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RESUMO

Estudos que avaliam a funcdo testicular no homem em condi¢gdes normais, patoldgicas ou
experimentais utilizam, na maioria das vezes, roedores de laboratdrio como forma indireta de
verificar os efeitos daquelas condigdes sobre o testiculo humano. Primatas do Novo Mundo,
principalmente os saguis Callithrix sp., vem sendo cada vez mais utilizados para avaliagao das
fungdes testiculares como procedimento preliminar aqueles com os humanos. No entanto,
apesar da proximidade filogenética com o homem, nenhum estudo determinou o quanto os
processos espermatogénicos entre estas duas espécies s3o similares e se podem ser
comparados com confianca. Tendo isto em mente, o objetivo do presente trabalho foi
comparar parametros morfolégicos e funcionais da espermatogénese no homem com os do
sagui para verificar se esta espécie pode ser considerada um modelo experimental adequado.
Para este fim, amostras testiculares de quatro pacientes humanos e de cinco saguis foram
processadas conforme protocolo de microscopia de luz de alta resolugdo. Apds a adaptacao
do ciclo do epitélio seminifero do sagui de nove para seis estadios, observamos que, mesmo
possuindo uma geragcao espermatogonial a mais, a morfologia das espermatogonias do sagui
foi similar a do homem. Em termos do processo espermatogénico, foi observado que as
associacOes celulares presentes nos seis estadios do ciclo do epitélio seminifero, suas
frequéncias e os indices da espermatogénese (mitdtico, meidtico, capacidade de suporte das
células de Sertoli e eficiéncia da espermatogénese) também foram similares em ambas as
espécies. Verificou-se que as espermatogonias indiferenciadas Aescuras de ambas as espécies
possuem dois subtipos, uma com presenca e outra com auséncia de vacuolos nucleares.
Aguelas com vacuolos se posicionam em regides especificas com proximidade de vasos
sanguineos, demonstrando, pela primeira vez, a presenca de nicho espermatogonial no
homem. Os poucos parametros morfométricos que diferiram entre o homem e o sagui foram
devido ao numero diferente de geracbes espermatogoniais (Aescura, Aclara € B no homem e
Aecscura, Aclara, B1 € B2 no sagui), o que ndo impede a comparacgdo entre eles. Considerando a
similaridade entre a espermatogénese e a biologia espermatogonial de ambos os primatas,
demonstramos que o sagui possa ser utilizado como um modelo experimental mais adequado

para estudos cientificos que visam compreender a biologia testicular humana.



ABSTRACT

Scientific studies that evaluate testicular function in human under healthy, pathological or
experimental conditions often use rodents as experimental models to verify the effects of
those conditions on the human testis. Currently, the New World monkeys, especially the
genus Callithrix sp, have been widely used in biomedical researches to evaluate testicular
biology as a preliminary test in non-human primates. However, despite being phylogeneticaly
related to humans, no studies have confidently described if the spermatogenic process
between these two species are comparable. Having said that, the objective of the present
study was to compare the spermatogenesis morphological and functional parameters’
between the human and the marmoset to further determine if such species could be an
adequate experimental model. To do so, testicular samples from four men and five marmosets
were processed according to high resolution light microscopy protocols. After the adaptation
of the marmoset seminiferous epithelium cycle from nine to six stages, it was observed that,
despite having an additional spermatogonial generation, the morphology of marmoset
spermatogonia was similar to the human’s ones. In terms of the spermatogenic process, it was
observed that the cellular associations present in the six stages of the SEC, their frequencies
and one of the spermatogenesis index (meiotic) were similar between both primates’ species.
In addition, it was noticed that Agark undifferentiated spermatogonia from both species
presented two subtypes: one with nuclear vacuole and another without such structure. Those
Adark With a nuclear vacuole were positioned in specific regions nearby blood vessels,
suggesting for the first time the presence of a spermatogonial niche in humans. The few
morphometric parameters that differed between man and marmoset were due to the
different number of spermatogonial generations (Adark, Apale and B in man; and Agark, Apale, B1
and B; in the marmoset), which does not prevent the comparison between both species.
Considering the similarity between the spermatogenesis and spermatogonial biology of both
primates, we demonstrated that the marmoset can be used as a more adequate experimental

model in studies that aimed to understand the human testicular biology.
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1. INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

