dakouane et al., 2005).

Espermatogonias podem estar anormalmente localizadas no compartimento adluminal



em pacientes idosos, dispostas em multicamadas (Paniagua et al., 1987a). Enquanto o numero
de espermatogonias Aescuras N30 foi significativamente menor em homens idosos, o numero de
espermatogonias Acaras € €spermatogonias tipo B foi significativamente menor em idosos. O
numero de espermatogdnias Agaras diminui a partir da sexta década de vida, enquanto que o
namero de espermatogdnias Aescuras diminui seu numero a partir da oitava década de vida
(Nistal e al., 1987).

Megaloespermatdcitos estdao usualmente presentes em 64% de homens idosos e sé
ocasionalmente sdo encontrados em bidpsias de homens inférteis (Holstein e Eckmann, 1986).
Diferengas significativas entre os grupos etarios foram encontradas para espermatdcitos
primdrios tardios (paquiteno e dipléteno) e espermatides jovens, sendo seu nimero mais baixo
nos homens idosos, em relagao aos jovens. Espermatides multinucleadas originam-se de fusao
de espermatides, resultando em células gigantes, com dezenas de nucleos esféricos (Nistal et
al., 1986). Na parada de maturacdo em espermatdcitos ou espermatogonias, células
germinativas em degeneracdao podem ser observadas. Espermatogonias Aescuras € Aclaras €5tdo
presentes. Na aplasia germinativa e na esclerose tubular células germinativas estdo
completamente ausentes (Dakouane et al., 2005).

Ha uma correlagdo entre a proporgdo de células de Leydig alteradas e a diminui¢ao dos
niveis de testosterona e aumento dos niveis séricos de LH (Paniagua et al., 1987b). A
diminuigdo na populagao de células de Leydig com o avango da idade foi relatada em alguns
estudos. Entretanto ndo foi encontrada relacdo entre o nimero de células de Leydig e a
producdo espermadtica didria em homens (Neaves et al., 1985; Neaves et al., 1984; Kaler e
Neaves, 1978). Dakouane e colaboradores (2005) observaram um aumento no tamanho das
células de Leydig com a idade, e uma alta variedade entre os individuos em relagao a densidade
dessas células.

Das alteragdes encontradas nessas células as mais frequentemente foram o aumento de
granulos de lipofucsina (produtos degenerativos) e de goticulas lipidicas. Essas caracteristicas
sao tipicas de células com fungao esteroidogénica diminuida. Células de Leydig multivacuoladas
ou multinucleadas sdo provaveis formas de involugdo celular (Schulze, 1984). Sdo consideradas
alteracdes ultraestruturais das células de Leydig no homem idoso quando estas apresentam
uma reduzida quantidade de reticulo endoplasmatico liso e de mitocondrias. Nestas alteragdes
a presenga de multiplos cristais citoplasmaticos ou intranucleares também pode ser observada

(cristais de Reinke) (Paniagua et al., 1987b).



10

De acordo com Martello (2013) homens idosos com cancer de préstata e que nao
sofreram nenhum tipo de tratamento apresentavam os tubulos seminiferos semelhantes aos
descritos na literatura para o homem normal, com todos os estadios do ciclo do epitélio
seminifero com mais de um estddio por secgdo transversal. Normalmente possuiam uma
reducgdo da altura do epitélo seminifero caracterizando um processo de hipoespermatogénese.
Constatou que o epitélio germinativo apresentava espagos extracelulares que estavam
relacionados com a esfoliagdo ou descamagdo das células germinativas, principalmente das
espermatides e com menor frequéncia dos espermatdcitos. Além disso, foram identificadas
mitoses espermatogoniais e células germinativas em apoptose ao longo de todo processo
esprmatogénico, mas com maior frequéncia em espermatides. As células de Sertoli de homens
idosos apresentavam morfologia aparentemente normal, assim como as espermatog0nias até
as espermatides. Observou que a tunica propria apresentava-se com diferentes espessuras

entre os individuos.

1.4. Espermatogénese apos diferentes tratamentos para o cancer

O cancer de prostata é a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo em nimero de
casos novos, o terceiro cancer mais comum em homens (Rhoden e Averbeck, 2010; Gronberg,
2003). Comparado aos outros tipos cancer, este é conhecido como o cancer da terceira idade,
pois em média trés quartos dos casos que ocorrem mundialmente acometem os homens a
partir dos 65 anos (INCA, 2010). Entre 88% e 92% dos novos casos evidenciam neoplasia
confinada a glandula e apenas 4% a 6% dos pacientes apresentam-se com tumor metastatico
(Srougi et al., 2008; Srougi, 1995). Quando a doenca estd localizada, ou seja, confinada ao
tecido prostatico, pode ser tratada através de cirurgia (prostatectomia radical), radioterapia
externa e braquiterapia (implante de sementes radioativas no tecido prostatico). Por outro
lado, a doenga avangada ndo é mais passivel de cura, sendo tratada apenas por métodos
paliativos e hormonioterapia, visando prolongar e melhorar a qualidade de vida do paciente
(Martello, 2013).

A radiacdo é o tratamento mais efetivo para o cancer de prdstata, pois age nas células
cancerigenas que se dividem mais rapidamente. Entretanto as células germinativas se dividem
tao rapido quanto as células cancerigenas, sendo assim, indiretamente, alvo dessas terapias

(Puscheck et al., 2004). Observa-se uma reducdo drastica do numero de células germinativas
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apds os tratamentos radioterdpicos e hormonioterdpicos em relagdo a fase meidtica e
espermiogénica (Martello, 2013). A recuperacdo da espermatogénese apds os diversos tipos de
tratamentos para o cancer de préstata depende da dose aplicada assim como da integridade e
sobrevivéncia das espermatogbnias tronco e do estado funcional do seu microambiente
(Meistrich, 2009), bem como das interacdes entre espermatogonias e células somaticas de
Sertoli e Leydig (Zhang et al., 2007). A cinética da recuparagdao da espermatogénese é mais
demorada apds doses moderadas de radiagdo, que matam/eliminam algumas das
espermatogbnias tronco, do que apds quimioterapia, que ndo mata/elimina as
espermatogonias-tronco (Meistrich, 2013).

Martello (2013) observou que os tratamentos contra o cancer de prdstata afetaram a
capacidade mitdtica das espermatogbnias e a capacidade de suporte das células de Sertoli.
ApOs o tratamento radioterapico houve uma redugao do numero de espermatogonias do tipo
Acscura, O que ndo aconteceu apds tratamento hormonal exclusivo. J& o numero de
espermatogonias Aaras Ndo foi significativamente alterado apés ambos os tratamentos. O
numero de células germinativas em apoptose foi maior no tratamento radioterdpico, sendo
assim mais nocivo para as células germinativas que o tratamento com os horménios (Martello,
2013). Enquanto espermatogobnias-tronco Acscuras S30 Mitoticamente inativas em situagdes
normais, as espermatogonias Acaras funcionam como células progenitoras, formando células
germinativas mais maduras, como espermatogodnias do tipo B, espermatdcitos e espermatides,
além de se auto-renovarem em cada ciclo da espermatogénese. Devido a baixa taxa de
duplicagdao, as espermatogonias Aescuras SA0 Mais resistentes a insultos toxicos, quimicos ou
radioldgicos, servindo como células de reserva, ativando-se apenas apds episédios de
toxicidade, permitindo a restauracdo da populacdo espermatogonial. Por outro lado, as
espermatogonias Aqaras, que se dividem ativamente, sdo mais susceptiveis a esses insultos
(Meistrich, 1986).

Martello (2013) constatou que apéds diferentes tratamentos para o cancer de proéstata
houve reducdo significativa do diametro dos tubulos seminiferos e da altura do epitélio, em
relagdao aos individuos que nao sofreram tratamentos. Ele observou que a espessura da tunica
propria ndo sofreu alteragdes nos individuos com cancer de préstata tratados e ndo tratados.

Foi observado (Shetty e Meistrich, 2005) que as células de Leydig e Sertoli, que ndo
proliferam em adultos, sobrevivem a maioria das terapias citotdxicas. Entretanto essas células

podem sofrer danos funcionais. Apds as terapias citotdxicas frequentemente as células
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germinativas encontram-se ausentes, e os tubulos seminiferos contém somente células de
Sertoli, o que pode ser resultado da morte das espermatogodnias tronco, da perda de habilidade
das células somaticas em dar suporte a diferenciacdo das poucas espermatogbnias tronco
sobreviventes ou de ambos.

Terapias citotéxicas, recebidas por homens adultos ou durante a infancia, podem levar a
azoospermia prolongada e até a esterilidade. Como um método seguro, de baixo-custo e bem
estabelecido, a criopreservacdao de semen deve ser rotineiramente e altamente recomendada

para preservar a fertilidade antes do tratamento do cancer (Puscheck et al., 2004).

1.5. Espematogénese apos hormonioterapia

Estudo desenvolvido por Martello (2013) mostra que apds tratamento hormonal exclusivo
para o cancer de préstata podem ser encontradas, no epitélio seminifero, células germinativas
em quantidades varidveis dependendo do individuo, dentre elas as mais avangadas sdao os
espermataocitos na fase de paquiteno. Apds o tratamento hormonal, espermatides ndao sao mais
observadas. O epitélio germinativo apresenta-se mais baixo e com as células de Sertoli com
citoplasma repleto de vacuolos e granulos lipidicos. A tunica prépria apresenta um maior
numero de invagina¢cdes em direcdo ao epitélio quando comparado aquela dos individuos
tratados com radioterapia, apesar disso, a espessura da tunica e o diametro tubular sao
semelhantes. Podem-se observar alguns tubulos seminiferos com aspecto fibrético (Martello,

2013).

Os hormonios mais utilizados para tratamento para o cancer de préstata sao os seguintes:

GnRH-agonista

A terapia com GnRH-agonista esta substituindo a orquiectomia como primeira op¢ao para
a privagdo de androgeno no cancer de prostata. O uso de GnRH-agonistas tem sido
demonstrado como benéfico em relagao a morbidade do cancer em pacientes com estagio
avancado da doenca (Chodak et al., 2002; Crawford et al., 1989).

A agdo inibitdria paradoxal do GnRH-agonista na secregcdao de gonadotrofinas esta bem
estabelecida e tem numerosas aplicagdes clinicas com a inibicdo da fungao do eixo hipotalamo-

hipéfise-gbnada, incluindo cancer de préstata e mama, endometriose, ovarios policisticos,
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puberdade precoce e contracepgdo. Especificamente no tratamento do cancer avangado de
prdstata, apds duas semanas do inicio do uso do GnRH-agonista, existe um bloqueio quase total
da producdo das gonadotrofinas (FSH e LH) pela hipdfise, devido a desensibilizacdo ou
regulagcdo-negativa dos receptores de GnRH da glandula, bloqueando a produgao de
testosterona e mantendo-a em nivel de castracdo durante todo o tempo de uso do
medicamento (Engel et al., 2007; Huhtaniemi et al., 1987a). Embora o tratamento suprima
efetivamente a producdo de testosterona, a esteroidogénese testicular ndo é totalmente
bloqueada. Aproximadamente 10% dos pacientes tratados com GnRH-agonistas falham ao
alcancar o nivel de castracdo (Crawford et al., 2011; Huhtaniemi et al., 1987b). Essa producdo
residual de andrégenos ndao compromete a eficacia terapéutica contra o cancer de prostata,
entretanto pode explicar uma varidvel supressao da espermatogénese, como revelam estudos
histoldgicos realizados em pacientes com cancer avangado de préstata, tratados com GnRH-
agonistas durantes seis meses e depois submetidos a orquiectomia bilateral, comparados com
pacientes que realizaram a orquiectomia como tratamento primario para o cancer de prostata
(Huhtaniemi et al., 1987b). Em contraste, os GnRH-antagonistas se ligam diretamente nos
receptores de GnRH na glandula pituitdria, levando a uma rdpida diminui¢ao dos niveis de LH,

FSH e testosterona, sem qualquer producdo residual (Stangelberger et al, 2008).

