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Espermatogonias-tronco como uma alternativa para a

preservacao da fertilidade de meninos pré-puberes

Spermatogonial stem cells as a therapeutic alternative
for fertility preservation of prepubertal boys

Andrea Giannotti Galuppo!

RESUMO

As espermatogonias-tronco, presentes nos testiculos desde o
nascimento, sdo as células progenitoras dos gametas masculinos,
e, desse modo, criticas para o processo de espermatogénese.
Antes da puberdade, essas células ndo sdo capazes de produzir
espermatozoides maduros, 0 que s6 ocorrera apds o estimulo hormonal.
Essa caracteristica do sistema reprodutivo limita a possibilidade de
preservacao da fertilidade apenas para homens capazes de produzir
um ejaculado. Tal fato coloca em evidéncia o aumento nas taxas
de sobrevivéncia de criancas com céncer nas (ltimas décadas,
devido principalmente @ melhora no diagnéstico e ao tratamento
dos pacientes pediatricos. Dessa forma, destaca-se um dos mais
importantes desafios relativos a preservagao da fertilidade masculina,
que é o efeito toxico das terapias anticancer para o sistema reprodutivo,
especialmente a espermatogénese. Tendo isso em vista, a alternativa
experimental atualmente estudada para a preservagao da fertilidade
de pacientes pré-pliberes é a criopreservagao de tecido testicular
para futuro isolamento e transplante de espermatogonias-tronco, a
fim de restabelecer a espermatogénese. Apresentamos aqui uma
breve revisao sobre isolamento, caracterizacéo e condigdes de cultivo
para a proliferacéo de espermatogonias-tronco, bem como as futuras
perspectivas, como alternativa para preservagdo da fertilidade de
meninos pré-plberes. A possibilidade de restabelecer a fertilidade
masculina é uma ferramenta de pesquisa com potencial enorme
de uso na pesquisa basica e aplicada. O desenvolvimento dessas
técnicas pode fornecer uma esperanga futura de preservagao de
fertilidade nos casos em que nao ha nenhuma outra opgao, como para
os pacientes pediatricos de cancer.

Descritores: Células-tronco; Espermatogdnias; Infertilidade masculina;
Técnicas de cultura de células; Crianga

ABSTRACT

Spermatogonial stem cells, which exist in the testicles since birth,
are progenitors cells of male gametes. These cells are critical for the

process of spermatogenesis, and not able to produce mature sperm
cells before puberty due to their dependency of hormonal stimuli. This
characteristic of the reproductive system limits the preservation of
fertility only to males who are able to produce an ejaculate. This fact
puts some light on the increase in survival rates of childhood cancer
over the past decades because of improvements in the diagnosis
and effective treatment in pediatric cancer patients. Therefore, we
highlight one of the most important challenges concerning male
fertility preservation that is the toxic effect of cancer therapy on
reproductive function, especially the spermatogenesis. Currently,
the experimental alternative for fertility preservation of prepubertal
boys is the testicular tissue cryopreservationfor, for future isolation
and spermatogonial stem cells transplantation, in order to restore
the spermatogenesis. We present a brief review on isolation,
characterization and culture conditions for the in vitro proliferation
of spermatogonial stem cells, as well as the future perspectives
as an alternative for fertility preservation in prepubertal boys. The
possibility of restoring male fertility constitutes a research tool with
an huge potential in basic and applied science. The development of
these techniques may be a hope for the future of fertility preservation
in cases that no other options exist, e.g, pediatric cancer patients.

Keywords: Stem cells; Spermatogonia; Infertility, male; Cell culture
techniques; Child

INTRODUCAO

As espermatogonias-tronco (ET), presentes desde o
nascimento, sao as células-tronco testiculares. Sao as
células progenitoras dos gametas masculinos e primor-
diais para o processo de espermatogénese.!? Antes da
puberdade, essas células nio sdo capazes de produzir
espermatozoides maduros, o que s6 ¢ possivel apds o
estimulo hormonal. Essa caracteristica bioldgica do
sistema reprodutor limita a preservacdo da fertilidade
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apenas aos homens que sao capazes de produzir um eja-
culado, ja que o procedimento padrio para preservagao
da fertilidade € a criopreservacao de sémen.®>

Um dos principais desafios em relacao a preserva-
¢ao da fertilidade masculina € o efeito toxico da terapia
oncolégica na funcdo reprodutiva, especialmente na
espermatogénese, que pode levar a infertilidade.?® Os
dados relacionados aos efeitos toxicos da terapia onco-
l6gica em homens jovens mostram que 1 em cada 5.000
homens estdo sob risco de infertilidade.® Ao longo das
ultimas décadas, a taxa de sobrevida para cancer na in-
fancia tem aumentado devido a melhorias no diagnds-
tico e tratamento.®” Com esse sucesso, apresenta-se a
necessidade de reduzir sequelas e de melhorar a qua-
lidade de vida de criancas submetidas ao tratamento
para cancer.”