Estudos biomédicos que envolvem a utilizacdo de material humano sao de dificil
execu¢do em virtude da dificuldade na obtencdo de material bioldgico. Apesar desta
dificuldade, uma série de estudos tem sido desenvolvidos recentemente, na 3area de
andrologia, avaliando a fungdo testicular do homem em condi¢Ges normais (Muciaccia et al.,
2013, Chiarini-Garcia et al., 2017; Nihi et al., 2017) e patoldgicas (Guido et al., 2014; Bachir e
Jarvi, 2014). Apesar dos conhecimentos recentes mais detalhados da espermatogénese
humana, por questdes éticas, estudos experimentais para validacdo do uso de novos
medicamentos e tratamentos para doencas androldgicas ndo podem ser executados no
homem. Desta forma, animais experimentais como roedores (Drumond et al., 2011;
Albuquerque et al., 2013) e primatas ndo humanos (Weinbauer et al., 2001; Sasaki et al.,2009)
vem sendo utilizados para estes estudos mais iniciais como forma indireta de compreender os
efeitos de medicamentos/tratamentos no testiculo humano.

Nos ultimos anos, os primatas do Novo Mundo, como os saguis, tém sido cada vez mais
utilizados em pesquisas biomédicas, muitas delas direcionadas ao aspecto reprodutivo devido,
principalmente, a sua maturidade sexual relativamente precoce, alta taxa de fecundidade e
facil manutencdo e manejo (Holt e Moore, 1984; Leal e Franca, 2006). Diversos estudos
demonstraram que a espermatogénese dos saguis se assemelha bastante com a
espermatogénese humana devido a fatores tais como: aumento dos niveis de testosterona no
periodo neonatal seguido por um periodo de quiescéncia até atingir a puberdade, presenca
de multi-estddios por corte transversal de epitélio seminifero e baixa eficiéncia
espermatogénica quando comparada com a de roedores (Haider et al., 1989; Weinbauer et
al., 2001; Wistuba et al., 2003). Desse modo, o ciclo do epitélio seminifero do sagui de IX
estadios tem sido readaptado para VI estadios, conforme previamente estabelecido para o
homem, procurando adequar este primata como modelo experimental para pesquisas
relacionadas com a compreensdo da espermatogénese humana (Weinbauer et al., 2001;
Wistuba et al., 2003). No entanto, os achados até o momento, nos saguis, ndo deixam claro o
guanto a espermatogénese destas duas espécies pode ser comparada, principalmente ao que
se refere a biologia espermatogonial.

Considerando que o ciclo do epitélio seminifero do sagui pode ser adaptado de IX para

VI estadios e que determinados parametros da espermatogénese sao similares (Weinbauer et
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al., 2001; Wistuba et al., 2003; Leal e Franca, 2006), um estudo mais detalhado comparando
a espermatogénese e a biologia espermatogonial de ambas as espécies, Homo sapiens e
Callihtrix penicillata seria pertinente. Se a biologia testicular de ambas as espécies apresentar
similaridades relevantes, os saguis podem ser confirmados como um modelo adequado e mais
confidvel de estudo experimental com o objetivo de entender de forma mais direta os efeitos

que novos medicamentos/tratamentos podem causar na espermatogénese humana.

2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é o de comparar parametros morfofuncionais da
espermatogénese e da biologia espermatogonial do sagui (Callithrix penicillata) com a do
homem (Homo sapiens), visando determinar se o sagui pode ser um modelo experimental
adequado para estudos que podem ser mais diretamente relacionados a espermatogénese

humana.