Estrogénios

No tratamento do cancer de prostata, os estrogénios bloqueiam a liberagao do hormoénio
luteinizante (LH) pela hipodfise anterior, impedindo a estimulacdo da producdo de testosterona
pelos testiculos. Um efeito dos estrogénios sobre o metabolismo androgénico é a inibigdo de
diversos sistemas enzimaticos que participam da fisiologia prostatica (inibicdo da
DNA-polimerase, da 5alfa- redutase, entre outros). Demonstrou-se que os estrogénios também
estimulam o sistema reticuloendotelial, incrementando as defesas organicas e contribuindo
com o efeito antitumoral (Cisneros et al., 2005). O dietilestilbestrol (DES) é o estrogénio mais
comumente utilizado na terapia hormonal contra o cancer avangado de prdstata. O DES é
utilizado em varios estudos clinicos com dosagens variando de 0,2; 1,0; 3,0 e 5,0 mg/dia. Além
disso, na pratica clinica habitual de décadas passadas era comum utilizar doses muito maiores
(Carrizo, 2001). O DES exerce controle na retroalimentagdo do hipotdlamo diminuindo a
producdo do hormoénio liberador do hormodnio luteinizante (LHRH), do hormoénio foliculo

estimulante (FSH) e de testosterona a niveis de castracdo. Os sais de fésforo do DES atuariam
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por um mecanismo de acdo citotdxica direta. A fosfatase acida desfosforila o composto dentro
das células malignas, e o estilbestrol livre as destruiria (Trafford, 1965).

O uso combinado de estrogénios mais orquiectomia, ndo é recomendado por nao ser
superior a terapia individual de cada um deles. Por isso, tem se proposto como segunda linha o
blogueio de andrégenos (ver abaixo), porque os derivados estrogénicos sdo Uuteis no
tratamento do cancer de préstata resistentes a castracdo, diminuindo a sintese autébnoma de
andrégenos mediada por seus efeitos citotdxicos, provocando a diminuicdo dos niveis de
antigeno prostatico especifico em 43% dos pacientes quando foi administrado em doses baixas
(Shamash, 2011; Huguet et al., 2006). Estudos demonstraram que ndo ha diferenca no
progresso tumoral entre o uso de DES e flutamida, porém o DES tem maior sobrevida e mais
reacdes adversas (Lund et al., 1988, Jacobo et al., 1976).

Estudos em ratos e camundongos adultos demonstraram que estrogénios tém efeitos
deletérios na espermatogénese. A reducdo do hormoénio luteinizante (LH), bem como seu efeito
direto na inibicdo no processo da esteroidogénese nas células de Leydig contribui para a

reducdo dos niveis de testosterona nos testiculos (Steinberger, 1971).

Antiandrogénios

O acetato de ciproterona é um esteroide sintético que compete com a testosterona e a
dihidrotestosterona nos receptores de andrdégenos da prdstata e testiculos, produzindo
também supressdo da liberacdo do hormonio luteinizante (LH) por acdo no eixo hipotdlamo-
hipdfise. Portanto ela apresenta efeito central e periférico. Devido a seu efeito progestacional e
antiandrogénico, causa profunda supressao na espermatogénese. Quando utilizada em
associagao com testosterona exdgena, a ciproterona leva a consistente supressao na produgdo
espermadtica de homens adultos, tendo sido essa associagao testada como um possivel
anticoncepcional masculino (Meriggiola et al., 1998).

Flutamida é um antiandrégeno de agao periférica, que parece inibir a absorgao e ligagao
de testosterona e dihidrotestosterona aos receptores nucleares das células prostaticas. Nos
testiculos produz degeneracdao do epitélio seminifero e hiperplasia das células intersticiais.
Estudos histolégicos em camundongos tratados com flutamida apontam para anomalias,
principalmente na formagdo do acrossoma, levando a altas porcentagens de espermatides
anormais (Anahara et al., 2008).

Esses dois antiandrégenos sao os mais utilizados para tratamento do cancer avangado de
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prostata, como monoterapia ou, mais frequentemente, associados aos bloqueadores centrais,

como o GnRH-agonista ou o estrogeno, para bloqueio androgénico total (Martello, 2013).

1.6. Espermatogénese apads radioterapia

A radioterapia resulta em danos ao DNA de todos os tipos de células germinativas, células
de Sertoli e de Leydig, cada uma com niveis varidveis de sensibilidade (Gonzalez et al., 2012;
Centola et al., 1994). A dose difundida para os testiculos durante a raditerapia pélvica-
abdominal é de 1-2% da dose total aplicada no tumor (Budgell et al., 2001). A radiacdo escrotal,
a menos que a protecdo testicular seja providenciada, é constantemente associada com
azoospermia (Ash, 1980).

Além da dose total recebida, o fracionamento das aplicagcbes e a maneira temporal da
dose total recebida também tem impacto nos danos celulares e na extensdo dos danos
causados na espermatogénese. Doses mais altas liberadas em poucas fragdes sao menos
nocivas que doses mais baixas liberadas em maior niumero de aplicagdes. O parénquima
testicular € um dos tecidos mais radiossensiveis. O dano testicular por irradiacdo ocorre através
de exposicdo direta do testiculo ou pela dispersdo dos raios dirigidos em dareas adjacentes,
principalmente na regido abdominal e pélvica (Gonzélez et al., 2012; Centola et al., 1994). A
radiosensibilidade é definida como a susceptibilidade das células a radiacdo aplicada (revisdo
em Colpi et al., 2004).

Em seu estudo, Martello (2013) observou que pacientes tratados com radioterapia para
cancer de proéstata, apresentaram auséncia de células germinativas. No epitélio seminifero
observou-se apenas a presenca de células de Sertoli com vacuolos citoplasmaticos e grande
quantidade de goticulas lipidicas. O diametro dos tubulos seminiferos apresentava-se reduzidos
e com tunica prépria espessada com prolongamentos da membrana basal para o interior do
epitélio seminifero. Também foi observada a presenca de tubulos seminiferos com aspecto
fibrético. Em raras regides encontraram-se pequenas ilhas de tubulos seminiferos com
espermatogénese, com a presenca, nhestes locais, de células germinativas desde
espermatogobnias até as espermatides arredondadas, com mitoses espermatogoniais e células
de Sertoli com morfologia de células em apoptose.

Meistrich (1993) e Ash (1980) observaram que a radioterapia induz a diminuicdo do

epitélio germinativo de forma dose-dependente, e eventualmente pode causar ao paciente



16

esterilidade (Puscheck et al., 2004). As células germinativas demonstram maior sensibilidade a
irradiagdo quando comparadas com as células somaticas do testiculo, provavelmente devido ao
seu alto indice mitético. Pode-se especular que uma parte da populagao de espermatogonias
que se encontra fora do ciclo de divisdo celular, apresentam dano letal apenas quando sao
recrutadas para este ciclo. Além disso, verificou-se que a diferenciagdo de espermatogonia para
espermatacitos é reduzida durante este tempo (Meistrich, 2013; Meistrich e van Beek, 1990).
As espermatogonias sdo as mais radiossensiveis, podendo sofrer leses com doses abaixo
de 0,1 Gy, enquanto que os espermatdcitos sofrem lesées com dosagens a partir de 2 Gy e as
espermatides a partir de 4 Gy. Dose de 0,1 Gy mostra lesdes temporarias com parada de
espermatogénese, enquanto dose de 0,7 Gy resulta em azoospermia temporaria e dose de 1,2
Gy em azoospermia permanente (Howell e Shalet, 1998). As respostas as doses acima sdo para
doses unicas de radiagdo. Quando utilizado a radiagdo fracionado no tratamento de cancer
(frequentemente administrada em doses ao longo de 3-4 semanas), provoca maiores atrasos na
recuperacao da espermatogénese, e doses totais mais baixas causam azoospermia permanente
(Meistrich, 2013; Meistrich e van Beek, 1990). Esses dados sdo significantes porque muitos
protocolos para cancer testicular utilizam doses de 16-18 Gy, embora o tratamento seja
direcionado para linfonodos retroperitoneais e ndo diretamente aos testiculos. Ao contrario do
epitélio seminifero, as células de Leydig sdao relativamente radioresistentes, sendo doses de 20-
30 Gy necessdrias para causar hipogonadismo. Embora possa haver uma elevacdao dos niveis
séricos de FSH e LH com baixas doses de irradiagdo, os niveis de testosterona sérica

permanecem normais (Howell e Shalet, 2002).

1.7. Espermatogénese apds quimioterapia

Quimioterapia citotéxica tem melhorado a taxa de sobrevida de pacientes portadores de
muitos tipos de cancer, incluindo cancer no testiculo. Esses tratamentos sdo, entretanto,
seguidos frequentemente de disfungdo testicular devido a prejuizos na espermatogénese,
causados pelas drogas utilizadas. Em casos mais graves, até mesmo as células de Leydig podem
ser lesadas, levando a quadros de hipogonadismo. As chances de recuperagdo da
espermatogénese estdo relacionadas com os tipos de drogas utilizadas e suas dosagens
(Meistrich et al., 1989; da Cunha et al., 1984).

ApOs tratamentos com agentes quimioterapicos, que podem matar células germinativas,
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o mesmo fendmeno de azoospermia dos tratamentos radioterapicos, pode ser observado. Isso
se deve as espermatogonias do tipo A que ndo iniciam a diferenciagdo enquanto sua populagao
ndo é recuperada (Paulsen, 1973) e/ou ao fato de que, enquanto ha, mesmo que poucos
espermatozoides sendo produzidos no testiculo, esses espermatozoides ndo sobrevivem ao
transporte através do epididimo e consequentemente ndo alcangam o ejaculado. Também
existe a possibilidade de que haja algum dano ou alteragao na sinalizagao das células somaticas
gue limitam a diferenciacdo espermatogonial (Silber et al., 1997).

As drogas mais associadas com gonadotoxicidade clinicamente significante sdao os
agentes alquilantes, como a ciclofosfamida, o chloranbucil, a mustina, o busulfan e a
procarbazina, entre outras. Outros grupos de drogas como os antimetabdlitos (cytarabina),
alcaloides de vinca (vinblastina e vincristina) e o cisplatinun também estdo associados a
prejuizos na espermatogénese, porém em menor relevancia, havendo recuperacio da
fertilidade em grande parte dos pacientes tratados. Como na maioria das vezes essas drogas
sdo usadas em varios tipos de associagdes para tratamentos das doengas acima citadas, é mais
dificil saber o exato efeito de cada uma delas sobre a espermatogénese. Outro fato que
também dificulta essa avaliagdo é que muitas vezes e tratamento quimioterapico é associado a
radioterapia, somando-se assim o efeito gonadotdxico dessa outra modalidade de terapia

antineopldsica (Drumond et al., 2011; Howell e Shalet, 2001).

2. JUSTIFICATIVA

Os diversos tipos de tratamentos para o cancer de prdstata provocam diferentes tipos
de alteracdes testiculares. Conforme demonstrado em estudo anterior, realizado por nosso
grupo (Martello, 2013), a hormonioterapia e radioterapia afetam drasticamente a
espermatogénese de homens idosos submetidos a esses tratamentos para o cancer de
prostata. Os escores histopatoldgicos testiculares de Johnsen e de Bergmann demonstraram
com mais acuidade, em comparagdo ao escore classico de cinco padrdes, que os tratamentos
radioterdpicos e hormonais foram lesivos para a espermatogénese. Os pacientes idosos com
cancer avancado de préstata, que ndo sofreram tratamento hormonal e/ou radioterapico,
apresentaram espermatogénese normal, com pardmetros morfolégicos e morfométricos
compativeis com a faixa etdria. A radioterapia afetou mais acentuadamente a proliferagao

espermatogonial do que a hormonioterapia e, desta forma, apds hormonioterapia ha uma
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maior probabilidade de recuperacdo da espermatogénese. Parametros morfométricos
demonstraram que dentre os dois tratamentos, apenas a hormonioterapia bloqueia a
espermiogénese.