Atualmente, a alternativa experimental estudada
para restaurar a espermatogénese apds quimioterapia
em meninos pré-puberes € a criopreservacao do tecido
testicular para futuro isolamento e transplante das ET.
Ja foi provado, em modelos animais, que € possivel res-
taurar a espermatogénese ap0s o transplante dessas cé-
lulas.®” Dessa forma, € importante continuar os esfor-
¢os para restaurar com sucesso a fertilidade masculina.
O desenvolvimento de protocolos visando a prolifera-
cao das ET in vitro para transplante aut6logo ou para
diferenciacio em espermatozoides maduros seria de
grande valor.'” Como resultado, o isolamento, o arma-
zenamento e o transplante de ET podem se tornar dis-
poniveis para meninos pré-puberes diagnosticados com
cancer.® Apresentamos aqui uma breve revisao sobre o
isolamento, caracterizagao e condicoes de cultura para
proliferacdo de ET in vitro, bem como as perspectivas
futuras, como uma alternativa apds tratamento para
restauracao da fertilidade.

ISOLAMENTO DE ESPERMATOGONIAS-TRONCO

Estudos recentes de isolamento de células testiculares
foram baseados em seu potencial de autorrenovagao
e habilidade de transmitir genes de uma geragao para
outra.1? Tais estudos descreveram isolamento de cé-
lulas, seguido por transplante para um receptor infértil,
sem cultura in vitro ou caracterizacao de células isola-
das.>!3 No entanto, considerando o sucesso no estabe-
lecimento da espermatogénese de receptores inférteis,
o desenvolvimento de protocolos para isolamento e pu-
rificagao de ET constitui uma ferramenta importante
para permitir o estudo da biologia celular dessas células
e melhora dos protocolos de transplante de ET.04 O
primeiro passo é o aperfeicoamento dos procedimentos
de isolamento para melhorar a pureza das ET, evitando,
assim, contaminacao com outros tipos celulares. Isso é

possivel por meio da identificacdo e caracterizagio de
ET, ja que ha populacdes diferentes de espermatogd-
nias.® As ET sao comumente isoladas por digestao
enzimatica, geralmente uma combinacdo de enzimas
como colagenases, tripsina e DNAse.(® As células ob-
tidas devem ser submetidas a métodos de purificacao.
Para conseguir uma populacao de ET mais pura, mé-
todos diferentes foram desenvolvidos, como selecao
baseada em morfologia associada com cultura diferen-
cial, selecdo de matriz celular, fluorescent-activated cell
sorting (FACS) e magnetic-activated cell sorting (MACS).

A selecao com base na morfologia é o método mais
simples e com menor custo, porém € também o menos
eficiente.(” E baseado no tratamento enzimatico do te-
cido para obtencao das células, seguido do plaqueamen-
to das células em tempos diferentes; produz amostras
altamente contaminadas com diferentes tipos de células
testiculares, como células de Sertoli, células de Leydig,
células mioides e fibroblastos.1”!®) Essas células podem
liberar fatores de crescimento, hormonios e matriz ex-
tracelular, e interferir na autorrenovagao e proliferacao
de ET in vitro."® A sele¢do com auxilio de proteinas da
matriz extracelular se baseia no uso de proteinas extra-
celulares, como laminina e fibronectina, para facilitar a
adesao das ET ao substrato de cultura. Esses substratos
tém potencial de ligar outros componentes da matriz
extracelular e sdo muito utilizados na cultura in vitro de
células, para auxiliar a adesao celular e promover sua
proliferacao.! Devido as ET possuirem baixo poten-
cial de adesao, o uso de proteinas de adesao, para fa-
cilitar a adesao das ET ao substrato, € necessario para
sua manutengao in vitro.!"”’ Uma populagdo altamente
pura de ET pode ser obtida por meio do uso de técnicas
de separagao, como o FACS e MACS. Ambos os mé-
todos podem ser utilizados com diversos marcadores,
melhorando a selecdo de ET. Apesar de essas técnicas
possibilitarem a obten¢ao de uma populagao altamente
pura de células, trata-se de procedimentos de alto cus-
to, extremamente complexos e que podem promover
danos as células, o que resulta em baixa proliferagao e
viabilidade celular.61%