2.2. Objetivos especificos

Visam comparar diversos parametros da espermatogénese entre as duas espécies sob a
microscopia de luz de alta resolugdo, dentre eles:

e A morfologia das diferentes geracdes espermatogoniais;

e O ciclo do epitélio seminifero do sagui de seis estddios e aquele descrito para o
homem;

e A frequéncia relativa dos seis estddios e das etapas da meiose do processo
espermatogénico;

e Os indices da espermatogénese;

e A composicao do parénquima testicular;

e A posicdo topografica (nicho) das espermatogonias;

e (O guanto os componentes somaticos, no sagui, (células de Leydig e vasos sanguineos)

podem estar relacionados com o nicho espermatogonial.
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3. REVISAO BILIOGRAFICA

3.1. Espermatogénese em mamiferos

A espermatogénese é um processo ciclico, altamente organizado, que ocorre nos
testiculos, onde as células germinativas tronco - espermatogonias diploides - se multiplicam e
posteriormente se diferenciam em células haploides maduras, os espermatozoides. O
desenvolvimento dos gametas ocorre nos tubulos seminiferos, especificamente no epitélio
seminifero que é composto por dois tipos de células: as células somaticas, como as células de
Sertoli, e as células germinativas (espermatogonias, espermatdcitos e espermatides). As
células germinativas constituem-se de gera¢des sucessivas de células dispostas em camadas
concéntricas bem definidas no epitélio seminifero onde sofrem processos mitdticos,
meidticos, apoptdticos e de diferenciacdo celular. Estes processos constituem o evento
biolégico altamente eficiente denominado espermatogénese. A espermatogénese é um dos
mais produtivos sistemas de autorenovacdo do corpo animal, variando de espécie para
espécie nos mamiferos investigados (Clermont, 1963; Russell et al., 1990; Leal e Francga, 2006).

Baseado em consideragdes funcionais, durante sua evolucao, a espermatogénese pode
ser dividida em trés fases (Figura 1): (1) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as
espermatogobnias passam por sucessivas e rapidas divisbes mitéticas; (2) fase meidtica ou
espermatocitogénica, onde o material genético é duplicado, recombinado e segregado; (3)
fase espermiogénica ou de diferenciacdo, na qual células haploides, as espermatides,
transformam-se em células altamente especializadas e estruturalmente equipadas para
alcancar e fertilizar os ovécitos. Embora a organizacdo geral da espermatogénese seja
essencialmente a mesma em todos os mamiferos, existem caracteristicas particulares
relacionadas com o nimero de gera¢des espermatogoniais e os aspectos morfolégicos das
células germinativas presentes nas varias fases do processo espermatogénico, entre as
diferentes espécies de mamiferos (Heller e Clermont, 1964; Millar et al., 2000; Chiarini-Garcia

e Russell, 2001).
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Figura 1. Células germinativas do homem e as respectivas etapas do processo
espermatogénico: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, (b) fase meidtica ou
espermatocitogénica e (c) fase de diferenciagdo ou espermiogénica. Ad,
espermatogobnia Aescura; Ap, espermatogdnia Aclara; B, espermatogdnia do tipo
B; R, espermatdcito em preleptéteno; L, espermatdcito em leptoteno; Z,
espermatdcito em zigdteno; P, espermatdcito em paquiteno; Il, espermatdcito
secundario; As, Sb1, Sb2, Sc, Sd1 e Sd2, espermatides; RB, corpo residual.
(Adaptado de Heller e Clermont, 1964).