Os estudos morfolégicos e morfométricos desenvolvidos por Martello (2013)
demonstraram que foram evidentes as alteragdes do processo espermatogénico
principalmente apds tratamentos com radioterapia (TR) e hormonioterapia (TH). O diferencial
deste estudo foi ter utilizado um processamento para obtencdo de cortes histolégicos dos
testiculos com alta resolucdo, para andlise sob a microscopia de luz (Chiarini-Garcia e Meistrich,
2008). Enquanto o epitélio seminifero dos individuos que ndo sofreram tratamentos para o
cancer de proéstata antes da orquiectomia (grupo ST) ndo apresentou mudangas significativas
que ndo fossem compativeis com a faixa etaria dos individuos, os grupos tratados (TH e TR)
apresentaram resultados em relagao a espermatogénese drasticamente negativos, na grande
maioria dos pacientes. Apds TH exclusivo, o processo espermatogénico sofreu grande impacto,
com redugao significativa do diametro dos tubulos seminiferos e da altura do epitélio. Apesar
disso, esses pacientes foram considerados com bom progndstico para recuperagdo da
espermatogénese, visto que os numeros de espermatogonias Acscuras © Aclaras Ndo foram
afetados, quando comparados com o grupo ST. Nos pacientes TR exclusivo apesar dos tubulos e
epitélio seminiferos se apresentarem com didmetro e altura menor, respectivamente, neles
foram observadas algumas ilhas de tubulos seminiferos com espermatogénese. Em alguns
destes tubulos foram encontradas células germinativas que avangaram até espermatides
alongadas. O numero de espermatogoOnias Aescuras fOi significativamente menor nos individuos
irradiados. A irradiacdo foi mais deletéria sobre as células germinativas que o tratamento
hormonal, uma vez que o numero de apoptose dessas células foi significativamente maior apds
esse tipo de insulto, em relacdo aos individuos nao tratados. Apesar dos danos apresentados,
levou-se em consideracdo que a fase proliferativa espermatogonial foi menos afetada apods a
irradiacdo, entdo se supOs que esses individuos, quando tivessem os tratamentos
interrompidos, poderiam ter seu processo espermatogénico recuperado (Martello, 2013).

O estudo desenvolvido por Martello (2013) mostrou claramente o quanto tratamentos
para o cancer de préstata podem, de forma indireta, afetar o processo espermatogénico em
homens, em algumas situagdes tornando-os inférteis. No entanto, algumas questdes
importantes ndao foram respondidas por este pesquisador. Dentre elas, o quanto os referidos

tratamentos podem afetar a capacidade proliferativa das espermatogobnias, células estas
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responsdaveis pela manutencdo deste sistema autorenovavel. Uma dificuldade do trabalho de
Martello (2013) foi a de obter testiculos de pacientes submetidos a irradiacdo, utilizando no seu
estudo apenas trés pacientes neste grupo experimental. Desta forma, em alguns dos
parametros analisados, como por exemplo dosagens hormonais, os resultados obtidos nao
foram ainda conclusivos. Diante do exposto, o presente trabalho pretendeu, com o aumento do
numero de pacientes, avaliar os parametros citados acima, além de reexaminar outros ja
avaliados por Martello (2013), procurando confirmar mais precisamente os efeitos deletérios
da prostatectomia e de tratamentos hormonais e radioterdpicos para o cancer de proéstata

sobre o testiculo humano.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a morfologia e alteragdes quantitativas de diversos componentes do parénquima
testicular bem como a proliferagao espermatogonial em homens com cancer de prdstata que
foram orquiectomizados e ndo sofreram nenhum tipo de tratamento prévio (ST) em
comparagdo com aqueles que foram submetidos a prostatectomia radical (PR), tratamentos

hormonais (TH) e tratamentos radioterapicos (TR).

3.2. Objetivos especificos
De forma comparativa entre os pacientes controle (ST) com aqueles que foram submetidos a
diferentes tratamentos para o cancer de prostata (PR, TH e TR), os seguintes parametros foram

avaliados:

e Diametro médio dos tubulos seminiferos;

® Propor¢do volumétrica (Vv%) de tubulo seminifero e intersticio testicular;

® Proporcdo volumétrica (Vv%) de tubulo e intersticio testiculares com e sem fibrose;
® Proliferagdo espermatogonial, empregando o marcador MCM-7;

e Dosagem sérica dos hormdnios FSH, LH e testosterona.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Consideracdes éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP) sob no CAAE
—0117.0.203.000-07 (Anexo |), pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) do Hospital
das Clinicas da UFMG (Processo n2 079/2007) (Anexo 1l) e pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Saude e Ministério da Saude, sob o protocolo
CONEP n? 14.250 e parecer n? 189/2008 (Anexo lll). Os pacientes que doaram os testiculos
foram informados sobre os objetivos do presente estudo e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo V).

4.2. Pacientes

Os sujeitos dessa pesquisa foram pacientes portadores de cancer avancado de préstata
submetidos a castracdo cirurgica (orquiectomina total ou subcapsular bilateral) como forma de
blogueio definitivo de testosterona, para tratamento paliativo da doenga localmente avangada
ou metastatica, conforme indicacdo da literatura médica (Fonseca et al., 2009; Gudziak e Smith,
1994). A coleta desse material bioldgico ocorreu no periodo de mar¢co de 2007 até junho de
2015, com um total de 29 pacientes. Oito pacientes foram excluidos no final do estudo, sendo
um por ter feito tratamento hormonal com estrogénio durante trés anos, porém interrompeu
oito meses antes da orquiectomia, trés por ndo apresentarem informagdes confidveis sobre o
seu tratamento radioterapico (dose e periodo de tratamento), um por ainda ndo ter terminado
as sessdes de radioterapia antes da orquiectomia e trés por fazerem mais de um tipo de
tratamento para o cancer de prdstata. Cinco desses pacientes excluidos foram analisados em
estudos anteriores do grupo por Martello (2013). Portanto, foram incluidos neste estudo 22

pacientes, com idades entre 59 e 90 anos, com média de 73,5 anos, conforme descri¢cdo abaixo.

4.3. Grupos experimentais

O parénquima testicular foi obtido de pacientes submetidos a orquiectomia no Hospital

das Clinicas da UFMG, sob coordenagao da equipe médica do Servigo de Urologia do Hospital
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das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A indicagdo de orquiectomia subcapsular
bilateral foi feita por médicos que trabalham na drea de uroncologia, sem nenhuma influéncia
do presente estudo na conduta médica para o tratamento do cancer de préstata. Os tecidos
testiculares foram utilizados com a concordancia dos pacientes e familiares em ceder esse
material para pesquisa, apos preenchimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 1V).

Sete pacientes foram submetidos a orquiectomia bilateral como forma primaria de
tratamento, por ja apresentarem doenga avangada desde o diagndstico. Estes nao sofreram
gualquer tipo de tratamento. Quatro pacientes foram inicialmente tratados com
prostatectomia radical, quando a doenga ainda estava localizada apenas na prdstata, mas
posteriormente apresentaram recidiva da doencga e receberam indicagdo de castragdo cirurgica.
Cinco pacientes foram inicialmente tratados com hormonioterapia, para blogueio da acdo da
acdo da testosterona nas células prostaticas, sendo trés tratados com estrégeno (bloqueador
central) e dois com acetato de ciproterona (bloqueador central e periférico). Posteriormente
todos esses cinco pacientes receberam indicagdo de orquiectomia subcapsular como
tratamento definitivo. Seis pacientes foram tratados com radioterapia externa, por acelerador
linear de particulas, quando a doenga estava localizada apenas na prdstata e posteriormente
receberam indicacdo de orquiectomia subcapsular como tratamento definitivo. Informagdes
mais detalhadas de cada paciente, obtidas através de protocolo clinico e colhidas do préprio

paciente ou de seus familiares, sdo apresentadas no Anexo V.

Os grupos experimentais foram os seguintes:

Pacientes sem tratamento (ST, n=7)
Grupo composto por sete pacientes portadores de cancer avancado de prostata,
submetidos a orquiectomia subcapsular bilateral como forma de bloqueio hormonal definitivo,

gue ndo se submeram a nenhum tratamento prévio.

Pacientes sem tratamento e prostectomizados (PR, n=4)
Grupo composto por quatro pacientes portadores de cancer avancado de préstata,
submetidos a orquiectomia subcapsular bilateral como forma de bloqueio hormonal definitivo,

que foram tratados somente com a prostatectomia radical, quando a doenga ainda estava
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localizada apenas na préstata.

Pacientes tratados com terapia hormonal (TH, n=5)

Grupo composto por cinco pacientes portadores de cancer avancado de prostata,
submetidos a orquiectomia subcapsular bilateral como forma de bloqueio hormonal definitivo,
que se encontravam sob tratamento hormonal exclusivo com bloqueadores da agdao da

testosterona, de agao central ou periférica.

Pacientes tratados com radioterapia externa (TR, n=6)

Grupo composto de seis pacientes portadores de cancer avancado de prostata,
submetidos a orquiectomia subcapsular bilateral como forma de bloqueio hormonal definitivo,
que haviam se submetido anteriormente a tratamento radioterapico externo, quando a

doencas estava localizada na préstata, ndo tendo recebido mais nenhum tratamento.

4.4. Orquiectomia bilateral

As orquiectomias foram do tipo total ou subcapsular. Para tal, foi realizado bloqueio
anestésico local por pungdo percutanea do escroto, utilizando-se seringa estéril de 20 ml
acoplada a uma agulha de 21-gauge, com infiltragao de 7 mL de solugdo 1:1 de lidocaina 1% e
bupivacaina 0,5% em cada cordao espermatico e 1mL dessa solucdo sob a pele e subcutdneo da
regido incisada. Com o paciente na posi¢ao de decubito dorsal, fez-se a degermagao da pele de
toda a regido genital com solugao PVPI degermante e anti-sepsia da mesma com tintura de
PVPI. O procedimento cirurgico iniciou-se com uma incisdo da pele escrotal de
aproximadamente 4,0 cm, na regido da rafe escrotal, por onde foram expostas todas as
camadas, desde a pele até a tunica vaginal. A hemostasia foi realizada com auxilio de um
eletrocautério. O testiculo foi exteriorizado e retirado, no caso de orquiectomia total, ou teve
sua tunica albuginea aberta e o parénquima testicular exposto e completamente liberado da
albuginea com auxilio de uma gaze. Nesse tempo cirurgico foi feito novamente a hemostasia,
com auxilio do eletrocautério e sutura com fio de catgut 2-0. O mesmo fio foi usado na rafia dos
outros planos, separadamente até a pele. Foi feito o mesmo procedimento no testiculo

contralateral (Mayor and Zingg, 1975).
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4.5. Processamento histologico do parénquima testicular

Imediatamente apds a orquiectomia, o parénquima dos testiculos direito e esquerdo foi
separado e de cada um deles foram obtidos fragmentos que foram colocados em solucdes

fixadoras, conforme descrito abaixo.

Fixagdo em glutaraldeido e inclusGo em glicol metacrilato

Apos a orquiectomia, fragmentos dos testiculos foram fixados por imersao em
glutaraldeido a 5% em tampao fosfato 0,05M pH 7,3, por 24 horas. Estes fragmentos foram
mantidos a 4°C até o momento da inclusdo. No momento da inclusdo, finos fragmentos de 2 a 3
mm de espessura foram recortados da superficie dos fragmentos testiculares. Estes fragmentos
foram desidratados em série crescente de alcodis e incluidos em resina plastica a base de glicol
metacrilato (Historesina, Leica), conforme descrito por Chiarini-Garcia et al. (2011). Dos blocos
foram obtidos cortes histolégicos de 3 e 5 um de espessura que foram corados com azul de

toluidina-borato de sédio para as analises morfoldgicas e morfométricas.

Fixagdo em paraformaldeido e inclusGo em paraplast

Fragmentos testiculares foram fixados por imersdo em paraformaldeido a 4% (tampao
fosfato de sdédio 0,05M, pH 7,2, 24h) e posteriormente armazenados, a 42C, em tampao fosfato
de sdédio 0,05M, pH 7,2, até o momento da inclusdo. No momento da inclusdo, finos
fragmentos de 5 mm de espessura foram recortados da superficie dos fragmentos testiculares.
Estes fragmentos foram desidratados em série crescente de etanol e incluidos em paraplast
(Merck). Dos blocos foram obtidos cortes histolégicos de 5 um de espessura para analise

imunohistoquimica.