A combinacdo de técnicas de isolamento tem sido
utilizada como uma tentativa para obter suspensoes ce-
lulares altamente puras. A maioria dos protocolos co-
mega com uma suspencao celular inicial, para eliminar
outros tipos celulares dos testiculos. Essa técnica separa
as células pela diferenca de capacidade de adesao ao
substrato. As células sao cultivadas diretamente em pla-
ca para cultura de células, com gelatina, laminina, fibro-
nectina ou colageno. Apds um periodo de tempo, as cé-
lulas ndo aderidas ao substrato, que incluem as ET, sao
coletadas e submetidas as técnicas de isolamento.1°2")
Estudo recente mostrou, por meio do uso da purificagao
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em duas etapas, a eliminacao efetiva de células conta-
minadas e a coleta de ET altamente puras. Inicialmen-
te, as ET coletadas foram cultivadas células somaticas e
de Sertoli, e, depois da separagao, as células foram pu-
rificadas por centrifugacao em gradiente de densidade
com albumina do soro bovino (BSA). Esse método foi
capaz de remover a maioria das células nao TE e a puri-
ficacao da suspensao celular alcangou mais de 91,5%.19

MARCADORES CELULARES DE ESPERMATOGONIAS-
-TRONCO

Considerando que o principal objetivo do isolamento,
cultura e transplante de ET € a preservacao e a restau-
racao da fertilidade, e que a maioria dos pacientes que
se beneficiardo a partir do transplante de ET tem céan-
cer quando as bidpsias dos testiculos sdao coletadas, o
risco inerente de reintroduzir células malignas nos pa-
cientes deve ser eliminado. Apesar da identificacao de
diversos marcadores em ET e da ajuda no processo de
isolamento celular, nenhum deles provou ser especifico
para essa populacao. O primeiro painel de marcadores
utilizados para isolamento das ET por meio de FACS
foi baseado na identificacdo positiva por Bl-integrina
(CD29) e ab-integrina (CD49f), e negativa para owv-in-
tegrina (CD51).?Y Porém, apods estudo inicial, outros
marcadores de ET foram identificados: Thy1 (CD90), o
CD?Y, o receptor al derivado do fator neurotréfico das
células da glia (GFRol), SSEA-4 e a E-caderina.(9222)
Alguns marcadores negativos também foram utilizados,
tais como c-Kit (CD117) e CD45.® Isolar uma popula-
cao de ET altamente purificada por meio da combinacao
de marcadores de selecao positivos e negativos € essencial
para obter espermatogdnias indiferenciadas e remover
a contaminacdo maligna.!!? Porém, ainda nao foi possi-
vel identificar uma combinagdo de marcadores positivos
e negativos que produza uma suspensao de ET pura.®)
Um estudo recente demonstrou que a combinacao de
CD90 (marcador positivo) e CD45 (marcador negativo)
resultou em uma suspensao de células germinativas livres
de células cancerigenas.'” Porém, a verificagdo da pureza
da amostra pds-selecao € necessaria para confirmar a re-
mocao de células com potencial fendtipo cancerigeno.?

CONDIG()ES DE CULTURA /N VITRO DE ESPERMATOGO-
NIAS-TRONCO

Espermatogdnias-tronco estao presentes em ndmero
reduzido nos tabulos seminiferos, aproximadamente
0,03% dessas células nos testiculos. As ET precisam ser
proliferadas para aumentarem o nimero de células in-
diferenciadas necessarias para o transplante.(**» Para
alcancgar essa proliferacao, um ambiente in vitro o mais
similar possivel ao nicho das ET nos testiculos deve ser
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disponibilizado. O nicho das ET € composto por diferen-
tes tipos celulares, como as células de Sertoli, peritubula-
res, mioides e de Leydig.(> No entanto, o tratamento en-
zimatico para dissociacao do tecido e isolamento das ET
destréi os compartimentos do microambiente onde ela se
encontra in vivo, como, por exemplo, os ambientes inters-
ticial, basal, intraepitelial e microambiente adluminal.(®