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células germinativas nao
estdo distribuidas ao acaso, mas sim organizadas numa série bem definida de associacdes
celulares ou estadios, ordenados de modo espécie-especifico (Heller e Clermont, 1964; Holt e
Moore, 1984; Russell et al., 1990) e constituindo o ciclo do epitélio seminifero (CES). O nimero
de estadios que constituem o CES varia de espécie para espécie sendo que, por exemplo, para
camundongos o ciclo do epitélio seminifero é dividido em XlI estadios (Russell et al., 1990),
para os saguis IX estadios (Holt e Moore, 1984; Millar et al., 2000) e para o homem VI estadios
(Heller e Clermont, 1964; Nihi et al., 2017). O arranjo dos estadios do CES é, na maioria das
espécies, segmentar (Leblond e Clermont, 1952; Russell, 1990; Chiarini-Garcia et al., 2009),
isto é, apenas um estadio é observado em cada corte transversal de tubulo seminifero (Figura

2). No entanto, em algumas espécies de primatas como o homem, chimpanzé e sagui

(Clermont, 1963; Haider et al., 1989; Sharpe, 1994), mais de um estadio pode ser observado
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por seccao transversal de tubulo seminifero, sugerindo que os estddios do ciclo estdo
distribuidos ao longo do comprimento do tubulo seminifero de uma forma nao segmentar

(Figura 2).

A h cross section

—l
O
4T

B L cross section

Figura 2. Modelo esquemadtico dos dois tipos de arranjo espacial dos estagios da
espermatogénese ao longo de um tubulo seminifero. (A) Tubulo uni-estadio como
observado nos roedores e alguns primatas. (B) Tubulo multi-estadio encontrado na
maioria dos primatas. (I-VI) estadios do ciclo do epitélio seminifero. (Luetjens et al.,
2005).

Por serem filogeneticamente préximos a espécie humana, os primatas do Novo
Mundo, como os saguis, vem sendo utilizados em pesquisas na area da biologia reprodutiva
devido ao fato de possuirem algumas caracteristicas similares a espermatogénese humana
tais como: (a) aumento dos niveis de testosterona no periodo neonatal seguido por um
periodo de quiescéncia (infancia) até atingir a puberdade (Mann e Fraser, 1996; Kelnar et al.,
2002), (b) organizacdo do CES em multi-estadios por sec¢do transversal de tubulo seminifero
(Haider et al, 1989), (c) baixa capacidade da célula de Sertoli em sustentar células germinativas
e (d) baixa eficiéncia da espermatogénese quando comparada com a de roedores (Luetjens et
al., 2005). Como uma forma de comparar a espermatogénese de diferentes primatas, alguns
autores modificaram o CES do sagui de IX para VI estadios, assim como o CES do homem

(Weinbauer et al., 2001; Wistuba et al., 2003).
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3.2. Fase espermatogonial e espermatogonia tronco

A fertilidade masculina depende da producdo didria de milhGes de espermatozoides,
isto é, dependente da continua e controlada proliferagdo das espermatogoOnias. As
espermatogonias sdo derivadas de células germinativas pluripotentes fetais, os gondcitos, em
um processo que se inicia na vida fetal e, em primatas, termina apds o nascimento (Gaskell et
al., 2004; Honecker et al., 2004; Mitchell et al., 2008). Uma das principais semelhancas entre
o testiculo dos primatas do Novo Mundo e o testiculo do homem, apds o nascimento, é a
consideravel presenca de gondcitos, que ndo sdo observados em roedores. Esta populacdo de
gondcitos persiste varias semanas apdés o nascimento até perderem as caracteristicas
pluripotentes, se transformando em espermatogoénias (Wistuba et al., 2004; Mitchel et al.,
2008; Albert et al., 2010).

A espermatogénese tem inicio com a divisdo mitética das espermatogonias tronco que
estdo distribuidas sobre a membrana basal do epitélio seminifero. Durante o processo de
expansao clonal das espermatogobnias, onde elas proliferam e se diferenciam, pontes
citoplasmaticas sdao formadas interconectando as células filhas entre si (de Rooij e Russell,
2000). O processo de formacao dessas pontes ocorre devido a citocinese incompleta de uma
espermatogonia durante a divisdo mitdtica.