4.6. Andlises morfologicas

As avaliagdes morfologicas foram realizadas em fragmentos de testiculo processados em
glutaraldeido e incluidas em resina plastica a base de glicol metracrilato. Foram consideradas
algumas caracteristicas tais como organizagdo do epitélio, presenga de célula germinativa,
presenca de fibrose, presenca de padrdao de tubulos seminiferos que apresentavam apenas

células de Sertoli (Sertoli only). Tais caracteristicas foram observadas e registradas em
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fotomicrografias digitais obtidas no fotomicroscépio BX-51 da Olympus acoplado a camera
fotografica digital Q-Color 3, também Olympus, para avaliagao e divulgagao dos resultados. As
imagens digitais foram tratadas com o programa Adobe Photoshop e montadas e legendadas

em pranchas utilizando o programa Adobe lllustrator.

4.7. Andlises morfométricas

As seguintes avaliacdes morfométricas foram realizadas em fragmentos de testiculo
processados em glutaraldeido e incluidos em resina plastica a base de glicol metracrilato, a

saber:

Diagmetro tubular

Os diametros dos tubulos seminiferos foram determinados nos cortes histoldgicos
transversais, utilizando-se régua graduada acoplada a ocular de um microscépio Olympus BX-
41, régua esta aferida em micrémetros com o auxilio de uma lamina micrométrica de Leitz.
Mensurou-se 50 secc¢des transversais de tubulo seminifero por individuo (25 em cada testiculo),
de contorno o mais circular possivel, selecionados aleatoriamente em varredura horizontal do

tecido. As mensuragdes, em micrometros, foram realizadas em aumento final de 200X.

Proporgdo volumétrica (V/v%)

A proporgao volumétrica de tubulo seminifero (epitélio seminifero, fibrose tubular, tunica
prépria, limen e células no limen) e intertersticio testicular (vasos sanguineos, célula de
Leydig, mastécito, células de tecido conjuntivo, intersticio e fibrose intertubular) foram
determinada a partir da contagem de 4410 pontos. Para isto, utilizou-se reticulo com 441
intersecgdes acoplado a ocular de um microscopio Olympus BX-41 onde foram analisados 10
campos aleatérios dos fragmentos testiculares de ambos os testiculos de cada paciente. Para
obtencdo da proporcdo volumétrica (Vv%) foram contados, em aumento final de 400X, os

pontos coincidentes com os componentes tubulares e intertubulares citados acima.
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Para o calculo do volume destes componentes testiculares a seguinte férmula foi aplicada,

onde:

Vee = Pc. 100
Pr

Vvc = proporgdo volumétrica do componente avaliado (%)
Pc = pontos do componente avaliado (um®)
P; = pontos do parénquima testicular (um?)

A proporgao volumétrica de tubulo seminifero sem e com fibrose bem como de intersticio
sem e com fibrose, foi determinada a partir da contagem de 1800 pontos utilizando-se reticulo
com 36 interseccbes (pontos) acoplados a ocular de um microscépio Olympus BX-41 onde
foram analisados 50 campos aleatérios no fragmento testicular de cada paciente. Para
obtengdo desta propor¢do volumétrica (Vv%) foram contados, em aumento final de 200X os
pontos coincidentes com tubulo e intersticio testicular, conforme descrito acima. Para calcular

o volume destes componentes foi aplicada a mesma féormula citada acima.

Proporgdo de tubulos seminiferos em relacdo as células germinativas mais avancadas
Determinou-se a porcentagem de tubulos seminiferos nos quais as células germinativas
mais avancadas foram as (1) espermatogbnias, (2) espermatécitos, (3) espermatides
arredondadas, (4) espermatides em alongamento e (5) espermatides alongadas. Determinou-se
também a porcentagem de (6) tubulos apenas com células de Sertoli e (7) tubulos seminiferos
fibrosados, nos quatro grupos de pacientes avaliados. Esta avaliacdo foi realizada em
microscopio Olympus BX-41, onde, em aumento final de 100X, contou-se 50 tubulos

seminiferos (25 em cada testiculo) por paciente.

4.8. Avaliacdo imunohistoquimica

Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Biologia Estrutural e Reprodugao
(LABER - ICB/UFMG), que possui estrutura basica para este fim. Para a leitura das laminas
utilizou-se o microscépio Olympus BX-51.

Para avaliagdao imunohistoquimica, fragmentos testiculares fixados em paraformaldeido
e incluidos em paraplast foram submetidos a avaliacdo com objetivo de determinar a expressao

do marcador de proliferagao celular MCM7 (Abcam anti-MCM7 antibody — cat. #ab2360). Os
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cortes foram rehidratados e incubados com perdxido de hidrogénio a 3% em metanol, por 30
minutos, com o objetivo de bloquear a peroxidase endégena.

Para a recuperagdao antigénica as laminas, imersas em tampao citrato pH 6,0, foram
aquecidas em microondas por 7 minutos, sem levantar fervura, e deixadas resfriar até a
temperatura ambiente. Em seguida, foram realizados bloqueios para avidina/biotina e de
ligacdes inespecificas. Primeiramente, realizou-se o bloqueio da avidina e biotina utilizando-se
kit da Vector Laboratories (avidin/biotin blocking kit, Vector Laboratories), sendo cada um por
10 minutos. Posteriormente, realizou-se bloqueio de ligacdes inespecificas utilizando-se soro de
cabra a 10%, por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados, durante uma noite a 4°C
e em camara umida, com o anticorpo primario MCM7 diluido em BSA a 0,5%.

Posteriormente, as seccdes foram lavadas em PBS (tampao fosfato salino, 0,2mol/L, pH
7,4) e incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse biotinilado (Vector Laboratories) por
1h a temperatura ambiente, para posterior amplificagdo com kit Vectastain ABC Elite (Vector
Laboratories) por 30 min. A reacdo foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina, 1:300 (DAB, Vector
Laboratories) que foi usada como substrato para a peroxidase. Os cortes foram lavados 5 vezes
em PBS 0,2 mol/L entre todos os passos descritos acima, exceto antes do anticorpo primario.

Para anadlise da reagdao imunohistoquimica sobre as espermatogodnias, empregou-se um
microscopio Olympus BX51 acoplado a uma camera fotografica digital QColor 3. Imagens
fotograficas digitais foram obtidas de todos os tubulos seminiferos contidos no corte para cada
paciente analisado, utilizando o programa ImagePro Express (Media Cybernetics).
Posteriomente, das imagens digitais dos tubulos seminiferos foram determinados (1) o numero
de espermatogobnias que expressam o marcador de proliferagdo celular (MCM7+) e (2) o
numero daquelas que ndo o expressavam (MCM7-). Destes mesmos tubulos, e utilizando o
programa ImagePro Express, foram medidos os comprimentos de suas bases, ao nivel da
membrana basal, valor este expresso em milimetros. Com estes valores (niumero de
espermatogonias (+) e (-) para MCM7 e o comprimento do compartimento basal) determinou-
se, para cada grupo experimental, o numero de espermatogbnias por milimetro de
compartimento basal e o indice de proliferagdao espermatogonial. Este indice foi determinando
dividindo o numero de espermatogonias MCM7+ pelo total de espermatogbnias (soma das
células MCM7+ e MCM7-).

Contou-se também o nimero de espermatogbnias em mitose e em apoptose, e o seu

numero também foi equalizado por milimetro de compatimento basal.
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4.9. Perfil Hormonal

No mesmo dia da realizagdo da orquiectomia, antes de iniciar a cirurgia, foi colhido
sangue periférico de cada paciente, com posterior centrifugacdo para separacao do soro e
congelamento. Esse material ficou armazenado em freezer a -20°c, sendo posteriormente
enviado para laboratério de andlises clinicas (Laboratério Sdo Paulo), para realizacdo das
dosagens séricas de hormonio foliculo estimulante (FSH), hormonio luteinizante (LH) e

testosterona total.

Dosagem do Horménio Foliculo Estimulante (FSH)
A concentragao de FSH no soro foi determinada utilizando o método de imunoensaio
imunométrico, que usa a tecnologia de quimioluminescéncia. O valor de referéncia para

homens adultos varia entre 1,27 a 19,26 mUl/mL.

Dosagem do Horménio Luteinizante (LH)
A concentragdo de LH no soro foi determinada utilizando o método de imunoensaio
imunométrico, que usa a tecnologia de quimioluminescéncia. O valor de referéncia para

homens adultos varia entre 1,24 a 8,62 mUl/mL.

Dosagem da Testosterona Total (T)
Foi utilizado o método de dosagem da testosterona total sérica, calculado através de
imunoensaio do tipo competitivo, que usa a tecnologia de quimioluminescéncia. O valor de

referéncia para homens adultos desse método varia entre 175 a 781 ng/dL.

4.10. Andlises estatisticas

Todos os parametros avaliados foram testados quanto a normalidade antes da
andlise, usando o programa de estatistica GraphPad Prism 5.0 (Graph-Pad Software Inc., La
Jolla, California, USA). Os dados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA), ou pelo
teste de Kruskal-Wallis quando ndo paramétricos. As diferencas entre os grupos foram testadas
pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey (dados paramétricos) ou pelo teste de Dunn
(dados ndo paramétricos). Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes

guando P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Morfologia testicular

A estrutura morfolégica do epitélio seminifero de homens idosos com cancer de
préostata do grupo que ndo sofreu nenhum tipo de tratamento (ST) e do grupo
prostatectomizado e que ndo sofreu nenhum outro tipo de tratamento (PR) foi semelhante
aquela descrita na literatura para o homem normal idoso.

A altura do epitélio seminifero foi bastante varidvel entre diferentes tubulos de um
mesmo paciente. Foram observados desde tubulos seminiferos com epitélio integro até
aqueles com altura reduzida devido a auséncia de diferentes geragdes de células germinativas,
demonstrando aspecto de descamacdo epitelial (Figura 1A). Esta descamagdo estd associada a
perda de espermatdcitos em paquiteno e principalmente de espermadtides arredondadas e
alongadas, mesmo nos estadios onde eram esperadas. Nestes tubulos era evidente um
desarranjo das células geminativas associado a um aumento dos espacos extracelulares. Apesar
do desarranjo epitelial, quanto ao aspecto morfoldgico as células geminativas apresentavam
morfologia aparentemente normal em todas as fases do processo espermatogénico:
espermatogonial, espermatocitdria e espermiogénica (Figura 1B,C).

Em relagdo as células de Sertoli, se apresentavam com morfologia aparentemente
normal. Estas foram identificadas pela forma irregular do nucleo, com nucléolo proeminente e
inclusdes na regido basal do citoplasma, onde foram observados vacuolos citoplasmaticos em
pequena ou moderada quantidade. Em alguns tubulos seminiferos a membrana basal
apresentava-se mais espessada e emitindo invaginagdes em diregao ao epitélio seminifero. A
tunica propria apresentou-se, entre os individuos, com numero varidavel de células midides,
demonstrando assim diferentes espessuras. No intersticio foram observados células de Leydig,
vasos sanguineos, mastdcitos, leucdcitos e células e fibras do tecido conjuntivo (Figura 1D).

No grupo de pacientes com cancer de prdstata e submetidos a hormonioterapia (grupo
TH) foi observado que o epitélio seminifero é bastante heterogéneo em altura e organizagao
(Figura 2A) e a espermatogénese se desenvolve alcancando apenas a fase de espermatdcito
(Figura 2D). Desta forma, o epitélio seminifero destes pacientes é baixo e apresenta, com
frequéncia, tubulos seminiferos fibréticos (Figura 2B). A tunica prépria e a membrana basal
encontram-se mais espessas e apresentam membrana basal com maior numero de

invaginagdes em dire¢do ao epitélio, quando comparado aos individuos dos outros grupos (ST,
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Figura 1. Fotomicrografias de tubulos seminiferos de testiculos de homens idosos com cancer de préstata que nao
sofreram qualquer tipo de tratamento (ST) ou que foram prostatectomizados (PR) antes da orquiectomia bilateral.
Em A, observe o arranjo regular dos tubulos seminiferos (TS), mostrando epitélio seminifero com altura variavel.
Em B, observa-se corte transversal de tubulo seminifero com aparéncia normal e em C, detalhe do epitélio
seminifero mostrando espermatogonias Acscuras (A€), Agaras (AC), espermatdcito primdrio em paquiteno (P),
espermatides arredondadas (Ar) e espermatides alongadas (Al), além de células de Sertoli (S) e tunica préria (Tp).
Em D, note detalhe do intersticio com agrupamento de células de Leydig (L) e mastdcito (Mc). Vs, vaso sanguineo.
Barras: A, 145 um; B, 45 um; C, 22 um; D, 58 um.