O sistema de cultura basico desenvolvido para as ET
depende do uso de um meio de cultura suplementado
com hormonios, fatores de crescimento ¢ uma camada
alimentadora de células somaticas, como fibroblastos
embrionarios de camundongos (MEF - mouse embryonic
fibroblasts), linhagem de células STO ou Sertoli.®>
Um fator fundamental para maioria das culturas celu-
lares, o soro fetal, provou ser prejudicial para prolife-
ragdo das ET.?® Apds avaliagao do uso de diferentes
concentragoes de soro fetal para cultura de ET, nenhu-
ma foi capaz de melhorar a proliferacio comparada a
condigao livre de soro.?® O uso de Knockout™ Serum
Replacement (KSR) e BSA como uma alternativa ao
soro possibilitou a proliferacao das ET por meio da faci-
litacao de progressao do ciclo celular.?” Para preencher
a falta de hormonios ou fatores de crescimento presen-
tes no soro, € necessario adicionar proteinas purifica-
das e suplementos.®” Alguns dos fatores de crescimento
identificados que sdo necessarios para proliferaciao das
ET sao o fator neurotrdfico derivado de células da glia
(GDNF), o receptor al derivado do GDNF (GFRA1) e
o fator crescimento de fibroblasto 2 (FGF2).(142%

O uso de camada alimentadora com MEF ou STO
tem um efeito positivo na manutencdo das ET, pois
as células da camada alimentadora liberam fatores de
crescimento e citocinas, que promovem o condiciona-
mento do meio de cultura.®?® De modo similar, a cama-
da alimentadora com MEF prové uma superficie mais
adequada para a adesao das ET. Como qualquer outro
tipo de célula, as ET sao diretamente influenciadas pela
topografia, robustez e firmeza dos substratos.®?) Todas
as melhorias nas condigoes de cultura da ET permiti-
ram a manutencao a longo prazo de linhagens obtidas
de diferentes camundongos e faixas etarias. As ET fo-
ram mantidas indiferenciadas por 6 meses sem perda
de funcao e capacidade de retomar a espermatogenese
normal apds o transplante.®® Porém, a aplicagao clinica
de ET requer o desenvolvimento de sistemas de cultivo
livre do uso de produtos de origem animal para evitar
possiveis contaminagoes patogénicas.?

POSSIBILIDADES FUTURAS DO USO DAS ESPERMATO-
GONIAS TRONCO

Desde 1990, o restabelecimento da espermatogénese em
modelos animais foi comprovado. A partir dai, um gran-
de progresso aconteceu em relacao ao conhecimento da
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biologia e das caracteristicas das espermatogdnias-tron-
co, assim como no conhecimento sobre a manutengao
dessas células in vitro e na identificacdo de marcadores
celulares de espermatogoOnias-tronco. A capacidade de
modular as condicoes in vitro envolvidas no controle en-
tre autorrenovacao versus decisoes de diferenciagao das
espermatogoOnias-tronco levar a producdao de gametas
funcionais in vitro.®® Essa producio, associada as técni-
cas de transplante de modelos animais para humanos,
permitem o estudo da biologia molecular e celular da
diferenciacdo de células germinativas masculinas, e pos-
sibilita o desenvolvimento de novas estratégias terapéu-
ticas para tratamento da infertilidade.1>29

A possibilidade de restaurar a fertilidade em homens
tem enorme potencial em pesquisa basica e ciéncia apli-
cada.'® O desenvolvimento de técnicas de cultura pode
oferecer esperanca para a futura preservacao da fertilidade
em casos em que nao ha outras opcoes, como de pacientes
com cancer na pré-puberdade. Muitas clinicas ja promo-
vem a criopreservacao de tecido testicular de homens com
cancer, porém € importante desenvolver técnicas para eli-
minar o risco de reintroduzir células malignas durante o
transplante de espermatogoOnias-tronco.")

Além disso, diversos estudos também mostram que
espermatogoOnias-tronco sio capazes de se diferenciar
em varios tipos de células in vitro, tais como cardiomi-
6citos e células neurais. E importante destacar que es-
sas células tém diversas vantagens em comparacio as
células-tronco embriondrias, incluindo a auséncia de
problemas éticos associados a sua origem, e também a
baixa frequéncia de tumorigénese e rejeigao imune.!”
Considerando todas as questdes, as espermatogdnias-
-tronco podem ser uma opgao promissora para aplica-
¢ao clinica em estudos de terapia celular.(')
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