As espermatogbnias podem ser funcionalmente divididas em dois tipos:
indiferenciadas e diferenciadas (Figura 3). Essa distincdo pode ser feita pelas caracteristicas
morfoldgicas e/ou pela variagdo de componentes moleculares presentes nas diferentes
geracdes de espermatogdnia (Boitani et al., 2016; Neuhaus, 2017). Durante anos, a
espermatogonia Aescura foi considerada, nos primatas, como a espermatogdnia-tronco
equivalente a espermatogodnia Aisolada descrita em roedores. Entretanto, funcionalmente
foram descritas de forma diferente. Enquanto as Aisoladas S€riam as células-tronco atuando
diretamente no processo de autorenovagdo da espermatogénese, as Aescuras €M primatas
funcionariam como células-tronco de reserva. Desta forma, as Aescuras S€ dividem com pouca
frequéncia durante os ciclos do epitélio seminiferos de um individuo e se mantém como

células quiescentes (Ehmcke et al., 2005; Ehmcke e Schlatt, 2006; Mitchell et al., 2008).
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Figura 3. Esquema representando as diferentes geragdes espermatogoniais do camundongo,
macaco e do homem, e suas respectivas fungdes de se diferenciar e/ou autorenovar. As,
Aisolada; Apr, Apareada; Aal, Aalinhada; A1l-A4, espermatogdnia A; In, espermatog0Onia
indiferenciada; B-B4, espermatogénia do tipo B; Ad, espermatogbnia Aescura; Ap,
espermatogobnia Aclara (Boitani et al., 2016).

J4 as espermatogobnias que mantém o processo de autorenova¢dao em primatas sao
aquelas denominadas de Adaras, que atuam como células progenitoras, isto é, elas se
autorenovam produzindo novas Acaras € SUprem o processo espermatogénico produzindo as
espermatogonias do tipo B, em numero suficiente e adequado para cada espécie de primata,
o que resultara na producdo diaria de milhGes de espermatozoides (Ehmcke e Schlatt, 2006).
O fato das Aescuras possuirem um baixo indice mitético € um mecanismo de defesa favoravel
para preservar a integridade do genoma desta célula germinativa (Ehmcke et al., 2005;
Ehmcke e Schlatt, 2006). No entanto, quando o estoque de Acaras € reduzido ou extinto, por
exemplo, fisiologicamente ou apds acdes citotoxicas e irradiacdo (van Alphen e de Rooij,
1986), as Aescuras Se dividem ativamente até repor o estoque de espermatogonias progenitoras
(Aclaras), retornando ao estado de quiescéncia logo em seguida. Durante o periodo pré-puberal,
guando o testiculo esta em desenvolvimento, as Aescuras também proliferam ativamente para
ocupar os nichos que estdo sendo formados (Simorangkir et al., 2005).

Entretanto, estudos recentes vém demonstrando outras alternativas para o modelo de
expansao das espermatogbnias em mamiferos. Foi descrito a presenca de dois tipos de células
tronco em roedores: as que permanecem quiescentes, e as que se dividem apds algum trauma
testicular (Nakagawa et al. 2007, 2010). Além disso, demonstraram que as demais
espermatogonias tronco (Apareada € Aalinhada), € N30 somente as Aisoladas, COntribuem para

manter o estoque de espermatogonias tronco (Yoshida, 2012). Além disso, outros trabalhos
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demonstraram a presenca de dois tipos raros de espermatogdnias com a capacidade de se
autorenovar: as Pax7+ e as ld4+, sendo que elas foram consideradas como sendo as
verdadeiras espermatog0nias quiescentes. As espermatogdnias Pax7- e |d4- representam as
espermatogonias progenitoras transitérias ativas, ou seja, que se dividem dando origem as
espermatogonias Aalinhadas €m roedores (Aloisio et al., 2014; Chan et al., 2014; Sun et al., 2015).

Analisando saguis da espécie Callithrix penicillata, Caldeira-Brant et al. (dados nao
publicados) demonstraram, através da cinética espermatogonial, que quando a populacdo de
espermatogonias Acara cOmeca a decrescer, devido a sua divisdao em espermatogoénias do tipo
B, ha um aumento no numero de espermatogonias Aescuras. Este dado sugere que, quando a
populagdo de espermatogoOnia Acara decai, as espermatogobnias Aescuras, quUe se mantém
quiescente durante o CES, entram em um estado ativo dando origem a novas Adjaras, repondo
assim sua populacdo.