PR e TR). As células de Sertoli apresentam citoplasma com maior quantidade de vacuolos
citoplasmaticos (Figura 2C). Nestes pacientes, o intersticio é reduzido, provavelmente devido
ao aumento da formacdo de focos fibroticos. As células de Leydig foram encontradas com
menor frequéncia enquanto os mastdcitos encontravam-se frequentemente associados a
tlnica proépria, préximos as células midides dos tubulos seminiferos que, por sua vez,

apresentavam membrana basal espessada, com aspecto fibrético.
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Figura 2. Fotomicrografias de tubulos seminiferos de testiculos de homens idosos com cancer de préstata que
sofreram tratamentos hormonais (grupo TH). Em A, observe tubulos seminiferos com epitélio apresentando
diferentes alturas e desorganizado. Em B, observam-se alguns tubulos seminiferos fibrosados (F) enquantos outros
com poucas células germinativas e em processo de fibrose (PF), além de apresentar tunica prépria espessa. Em C,
corte transversal de tubulo seminifero com epitélio bastante vacuolado (V), poucas células germinativas e muitas
células desprendidas no limen (seta). Em D, observar detalhe do epitélio seminifero com espermatogoénias Aescuras
(Ae) mas que avangam apenas até espermatdécitos em paquiteno (P). S, célula de Sertoli; Tp, tunica proria; Vs, vaso
sanguineo. Barras: A-B, 145 um; C, 58 um; D, 22 um.

Nos pacientes com cancer de préstata e tratados com radioterapia (grupo TR) observou-
se predominio de tubulos seminiferos apenas com células de Sertoli (Sertoli-only) (Figura 3A) e,
além destes, foram frequentes os tubulos fibrosados. Neste pacientes também foram
encontrados tubulos seminiferos com espermatogénese, desde espermatogbnias até as
espermatides arredondadas (Figura 3B), mas estes foram raros e encontrados na forma de ilhas
dispersas no parénquima testicular. Assim como nos pacientes tratados com hormonioterapia,
a tunica prépria encontrava-se mais espessa e apresentava maior quantidade de invaginacoes
em dire¢do ao epitélio, quando comparado com os pacientes dos grupos ST e PR. No intersticio
foram encontrados agrupamentos de células de Leydig e o mastdcitos foram frequentes e

associados a tunica propria. Foram frequentes tubulos seminiferos em processo de fibrose.
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Figura 3. Fotomicrografias de tubulos seminiferos de testiculos de homens idosos com cancer de préstata que
sofreram tratamento radioterdpico (grupo TR). Em A, observe que a maioria dos tubulos seminiferos ndo possui
células germinativas no epitélio (1), contendo apenas células de Sertoli enquanto alguns possuem células
germinativas (2). Em B, observe corte transversal de tubulo seminifero com apenas células de Sertoli (S) e tubulo
seminifero (asterisco) com células germinativas, alcangando até a fase de espermatides (seta). L, célula de Leydig
(L) e Tp, Tunica préria; Vs, vaso sanguineo. Barras: A, 120 um; B, 60 um.

5.2. Avaliacdo morfométrica e de diferentes componentes testiculares

5.2.1. DiGmentro tubular

Os didametros dos tubulos seminiferos de homens idosos com cancer de prdstata que
foram submetidos a tratamento hormonal (TH) e radioterapico (TR), foram significativamente
menores quando comparados com aqueles que ndo sofreram nenhum tipo de tratamento (ST),
sugerindo efeito deletério destes tratamentos nos componentes tubulares (Figura 4 e Tabela
1). Dentre eles, o mais deletério, e que provocou a maior reducdo do diametro tubular, foi o

tratamento hormonal.
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Figura 4 — Diametros dos tubulos seminiferos (um) de homens idosos apds diferentes tratamentos para o cancer
de préstata. ST, sem tratamento; PR, sem tratamento e prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR,
tratamento radioterapico.
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Tabela 1 — Diametros tubulares (um) e proporgdes volumétricas (Vv%) de componentes tubulares e intertubulares
do testiculo de homens idosos apds diferentes tratamentos para o cancer de préstata. ST, sem tratamento; PR,
sem tratamento e prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR, tratamento radioterapico.

Didmetro Tubular (um) 223+7° 210 + 8%° 165 + 16° 162 + 12"
Total Tbulos seminiferos (%) 60.4 + 3.0° 58.9+0.5° 49.9 +3.0° 44.4 +2.9°
Total Interttbulo (%) 39.63.0° 41.1+0.5° 50.1+3.0° 55.6 4 2.9°
Tubulos seminiferos (%)

Epitélio seminifero 49 + 4° 58+1° 35+ 8° 40+ 7°
Fibrose tubular 3.63+2.79° 0.89 + 0.51° 26.84 +15.93°  19.29 +12.33°
Tunica prépria 16.5+1.17° 13.9+ 0.4° 24.4 +7.6° 25.4 +3.9°
Lumen 27+ 4° 25+1° 14+ 5° 15+ 3°
Células no ldmen 3.67+1.12° 1.48 + 0.16° 0.27 +0.11% 0.06 + 0.04°
Intertubulo (%)

Vaso sanguineo 3.59+0.67°  0.97+0.29° 3.61+0.67° 1.44 +0.42%°
Célula de Leydig 0.42 +0.18" 0.08 + 0.03™ 0.07£0.05®  0.02+0.01°
Mastdcito 0.07 £ 0.03° 0.01 +0.01° 0.07 £+ 0.01° 0.08 +0.03°
Células de tecido conjuntivo 1.39 £0.37° 0.46+0.04°  0.56+0.08°  0.29+0.07°
Intersticio 84.9 + 8.0° 98.5+0.3° 72.9+14.8° 85.8+10.7
Fibrose Intertubular 4.6+3.7° 0.0+ 0.0° 12.8 +8.3° 6.9+5.8°
Fibrose testicular (%)

Tubulos seminiferos celularizados 68 + 3° 67 + 2° 42 +10° 44+ 9°
Tubulos seminiferos com fibrose 2.57+1.78° 0.0+ 0.0° 12.09 + 7.98° 9.16 + 7.32°
Intersticio 27+ 2° 24+ §&° 30+ 7° 31+10°
Intersticio com fibrose 2.66 + 2.08° 8.74 + 8.74° 15.10 + 7.68° 16.53 +9.28°

n, nimero de pacientes por grupo

5.2.2. Porcentagem de tubulos seminiferos e intertubulo

Apds a andlise quantitativa da propor¢do volumétrica (Vv%) de diversos dos componentes
tubulares (epitélio seminifero, tunica prépria, lUmen, presenga de células livres no limen e
fibrose tubular) e intertubulares (vasos sanguineos, células de Leydig, mastdcitos, células do

tecido conjuntivo, intersticio e fibrose intertubular) constatou-se que a maioria deles ndo
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sofreu alteragao significativa apds os tratamentos. No entanto, apesar de nao terem
apresentado significancia estatistica, mostraram variagdes numéricas expressivas entre
pacientes de diferentes grupos e com desvio padrao muito elevado. Estes achados refletem a
grande heterogeneidade morfologica entre os testiculos dos pacientes, principalmente
daqueles dos grupos TH e TR.

Em relagdo aos componentes tubulares apenas a quantidade de células germinativas
livres no lumen tubular de pacientes tratados com radiagdo foi expressivamente reduzida
(P<0,05) em relagdao ao encontrado naqueles pacientes dos grupos ST e PR (Tab. 1 e Fig. 5), que
provavalmente estaria associado ao reduzido nimero de células germinativas nestes pacientes.
Apesar de ndo significativo (P>0,05), e como dito anteriormente possivelmente devido a grande
variabilidade entre os pacientes de um mesmo grupo experimental, a propor¢ao de epitélio
seminifero e de lumen foi reduzida enquanto a proporgdo de fibrose tubular e de tunica prépria

foi aumenta nos pacientes dos grupos TH e TR.
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Figura 5 — Proporg¢des volumétricas (Vv%) de componentes tubulares de homens idosos apds diferentes
tratamentos para o cancer de prdstata. ST, sem tratamento; PR, sem tratamento e prostatectomizados; TH,
tratamento hormonal; TR, tratamento radioterapico.

Em relagdo aos paramentros intertubulares (Figura 6) foram analisados vaso sanguineo,
célula de Leydig, mastécito, células de tecido conjuntivo, intersticio e fibrose intertubular.
Nota-se que os mastdcitos e a fibrose intertubular ndo apresentaram significancia estatistica,
apesar da fibrose intertubular mostrar valores bastante elevados nos grupos TH e TR, em
relagdo aos pacientes dos grupos ST e PR. Pode-se observar que a proporgdo de vasos

sanguineos e intersticio apresentam diferenga estatistica somente entre os grupos PR e TH.
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Apesar da proporgao de célula de Leydig se apresentar reduzida nos pacientes dos grupos PR,
TH e TR, em relagdo aqueles que nao sofreram nenhuma intervengao cirugica ou tratamento,
apenas aqueles pacientes submetidos a irradiagdo apresentaram efeito deletério expressivo

(P<0,05) na proporgdo de células de Leydig (Tab. 1 e Figura 6).
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Figura 6 — Propor¢des volumétricas (Vv%) de componentes intertubulares do testiculo de homens idosos apds
diferentes tratamentos para o cancer de prdstata. A, vaso sanguineo; B, mastdcito; C, células de tecido conjuntivo;
D, célula de Leydig; E, intersticio; F, fibrose intertubular. ST, sem tratamento; PR, sem tratamento e
prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR, tratamento radioterapico.

5.2.3. Proporgdo volumétrica de tubulos seminiferos com células germinativas e fibrose
testicular

As proporgdes de tubulos seminiferos celularizados e intersticio normal foram
determinados em relagdo aos tubulos seminiferos fibrético e de fibrose intersticial, sendo
separados da seguinte forma: (1) tubulos seminiferos celularizados em relacdo aqueles (2)
fibréticos e (3) intersticio normal em relagdo ao (4) intersticio com fibrose (Tab. 1 e Figura 7).
Apesar de ndo apresentar significancia (P>0,05), a propor¢do de tubulos seminiferos e
intersticio com fibrose foi maior naqueles pacientes que sofreram tratamentos hormonais e

radioterapicos quando comparado com aqueles que nao sofreram tratamentos, sem (ST) ou

com (PR) prostatectomia.



35

100+
1 ST

PR
=== TH
TR

Y%

Figura 7 — Proporg¢des volumétricas (Vv%) de tubulos seminiferos e intersticio com e sem fibrose no testiculo de
homens idosos apds diferentes tratamentos para o cancer de prdéstata. ST, sem tratamento; PR, sem tratamento e
prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR, tratamento radioterapico. TS, tubulo seminifero.

5.2.4. Proporgdo de tubulos seminiferos em relagéo as células germinativas mais avangadas

A presenga de um maior numero de tubulos seminiferos com células mais avangadas em
espermatides alongadas nos pacientes dos grupos ST e PR indica que estes paciente idosos com
cancer avangado de prostata sdo, na sua grande maioria, férteis (Tabela 2 e Figura 8).
Considerando a idade, foram também observados tubulos com células mais avancadas em
espermatogobnias, espermatdcitos e espermatides arredondadas e em alongamento, mas em
pequeno numero, caracterizando hipoespermatogénese.

Nos pacientes submetidos a tratamentos hormonais o numero de tubulos seminiferos
com espermatogonias como células mais avangada foi bem elevado e o nimero continuou mais
alto, quando comparado aos outros grupos também para espermatdcitos e espermatides
arredondadas (Tabela 2 e Figura 8). O numero de tubulos com espermatides alongadas foi
muito reduzido (P<0,05), mostrando um aspecto morfoldgico que sugere azoospermia. Tubulos
seminiferos fibréticos foram também frequentes nestes pacientes.