O numero de gerac¢Oes de espermatogdnias do tipo B é varidvel entre as diferentes
espécies de primatas (Figuras 3-4). Enquanto no macaco rhesus (Macaca rhesus) sao descritas
quatro geragdes (Clermont e Leblond, 1959), nos saguis foi descrita apenas uma geracdo (Holt
e Moore, 1984; Millar et al., 2000). Entretanto, sob microscopia de luz de alta resolucao
(MLAR), Caldeira-Brant e colaboradores (dados ndao publicados) descreveram uma nova
geracao, a espermatogonia do tipo B2, totalizando duas geracdes para esta espécie. Para o
homem (Clermont, 1963; Nihi et al., 2017), apenas uma geracdo foi descrita. O fato dos
primatas terem um numero pequeno de geragdes espermatogoniais leva a produc¢ao de um
numero reduzido de espermatozoides a partir de cada espermatogbnia-tronco, em relacado as
outras espécies (Figura 4). Desta forma, estas células-tronco devem dividir-se mitoticamente
por muito mais vezes, em um mesmo periodo de tempo, para conseguir produzir o nimero

adequado de espermatozoides nos primatas.
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Figura 4. Esquema comparativo das divisGes espermatogoniais de trés diferentes espécies de

mamiferos: (a) camundongo, (b) macaco rhesus e (c) homem, e da eficiéncia da espermatogénese. As,

Aisolada; Apr, Apareada; Aal, Aalinhada; A1-A4, espermatogobnia A; |, espermatogdnia intermediaria;

B-B4, espermatogoOnia do tipo B; Ad, espermatogdnia Aescura; Ap, espermatogdnia Aclara; Spc,

espermatadcito; RS, espermatides arredondada; S, espermatozoide (Ehmcke et al., 2006).

A caracterizacdo e diferenciacdo morfoldgica das espermatogdnias sdo feitas
baseando-se em aspectos morfoldgicos tais como: tamanho e formato da célula, condensacao
da cromatina, densidade da eucromatina, distribuicdo da heterocromatina, quantidade e
caracteristicas dos nucléolos, presenca de vacuolos nucleares e também pelo estagio do CES
gue a espermatoglOnia se encontra. Apesar das espermatogdnias humanas ja terem sido
descritas morfologicamente (Clermont, 1963; Heller e Clermont, 1964; Muciaccia et al., 2013),
estes estudos nao confirmaram com seguranca as geragdes espermatogoniais e a distribuicdo
delas em relacdo ao epitélio seminifero. No entanto, estudo recente de Nihi et al. (2017)
descreveu, com maior detalhamento morfolégico, as espermatogbnias e as demais células
germinativas do CES do homem. Utilizando-se desta metodologia de processamento, foi
possivel identificar com seguranca as espermatogonias Aescuras, Aclaras € B, diferindo esta ultima
dos espermatécitos primarios em preleptéteno. Mesmo utilizando métodos morfolégicos de

alta resolucdo, este estudo ndo identificou novas geracbes espermatogoniais no homem

guanto aos aspectos morfoldgicos.
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3.3. Nichos espermatogoniais