Nos pacientes irradiados, ~85% dos tubulos seminiferos nao possuiam células
germinativas e se caracterizam morfologicamente apenas com a presencga de células de Sertoli
(P<0,05). Em um pequeno numero de tubulos foram observadas células germinativas, que
alcangavam até a fase de espermatides. No restante (14%) os tubulos seminiferos eram

fibrosados (Tabela 2 e Figura 8).
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Tabela 2 — Proporgdo de tubulos seminiferos em relagdo as células mais avangadas, considerando a evolugdo da
espermatogénese, de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos para o cancer de préstata. ST, sem
tratamento; PR, sem tratamento e prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR, tratamento radioterapico

Espermatogonia Espermatdcito Arredondada Em alongamento Alongada Apenas Sertoli Fibrose
ST 2.86+0.89° 14.29£7.14° 11.14 +3.96° 2.29+0.63° 58.00£9.79" 0.00  0.00° 11.43£6.47°
b
PR 2.00 +1.22° 3.00 £ 1.50° 12.00 £ 3.24° 1.00+0.87° 80.00+5.24° 0.00  0.00° 2.00+1.73°
b
TH 40.00 % 16.56° 14.40 £ 7.58° 10.80 £ 7.62° 0.00  0.00° 0.80£0.72° 2.00+0.57° 22.00 + 14.90°
b b
TR 0.00 £ 0.00 0.33+0.30° 0.67 +0.38° 0.83 £ 0.60° 1.50+0.37° 80.50+ 11.71 7.83+2.73°
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Figura 8 — Proporgdes de tubulos seminiferos em relagdo as células mais avangadas, considerando a evolugdo da
espermatogénese, de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos para o cancer de préstata. ST, sem
tratamento; PR, sem tratamento e prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR, tratamento radioterapico.

5.4. Proliferacdo espermatogonial

Apds andlise imunohistoquimica da expressao do marcador MCM7 de proliferagao
celular, observou-se que a radiagao visando o tratamento para o cancer de prdstata avangado
(TR) reduziu expressivamente (P<0,05) o numero de espermatogonias MCM7(+), quando

comparado com os pacientes dos outros grupos (ST, PR e TH) (Tab. 3 e Figura 9).
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Tabela 3 — Proliferagdo celular espermatogonial de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos contra o
cancer de préstata. ST, sem tratamento; PR,sem tratamento tratados com prostatectomia; TH,tratamento
hormonal exclusivo; TR,tratamento radioterapico exclusivo.

ST PR TH TR
Espermatogonias MCM7(+) /mm 3.03+0.51° 3.63+0.32° 2.25+0.94° 0.17%0.14°
indice de proliferacio 0.46+0.03  0.50+0.02° 0.38+0.07°° 0.13%0.09°
Mitose / mm 0.42 +0.09° 0.62+0.24 0.12 +0.07° 0+0.03°
Apoptose / mm 0.11+0.04°  0.17+0.06° 0.12 +0.05° 0+0.03°
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Figura 9. Imunohistiquimica com marcador de proliferagdo celular (MCM7) no testiculo de homens idosos que nao
foram submetidos a tratamentos, antes da orquiectomia mostrando, em A espermatogénias MCM7(+) (setas) e em
B laminas controle mostrando espermatogonias ndo coradas (setas). Barras: A-B, 28 um.

O indice de proliferacdo, que mostra o quanto as espermatogobnias estdo em divisdo
celular em relacdo ao total de espermatogdnias (MCM7(+) + (MCM7(-)), demonstrou que
praticamente 50% das espermatogdnias-tronco estao em divisao celular nos grupos ST e PR. O
grupo que sofreu tratamento hormonal (TH), apesar de ndo apresentar significancia estatistica
(P>0,05), mostrou diminuicdo no indice de proliferagdo em relagdo aos grupos ST e PR,
demonstrando que os tratamentos hormonais afetam o nimero de divisGes e a proporc¢do de
células que divide em relagdo ao estoque existente. Ja no grupo TR, este indice de proliferacao,
como dito acima, confirma o impacto deletério da irradiagdo sobre a proliferagao
espermatogonial ja que das espermatogbnias presentes, que eram em numero reduzido
(P<0,05), apenas ~13% estavam em divisdo celular (Tabela 3).

Mitoses espermatogoniais foram encontradas nos grupos ST, PR e TH, no entanto foram
raras nos pacientes do grupo TR. Os grupos que sofreram tratamento para o cancer de préstata

(TH e TR) apresentam uma tendéncia a diminuicdo de mitoses espermatogoniais em relacado
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aos grupos que ndo sofreram tratamento para o cancer (ST) ou que foram prostatectomizados
(PR), porém ndo foram encontradas diferencas significativas. As apoptoses espermatogoniais,
apesar de também ndo apresentarem diferencgas significativas entre os grupos, apresentaram
numero mais elevado nos pacientes dos grupos ST, PR e TH em relagdao aqueles do grupo TR.
Esta reduzgao provavelmente esta relacionado ao aumento no numero de tubulos seminiferos

com fibrose nos pacientes do grupo TR (Tabela 3).

5.5. Perfil Hormonal

Os resultados das dosagens séricas dos hormonios foliculo estimulante (FSH), luteinizante
(LH) e testosterona (T), nos grupos de pacientes idosos tratados para cancer avancado de
préstata, estao representados na Tabela 4 e na Figura 10. Demonstrou-se que o FSH estava
dentro dos padrdes de normalidade nos grupos que nao foram submetidos a nenhum tipo de
tratamento (ST) e naqueles que foram prostatectomizados (PR). No entanto, nos pacientes que
se submeteram ao tratamento radioterdpico a dosagem de FSH estava significativamente
elevada (P<0,05) equanto naqueles que foram submetidos a tratamento hormonal, apesar da
concentragao elevada, ndo diferiram dos outros grupos avaliados (P>0,05). As dosagens séricas
de LH apresentaram pouca variagdo entre os quatro grupos avaliados e sem significancia
estatistica. Quanto a testosterona apesar das concentragles varidveis entre os diferentes
grupos avaliados, ndo foram detectadas diferengas estatisticas, possivelmente devido ao

elevado desvio padrdo que reflete a alta variabilidade entre os pacientes de um mesmo grupo.

Tabela 4 — Dosagens hormonais séricas de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos para o cancer de
prostata. ST, sem tratamento; PR, sem tratamento e prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR,
tratamento radioterapico; FSH, hormonio foliculo estimulante; LH, hormonio luteinizante; T, testosterona.

Grupos FSH LH T
ST 8.6+2.9° 57+1.2° 257 +51°
PR 7.7 +2.2° 6.9+0.8° 352 +118°
TH 17.7+6.22° 7.9+ 1.0° 213 + 83°
TR 39.4+43° 14.9 + 4.1° 411 + 39°
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Figura 10 — Dosagens hormonais séricas de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos para o cancer de
préstata. ST, sem tratamento; PR, sem tratamento e prostatectomizados; TH, tratamento hormonal; TR,
tratamento radioterapico; FSH, hormonio foliculo estimulante; LH, hormonio luteinizante; T, testosterona.

6. DIscussAo

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram, em conjunto, que a
hormonioterapia e radioterapia tem efeitos deletérios significativos na espermatogénese de
homens idosos submetidos a esses tratamentos para o cancer de préstata avangado. As
analises morfoldgicas e morfométricas demonstraram que os pacientes que ndo sofreram
nenhum tipo de tratamento para o cancer de prdstata, apresentaram espermatogénese
preservada compativeis com a faixa etaria. Os pacientes tratados com hormonioterapia tiveram
a espermatogése bloqueada. Jd os pacientes que sofreram tratamento radioterapico foram
aqueles que mais apresentaram danos no parénquima testicular e, consequentemente, tiveram
a espermatogénese mais lesada. Este trabalho, em continuacdo a estudo realizado
anteriormente por nosso grupo (Martello, 2013), visou analisar com mais detalhes parametros
morfofuncionais da espermatogénese, com foco na deplecdo de componentes testiculares apds
tratamento para cancer de prostata que, de forma indireta, afetaram o processo
espermatogénico. Dentre eles a proliferagao espermatogonial e alteragdes nas concentragdes
séricas de hormonios relacionados a manutengdo da espermatogénese.

Os aspectos morfoldgicos do testiculo de homens com idade mais avancada foram
apresentados em outros estudos realizados até o momento, que mostraram os efeitos
deletérios na espermatogénese em relagao a efeitos experimentais e patolégicos sobre o
testiculo (Nistal et al., 1988; Tenover, 2003). No presente estudo, os pacientes idosos que nado
sofreram nenhum tipo de tratamento para o cancer avangado de prdéstata, apresentaram
epitélio seminifero com células germinativas e células de Sertoli com organizagao e histologia

aparentemente normal, de acordo com a idade, semelhante com estudos prévios de outros
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pesquisadores (Johnson, 1986). A altura do epitélio seminifero desses individuos apresentou-se
de forma varidvel entre diferentes tubulos de um mesmo paciente, com epitélio integro até
aqueles demonstrando aspecto de descamagao epitelial, com presenga de vacuolos. Todas as
células geminativas apresentaram morfologia aparentemente normal enquanto nas células de
Sertoli foram observados vacuolos citoplasmaticos em quantidades varidveis. A tunica prépria
demonstrou diferentes espessuras (Jiang et al., 2013; Martello, 2013; Paniagua et al., 1987a).

Os pacientes que sofreram tratamentos hormonais e radioterdpicos apresentaram danos
relevantes em relagdo a espermatogénese. Nos individuos com cancer de préstata e
submetidos a hormonioterapia foi observado, no presente estudo, parada de maturagao até a
fase de espermatdcito, portanto apresentaram epitélio seminifero baixo. A tunica propria e a
membrana basal encontravam-se mais espessas e apresentavam membrana basal com grande
numero de invaginacdes em direcdo ao epitélio. Foram frequentes tdbulos seminiferos com
fibrose. Os pacientes com cancer de prdstata e tratados com radioterapia apresentaram a
maioria dos tubulos seminiferos com apenas células de Sertoli (Sertoli-only). Os tubulos
fibrosados também foram observados com frequéncia. Estes dados corroboram com os obtidos
por Martello (2013) e Shetty e Meistrich (2005) demonstrando que esses pacientes foram
aqueles que mais sofreram danos significativos no parénquima testicular.

A involucdo tubular, que acontece nos processos patolédgicos (Santamaria et al., 1992) e
no envelhecimento (Paniagua et al., 1987b), o diametro tubular diminui enquanto a tunica
prépria passa por um processo progressivo de espessamento que termina na completa
esclerose tubular (Séderstrom, 1986). Além disso, modificagdes da tunica prdpria dos tubulos
seminiferos que ocorrem com o envelhecimento também estdo associados com a deplegdo das
células germinativas e a esclerose tubular (Paniagua et al., 1987a; Johnson, 1986). Nos
pacientes com tubulos em processo de fibrose fica evidente o espessamento da membrana
basal, ou seja, ha depdsito anormal de substancias como elastina (Gotoh et al., 1987), colageno
tipo IV e laminina (Santamaria et al., 1990). Essas substancias sdo componentes da membrana
basal de mamiferos. Esse espessamento diminui a capacidade da troca de substancias
essenciais para o bom funcionamento dos tubulos seminiferos (revisdo em Mayerhofer, 2013).
Gulkesen et al. (2002) demonstraram que as células peritubulares de testiculos normais nao
sintetizam laminina mas que sob efeitos deletérios estas células passam a sintetiza-la. Ja nos
tubulos seminiferos com fibrose podemos afirmar que ha depdsito de matriz extracelular, o que

caracteriza o espessamento fibroso da tunica propria dos tubulos seminiferos e a prépria
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fibrose (Haider et al., 1999). Nota-se, principalmente, nos pacientes que sofreram
hormonioterapia, mas também naqueles que sofreram radioterapia e até mesmo nos pacientes
que ndo sofreram nenhum tipo de tratamento, porém em propor¢cdes menores, que ha
associagao entre mastocitos e os tubulos seminiferos com membrana basal espessada. Estudos
prévios demonstraram que intera¢des entre células do sistema imune e células peritubulares
podem resultar em mudancga fenotipica das células peritubulares (hialinizagdo) e consequente
fibrose da parede tubular (Duchesne et al., 2011; Levi-Schaffer e Piliponsky, 2003). Estudos para
caracterizar alteragdes da tunica prépria e membrana basal dos tubulos seminiferos de
pacientes idosos com cancer de prdstata e que sofreram tratamentos estdo em
desenvolvimento.

Os dados morfométricos obtidos no presente trabalho demonstraram que os tratamentos
hormonal e radioterapico para o cancer avangado de préstata sao bastante lesivos para a
espermatogénese no homem. Estes achados confirmam estudos realizados em camundongos e
humanos (Meistrich, 2013; Albuquerque et al., 2013; Meistrich e Samuels, 1985; Meistrich e
Brown, 1983), em que demonstraram a redugao da fertilidade com os tratamentos hormonais e
radioterdpicos e, quanto maior a dose aplicada, mais as células germinativas sao danificadas e
menores as chances de recuperacao da fertilidade apds os tratamentos.

Diversos dos parametros testiculares avaliados demonstraram diferengas numéricas
nitidamente evidentes em relagao aos quatro grupos avaliados. No entanto, quando os valores
foram comparados por andlises estatisticas estas diferencas, na maioria das vezes, nao
alcangaram signficancia estatistica (P>0,05). Ao confrontar os achados morfométricos com a
morfologia testicular, observou-se variabilidade numérica muito grande entre parametros
testiculares dos pacientes de um mesmo grupo, principalmente daqueles que foram
submetidos aos tratamentos hormonais e radioterapicos. Desta forma, o desvio padrao se
torna muito elevado, o que explica o fato de alguns parametros, apesar de numericamente
bem diferentes, ndo alcangarem niveis de significancia. Ainda associamos a este alto desvio
padrdao um numero pequeno de pacientes por grupo, considerando a grande variabilidade
histopatoldgica, principalmente associada aos pacientes que sofreram tratamentos com
hormodnio e irradiagao.

O grupo tratado com hormonioterapia foi o que teve maior reducdo do diametro tubular.
Esses pacientes também apresentaram reducdo expressiva do epitélio seminifero e aumento da

fibrose tubular. Estes dados estdo de acordo com o estudo de Huhtaniemi et al. (1988) e
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Martello (2013), que mostraram que pacientes idosos tratados com GnRH-agonista
apresentavam grave atrofia dos tubulos seminiferos, com presenca de tubulos com apenas
células de Sertoli e parada de maturagao das células germinativas em espermatides
arredondadas. Uma das possibilidades da atrofia tubular pode estar relacionada com o
aumento da fibrose nesses pacientes. Houve aumento na espessura da tlunica prépria ndo so
nos pacientes que sofreram tratamento hormonal, mas também naqueles que sofreram
tratamento radioterdpico, sendo mais expressiva no primeiro grupo, conforme descrito por
Daniell e Tam (1998). De acordo com o que foi exposto anteriormente, sugere-se que o
aumento da espessura da tunica dificulta ou até mesmo impede a troca de substancias e
nutrientes essenciais para o processo espermatogénico (Weinbauer et al., 2009), o que
resultaria em atrofia testicular. Diversos componentes tubulares, tais como: epitélio seminifero,
tunica propria, limen, presenga de células livres no lumen e fibrose tubular; e intertubulares:
vasos sanguineos, células de Leydig, mastdcitos, células do tecido conjuntivo, intersticio e
fibrose intertubular, ndao apresentaram significancia estatistica apds analise quantitativa da
proporgdo volumétrica (Vv%) nos pacientes submetidos a hormonioterapia. No entanto,
mostraram variacdes numéricas evidentes e com desvio padrdao muito elevado quando
comparado com o achados dos pacientes dos outros grupos estudados. Desta forma, estes
achados refletem a grande heterogeneidade morfolégica entre os testiculos dos pacientes
tratados com hormonios.

Os pacientes que sofreram tratamento radioterapico para o cancer avangado de prdéstata
apresentaram graves efeitos sobre o processo espermatogénico, como ja descrito por Daniell e
Tam (1998). Nos pacientes deste estudo tratados com radiacdo, apenas a quantidade de células
germinativas livres no lumen tubular foi expressivamente reduzida, o que poderia ser explicado
tanto pelo nimero reduzido de células germinativas (apesar deste grupo apresentar pequenas
ilhas de tubulos com espermatogénese) como pelo predominio de tubulos com auséncia de
células germinativas e presenca apenas de células de Sertoli. Apesar dessas ilhas, o nimero
muito reduzido de espermatogonias indica que as chances de recuperacdo da
espermatogénese apos o tratamento radioterapico sdao quase nulas. De acordo com estudos
prévios (Meistrich e van Beek, 1990), a recuperacdo e os danos na espermatogénese estdo
relacionadas com a dose da radiacdo, sendo doses fracionadas mais prejudiciais causando
azoospermia, do que uma Unica dose maior. A proporcao de epitélio seminifero e de limen

também apresentou reducdo enquanto a proporcdo de fibrose tubular e de tunica prdpria



43

apresentou aumento. Como discutido anteriormente, apesar de ndo significativo, também
existe grande variabilidade histomorfométrica entre os testiculos dos pacientes irradiados.

A reducdo da proliferacdo espermatogonial, detectada através da identificacdo da
expressao da proteina MCM7, demonstra o quanto os efeitos indiretos dos tratamentos com
hormdnio e irradiagdo para o cancer de prostata sdo deletérios para a espermatogénese. Os
pacientes que ndo sofreram nenhum tipo de tratamento possuem alta taxa de proliferagao e
mitose espermatogoniais, aproximadamente 50%, e baixa taxa de apoptose, mostrando que o
processo espermatogénico encontra-se normal em relacdo a faixa etaria estudada. J& nos
pacientes que sofreram tratamentos hormonal e radioterdpico, o indice de proliferagao
espermatogonial apresentou reducdo, assim como o numero de mitoses. Estudos prévios
demonstraram que a proteina MCM7 é expressa nos testiculos durante o periodo de atividade
de proliferacdo celular (Com et al., 2006).

Albuquerque et al. (2013) demonstraram em testiculo de ratos que espermatogonias
MCM7+ encontravam-se agrupadas e apds tratamento radioterdpico encontravam-se
espalhadas, provavelmente na tentativa de “repovoar” o testiculo danificado. Ja em humanos,
os pacientes do presente estudo demonstraram que a irradiagdo aplicada reduziu
substancialmente o numero de espermatogbnias e foram raras aquelas que estavam em
proliferacdao. Este achando sugere que seria reduzida a capacidade de recuperacdao da
espermatogénese apds o tratamento radioterapico. Meistrich (2013) demonstrou que
tratamentos para o cancer com quimioterapia ou radiotepia provocam redugdao na contagem
de espermatozoides (azoospermia) que pode persistir por muitos anos ou ser permanente. A
radioterapia é um dos agentes terapéuticos citotdxicos mais potentes em causar azoospermia.

No presente estudo, os pacientes tratados com hormonioterapia o numero de
espermatogobnias também diminuiu, porém menos drasticamente em comparagdo com os
pacientes tratados com radioterapia, pois aproximadamente 40% das espermatogonias
presentes estavam em proliferacdo. Crawford et al., (2011) demonstrou que apds o tratamento
hormonal a producdo de testosterona ndo é completamente bloqueada e poucos pacientes
falham ao alcangar o nivel de castragdo. Steinberger (1971) realizou estudos em ratos e
camundongos adultos demonstraram redugdo nos niveis de testosterona no tratamento
hormonal com estrogénios e efeitos deletérios para espermatogénese. Segundo Shetty e
Meistrich (2005) a espermatogénese e fertilidade podem ser recuperadas em ratos quando a

irradiagdo é seguida de tratamento hormonal ao suprimir a testosterona. Os pacientes do
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presente estudo ndo foram submetidos a estes dois tratamentos de forma concomitante, mas
qguando a hormonioterpia foi indicada, a proliferagdao espermatogonial ndao foi expressivamente
afetada o que indica a possibilidade de sua recuperaragao.

Em relagdo aos resultados do perfil hormonal, o FSH foi o Unico que apresentou diferenca
estatistica entre os hormoénios analisados: FSH, LH e testosterona. Os pacientes tratados com
hormonioterapia e radioterapia apresentaram valores de FSH maiores. Porém, no grupo que
sofreu tratamento radioterdpico, os valores de FSH foram consideravelmente altos,
aproximadamente 10 vezes mais elevado (40 ng/dL), quando comparado com a normalidade
(média de 4,76 ng/dL). O eixo hipotalamo-hipdfise-testiculo controla a espermatogénese. A
produgdao de inibina pelas células de Sertoli e de testosterona pelas células de Leydig sao
responsaveis pela regulacdo negativa (feedback negativo) que resulta na reducdo da producdo
de GnRH pelo hipotdlamo e consequente reducdo na producdo de FSH e LH pela hipodfise. E
assim é matido a homeostase de FSH, LH, testosterona e inibina (Alves et al., 2012). O presente
trabalho indica que o aumento significatvo de FSH provavelmente aconteceu devido a falta de
feedback negativo do controle FSH/inibina. Isto é, a irradiagdo provocaria alteragdes funcionais
nas células de Sertoli que deixariam de produzir de forma adequada a inibina que, por sua vez,
nao mais inibiriam a produgao de FSH pela adenohipéfise. Dessa forma, o FSH, sem a regulagao
negativa, teria sua concentracdo sérica aumentada. No trabalho realizado por Martello (2013),
apesar do FSH também exibir valores altos, o nimero de pacientes foi pequeno (n=3) e com um
desvio padrao alto nao foi possivel demonstrar significancia estatistica. No presente trabalho,
como houve aumento do numero de pacientes (n=6), os valores de FSH foram estatisticamente
significantes (P<0,05). Para determinar as possiveis alteragdes funcionais das células de Sertoli,
estudos mais pormenorizados fazem-se necessarios.

O LH apresentou valores médios normais entre todos os grupos. Nenhum paciente do
grupo tratado com hormonioterapia foi tratado com andlogo de LHRH. Também ndo houve
diferenca significativa entre os quatro grupo na dosagem de testosterona. Os grupos dos
pacientes tratados com hormoniterapia e sem tratamento e prostatectomizados apresentaram
valores um pouco abaixo da normalidade (350-1200 ng/dL). A revisdo de Daniell (2001)
demonstrou que ao comparar o perfil hormonal de pacientes tratados com radioterapia e sem
tratamento e prostatectomizados (PR), o nivel de FSH foi 100% maior nos pacientes tratados
com radioterapia, o de LH foi 52,5% maior e de testosterona 27,3 menor, dados que estdo de

acordo com este trabalho. Huhtaniemi et al. (1987) analisou pecientes tratados com
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hormonioterapia (GnRH-agonista) e sem tratamento, ambos com cancer de préstata avancado,
e encontrou, apds até 3 semanas, valores de FSH e LH do grupo tratado com hormonioterapia
aproximadamente 80% menor. A testosterona, apds um aumento inicial de cinco dias, diminuiu
para niveis de castragao

A preservagao do parénquima testicular tem se tornado um importante alvo de estudos
para a manutengao da fertilidade em pacientes com cancer. Entender os efeitos que ocorrem
com as terapias prescritas pode ajudar a minimizar os danos provocados. O presente trabalho
demonstrou que tanto a hormonioterapia quanto a radioterapia para o cancer de proéstata
avancado causam, de forma indireta, prejuizos ao processo espermatogénico. Porém a
radioterapia ainda causa danos maiores e com menor prognostico de recuperagdo da
espermatogénese uma vez que apresenta reducdes drasticas no nimero de espermatogonias e
na proliferacdo espermatogonial, maior reducdao na proporcdo dos parametors testiculares e
aumento de fibrose. Jd aqueles pacientes tratados com hormoénios provavelmente tém um
melhor progndstico uma vez que as espermatoglnias estdo em maior numero e em
proliferacao, sugerindo que eventualmente podem recuperar a espermatogénese depois de
cessado o tratamento. Estes achados sdo importantes para direcionar a conduta médica no
caso de pacientes em idade reprodutiva que se submetem a tratamentos para o cancer de
préstata, ou mesmo de outros tipos de canceres pélvicos, visando manter a fertilidade dos

mesmaos.
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7. CONCLUSOES

A hormonioterapia e a radioterapia para o tratamento do cancer de prdstata causam prejuizos

ao processo espermatogénico;

A prostatectomia prévia a orquiectomina aparentemente ndo causa efeito deletério na

espermatogénese;

A radioterapia afeta diretamente a proliferacdo espermatogonial, tendo um progndstico

negativo na recuperagdo da espermatogénese apos o tratamento;

A hormonioterapia bloqueia a espermiogénese reduzindo expressivamente a formagdao de
espermatozoides, mas tem um bom progndstico para a recuperacao da espermatogénese apds

o tratamento uma vez que ndo bloqueia por completo a proliferagdo espermatogonial;

A concentragdo sérica de FSH aumenta significativamente nos pacientes tratados com
radioterapia, possivelmente por afetar negativamente a atividade das células de Sertoli,
alterando a produgao de inibina e prejudicando o funcionamento do mecanismo de feedback

FSH/inibina.
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Interessado(a): Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Departamento de Morfologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 22 de maio de 2007, apds atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Avaliagbes morfofuncionais e
moleculares da linhagem espermatogonial humana antes e apés
tratamento contra o cancer de préstata” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Por se tratar de pesquisa classificada em Area Tematica Especial,
a mesma sera encaminhada 8 CONEP/MS para apreciagdo, devendo o
pesquisador aguardar sua aprovagdo final para que se inicie a
execucédo.