Atualmente, um dos tépicos mais estudados em biologia sdo as células tronco. O
entendimento da sua morfologia, topografia, fisiologia e interagcdes destas células com o
microambiente no qual estd inserida sdo os aspectos mais pesquisados. As células-tronco
estdo normalmente presentes em tecidos cuja renovagao é necessaria durante toda a vida do
ser vivo. Isto é, nos tecidos autorenovaveis tais como: a epiderme, o epitélio intestinal, o
tecido hemocitopoético e o epitélio seminifero (Spradling et al.,2001, Ehmcke e Schlatt, 2006).
Para exercer a funcdo de renovar um tecido, as células-tronco tém como propriedade a
capacidade de autorenovacao, isto é, elas se dividem em duas sendo que pelo menos uma das
duas células recém-formadas continua como célula-tronco e com as mesmas propriedades da
célula-tronco mae, isto é, se mantém como célula de estoque, enquanto a outra célula (célula-
filha) pode se diferenciar (Watt e Hogan, 2000; Spradling et al., 2001). Portanto, as células-
tronco possuem a capacidade ilimitada de gerar células-filhas diferenciadas. Essas células-
filhas vao se diferenciar dando origem as células diferenciadas e especializadas do tecido do
gual elas fazem parte.

Para que estas células-tronco possam desempenhar o seu papel adequadamente,
gerando células-filhas e mantendo a estrutura de um tecido autorenovavel, é sabido que elas
devem estar sob controle quimico e fisico de um microambiente favoravel (Watt e Hogan,
2000). Este microambiente pode ser constituido de células somaticas e matriz extracelular que
de forma paracrina controlam a proliferagdo das células-tronco, estimulando ou inibindo-as
(Spradling et al., 2001; Zao e Garbers, 2002; Tsai et al., 2002; Clevers, 2015).

A estrutura constituida de células-tronco, células diferenciadas e tecidos
circunjacentes especializados é conhecida como nicho, atuando como sistema de suporte para
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia das células-tronco (Watt e Hogan, 2000). Apds
sofrer um estimulo adequado, as células-tronco entram em divisdo gerando células-filhas que
irdo perder o contato fisico com o nicho, ndo sendo mais controlados por este microambiente.
Dessa forma, iniciam o processo de diferenciacdo que culminard na formac¢do de células
maduras, diferenciadas, daguele determinado tecido/érgdo (Spangrude et al., 1988; Miller et

al., 1997; Bjerkness e Cheng, 1999).
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O epitélio seminifero é um dos mais bem conhecidos sistemas de autorenovacado do
organismo, sendo capaz de manter uma espermatogénese adequada e a produgdo de
espermatozoides por toda a vida de um animal. Para que este sistema se mantenha é
necessdria a presenca de células-tronco no epitélio seminifero, as chamadas
espermatogonias-tronco (Aescuras €M primatas e Aisoladas €M outras espécies de mamiferos).
Apesar destas espermatogobnias-tronco ja terem sido identificadas ha varias décadas
(Clermont, 1963; Huckins, 1971; Oakberg, 1971), a distribuicdo delas em nichos no epitélio
seminifero ainda ndo havia sido descrita até recentemente. Estudos em mamiferos
demonstraram que as espermatogoOnias ndo estdo aleatoriamente distribuidas no epitélio
seminifero. Sendo que, as espermatogobnias indiferenciadas estdo preferencialmente
localizadas em regiGes de contato com o intersticio (Figura 5) e, ao se diferenciarem, se
afastam da regido intersticial para as regides de contato tubulo-tubulo (Chiarini-Garcia e
Russell, 2001, Chiarini-Garcia et al., 2003, 2009; do Nascimento et al., 2009). Yoshida e
colaboradores (2007) também demonstraram, em roedores, que as espermatogonias
indiferenciadas estao associadas com as dareas intersticiais, préximas de vasos sanguineos.
Utilizando marcadores especificos de espermatogonias indiferenciadas, Costa et al. (2012)
demonstraram que estas espermatogonias também estdao preferencialmente localizadas
préximas ao intersticio em equinos.

Estudos recentes vém propondo um modelo pelo qual as Id4+, espermatog0nias-
tronco de roedores (Aisolada), localizam-se em areas avasculares. Observaram que quando elas
se tornam “comprometidas” em se diferenciar, migram para as regies préximas ao
intersticio, ricas em vasos sanguineos, para contato com regido mais rica em oxigénio,
metabolitos e fatores de crescimento (Chan et al., 2014). Estudando a espermatogénese do
sagui, Caldeira-Brant et al. (dados nao publicados), descreveram pela primeira vez o nicho
espermatogonial em um primata. Foi demonstrado que um dos subtipos de espermatogobnias
Acscuras, aquelas que apresentam zonas de rarefacdo da cromatina ou vacuolo nuclear, estao
posicionadas préximas dos vasos sanguineos, em estadios especificos do CES.