O relatorio final ou parcial deverd ser encaminhado ao COEP um

ano apas o inicio do projeto.
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Profa. Dra. Maria Elena die Lima Perez Garcia

Presidente do COEP-UFMG
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Atenciosamente,
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HENRIQUE VITOR LEITE
iretor da DEPE/HC-UFMG

Ao Sr.

Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Depto. Morfologia

I. C. B.JUFMG
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Aceilo as regpo la condugdo cientifica do projeto acima.
Data: I 66 ! Oflp‘f— C__’ . _,_';LQ-T,_
Onde Sera [
Nome CNPJ Nacional/Internacional
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG 17.217.985/0046-06 Nacional
Unidade/Orgao Participagdo Estrangeira Projeto Multicntrico
Instituto de Ciéncias Biolégicas / Depto Morfologia SIM NAO
Enderego Bairro Cidade
Av. Presidente Anténio Carlos, 6.627 Pampulha Belo Horizonte - MG
Cédigo Postal Telefone Fax Email
31270 (0xx31)3499- 4592 coep@prpq.ufmg.br
Termo de Compromisso

Nome:

desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugdo.

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e aﬁswnﬂe?& & como esta institui

“—

tem condigbes para o

Data: / I

Assinatura PTOF, Sergio Costa Oliveira

rd

VILE"

10512006

O Projete devera ser entregue no CEP em até 30 dias a partir de 20/03/2007. Nao %%95&%"&&225 g%q ga nesse
prazo esta Folha de Rosto sera INVALIDADA.

L ssack

_rosto.c 127490 (| of 2)26/3/2007 12:56:47
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Anexo IV - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Hospital das Clinicas
Laboratério de Biologia Estrutural e
Reproducéo

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
AVALIACOES MORFOLOGICAS E MOLECULARES DA LINHAGEM ESPERMATOGONIAL HUMANA

ANTES E APOS TRATAMENTOS CONTRA O CANCER DE PROSTATA

I. INTRODUGAO:

Esse termo de consentimento pode conter palavras que vocé ndo entenda. Favor solicitar ao médico ou equipe
do estudo que explique quaisquer palavras ou informacdes que vocé ndo entenda claramente. Vocé esta
convidado a participar voluntariamente de um estudo sobre células tronco dos testiculos. Antes de concordar
em participar desse estudo, € importante que vocé |eia e entenda este documento. Ele descreve as finalidades,
procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaucbes do estudo. Vocé tem direito de se retirar do
estudo a qualquer momento. Se vocé participar, recebera uma cdpia deste documento para manter em seu
arquivo.

. INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa visa o estudo das células tronco dos testiculos. Como estas células sdo as responséveis por manter o
individuo fértil por toda a sua vida adulta, alteracdes e doencas relacionadas com estas células tronco podem levar o
individuo & sub-fertilidade ou mesmo a infertilidade. Apesar dos grandes avan¢os na area médica, ainda sabe-se
muito pouco como estas células funcionam em um individuo normal e, muito menos ainda, como elas séo afetadas
em diferentes doencas. Diante disto, pretendemos neste projeto de pesquisa, estudélas em homens portadores de
cancer avancado de prostata, nos quais a indicacdo médica foi a retirada dos testiculos. Estes homens seréo
divididos em grupos levando-se em consideracéo aqueles que ndo sofreram nenhum tratamento prévio contra o
cancer de prostata e aqueles que se submeteram a diferentes tratamentos. Pequenos pedacos dos testiculos que
seriam desprezados, seréo preservados em formol e estudados em laboratérios de pesquisa. Estes estudos serdo
desenvolvidos principalmente no Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducéo do Departamento de Morfologia
do ICB/UFMG.

1N SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade n&o sera revelada publicamente em hipdtese alguma e
somente o0s pesquisadores envolvidos neste projeto teréo acesso a estas informacdes que serdo utilizadas somente
para fins de pesquisa. Os dados obtidos nesse estudo podem ser revisados pelo Comité de Etica em Pesquisa e
pelas autoridades reguladoras do Brasil, com fins de verificar procedimentos e/ou dados do estudo. Os resultados
dessa pesquisa deverdo ser publicados em revistas cientificas nacionais ou intemacionais.

V. BENEFICIOS DA PESQUISA

Os resultados obtidos possivelmente traréo inimeros conhecimentos importantes para o melhor entendimento da
infertlidade masculina. Estes novos conhecimentos podem ser aplicados na melhor compreensédo dos casos
clinicos, refletindo diretamente em tratamentos mais adequados.

V. RISCOS

Pelo fato de estarmos utilizando testiculos retirados para auxiliar no tratamento do céncer prostatico, e que
seria totalmente descartado, isso ndo acarreta nenhum risco adicional a esses pacientes além daquele ja
esperado para a cirurgia. A coleta da amostra de sangue periférico, que sera utilizada para dosagens
hormonais, com uma seringa acoplada a agulha para punc&o venosa, pode ocasionalmente causar dor,
hematoma (mancha roxa abaixo da pele) e irritacdo (mancha avermelhada que pode cocar) no local da retirada
do sangue do seu braco. A quantidade de sangue retirada ndo traréd nenhuma alteracdo ao seu sistema
circulatério, sendo que em 24 horas seu organismo, por si so, recompdem esta pequena guantidade de sangue
coletada.
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VI. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esta prevista qualquer forma de remuneracdo para os pacientes voluntarios. As despesas especificas
relacionadas com o desenvolvimento do presente estudo sdo de responsabilidade do Laboratério de Biologia
Estrutural e Reproducéo do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG.

DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispde de liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante a pesquisa. Vocé podera
recusar-se a participar deste estudo e/ou abandoné-o a qualqguer momento, sem precisar justificar. A aceitacdo
ou ndo da participacdo neste estudo ndo influenciara no seu tratamento. Nesta pesquisa utilizaremos o
testiculo retirado cirurgicamente, conforme indicacdo médica e que seria, depois, desprezado. No momento da
retirada do testiculo sera coletada também amostra de sangue da veia braquial de um dos bracos do paciente.
O consentimento em participar deste projeto n&o acarretara coleta de nenhum outro material adicional nem
mudancas no tratamento indicado. N&o serdo utilizados outros tecidos e ndo serdo realizados quaisquer outras
manipulacdes, experimentos ou intervencdes diretas com o paciente.

VL. TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, voluntariamente, concordo que o material
biolégico (tecido testicular e sangue periférico) proveniente da minha cirurgia de orquiectomia, seja utilizado para fins
de pesquisa cientifica no Laboratorio de Biologia Estrutural e Reproduc&o do ICB/UFMG. Estou ciente do exposto
acima e ainda de que esta pesquisa n&o trara qualquer prejuizo @ minha saude.

Nome completo do paciente: N° Registro do paciente:

Assinatura do paciente ou representante legal:

Local e data:

Nome da pessoa que obteve o Consentimento Livre e Esclarecido:

Assinatura da Pessoa que obteve o consentimento Livre e esclarecido:

Local e data:

Se vocé tem quaisquer perguntas sobre esse estudo ou sobre seus direitos, favor contatar com:

TELEFONES PARA CONTATO:

Pesquisadores:

Prof. Hélio Chiarini-Garcia - Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducéo, UFMG - (31) 3409.2807 ou 9186.1848

Prof® Fernanda RCL Almeida - Laboratério de Biologia Estrutural e Reprodu¢do, UFMG — (31) 3409.2992

Laura Toledo Vellez — Pesquisadora, Laboratéric de Biclogia Estrutural e Reproducéo, UFMG — (31) 3409.2994 ou 9362.2263
Dr. Reginaldo Martello - Setor de Urologia do Hospital das Clinicas da UFMG — (31) 3248.9488 ou 9974-9590

Dr. Augusto Reis - Setor de Urologia do Hospital das Clinicas da UFMG - (31) 3248.9488 ou 9164.8173

Se vocé tiver alguma pergunta sobre os seus direitos como participante de um estudo, favor contatar:

Enderego do Comité de Etica:

ComiTE DE ETica EM PEsauisa — UFMG
Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005
Av. Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
31.270-901 - Belo Horizonte — MG

Telefone: (31) 3409.4592
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Anexo V — Relagao dos pacientes utilizados na pesquisa, informagdes demograficas e detalhes sobre os tratamentos dos quais foram submetidos, divididos em
quatro grupos ST (sem tratamento), PR (prostatectomizados), TH (tratamentos hormonais), TR (tratamento radioterapico) e TR +PR (tratamento radioterapico e
prostatectomia). PR, prostatectomia; LA, cancer avangado localizado apenas na prostata; M, cancer de prdostata com metastases; DES, dietilestilbestrol; cGy,

centigray.

PACIENTE  IDADE FIHOS ESTADIO  TRATAMENTO DATA PR TRTIPO TR DOSE TR TEMPO (DIAS) TH DROGA THDOSE  THTEMPO (MESES)  ORQUIECTOMIA
04.1 82 5 LA ST 5/4/2007
04.4 84 3 ST 25/6/2008
04.5 83 10 ST 4/6/2008
04.7 71 0 ST 7/10/2010
04.8 72 2 ST 14/10/2010
04.9 90 14 LA ST 2/12/2010
04.10 59 1 LA ST 16/7/2008
10.1 61 6 LA PR 12/12/2005 26/5/2008
10.2 77 . LA PR 11/7/2006 23/10/2008
10.3 77 8 LA PR 15/9/2009 28/10/2010
10.4 67 2 M PR 17/12/2003 2/12/2010
12.2 72 . M TH DES (estrégeno) . . 21/5/2007

60 (2002
12.3 72 7 M TH Ciproterona 150mg/dia MAR/2007) 29/3/2007
7 (JUL/2010-
12.4 84 4 LA TH DES (estrégeno) | 1mg/dia JAN/2011) 20/1/2011
4 (DEZ/2010-
12.5 76 10 M TH DES (estrégeno) | 2mg/dia MAR/2011) 31/3/2011
13.5 76 4 LA TH Ciproterona 150mg/dia | 2 (AGO/SET/2006) 28/9/2006
11.1 66 5 LA TR externa | 7200cGy (40x180cGy) | 40 (MAR-MAI/2006) 29/5/2008
11.3 77 0 LA TR externa | 7000cGy (35 x 200 cGy) 35 (AGO-SET/2002) 24/7/2008
11.4 73 . LA TR externa | 7200cGy (36 x 200 cGy) 36 (JUL-AGO/2005) 8/5/2007
121.2 64 5 LA TR+ PR 22/05/2007 | eyterna | 6400 cGy (32 x 200 cGy) 9/4/2015
121.4 66 2 LA TR+ PR 19/03/2013 | externa | 6660 cGy (37 x 180 cGy) 23/4/2015
121.5 77 2 LA TR+ PR 18/04/2011 | oyxterna | 6800 cGy (34 x 200 cGy) 34 (MAI-JUL/2013) 11/6/2015
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