Atuando de forma interativa e complexa, podem fazer parte do nicho: as células de
Sertoli, componentes da membrana basal, células mioides, células de Leydig, macréfagos,
fibras do tecido conjuntivo, vasos sanguineos, dentre outros (Potter e De Falco, 2017) (Figura
5). Fatores paracrinos especificos destes componentes do nicho bem como fatores de origem

sistémica podem controlar a sobrevivéncia e atividade das espermatogobnias-tronco —
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estimulando ou inibindo — e assim coordenando o processo espermatogénico, que culmina

com uma producdo espermdtica adequada (Spradling et al., 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003;

De Falco et al, 2015).

Figura 5. Representagdo do nicho espermatogonial mostrando a espermatogdénia
e as células somaticas que controlam o seu comportamento. G, espermatogonia;
S, célula de Sertoli; Mi, célula mioide; Ep, célula epitelial linfatica; L, célula de
Leydig; Ma, macréfago; Li, vaso linfatico; VS, vaso sanguineo, 1,2,3, tubulos
seminiferos (do Nascimento et al., 2009).

Até o momento, nenhum estudo sobre a presenca de nichos espermatogoniais foi
desenvolvido em humanos. As espécies de mamiferos estudadas até entdao mostram um
padrdo semelhante de distribuicdo de nichos espermatogoniais. No entanto, considerando
que diferentemente das outras espécies os primatas possuem dois tipos de célula-tronco
(Aescuras € Aclaras), ambas com a peculiar propriedade de se autorenovarem, estudos no sentido

de melhor entendé-las tornam-se bastante atrativos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Espécimes e consideragdes éticas

No presente trabalho utilizaram-se nove espécimes (quatro humanos e cinco saguis)

que foram divididas da seguinte forma:

Grupo Humano (Homo sapiens): foram obtidas amostras testiculares de quatro
pacientes adultos coletadas de duas formas:

* Bidpsia testicular bilateral: dois pacientes adultos (30 e 38 anos), sexualmente
maduros, com azoospermia obstrutiva devido a vasectomia, foram submetidos a
biopsia testicular antes da vasovasostomia. O protocolo deste estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC-UFMG), parecer n? ETIC 032/04 (Anexo I). Os pacientes que doaram os testiculos
foram informados sobre os objetivos do presente estudo e assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo II).

e Orquiectomia bilateral total: dois pacientes adultos (58 e 60 anos), sexualmente
maduros, com cancer de prdstata e sem nenhum tipo de tratamento, seja
hormonioterapia, quimioterapia ou radioterapia, foram submetidos a técnica de
orquiectomia bilateral total. Este projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG (COEP), n2 ETIC 117/07 (Anexo lll), no DEPE (Diretoria de Ensino, Pesquisa e
Extensdo do HC-UFMG), sob Processo n2 079/2007 (Anexo IV) e na Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Satide do Ministério da Saude,
sob Registro CONEP n2 14.250 (Anexo V). Como previsto pelo COEP e CNONEP, os
pacientes que doaram os testiculos foram informados sobre os objetivos do presente

estudo e assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo VI).

Grupo primata ndo-humano - Sagui (Callithrix penicillata):
e Orquiectomia bilateral total de cinco saguis adultos e sexualmente maduros, de
idade ndo informada, provenientes do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e cedidos ao Biotério de Primatas da UFMG no
ano de 2006. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal (CETEA) (Anexo VII).
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4.2. Obtencao e processamento das amostras
4.2.1 Bidpsia testicular bilateral (humano)

A cirurgia de bidpsia aberta dos testiculos, executada por médicos do Hospital das
Clinicas da UFMG, foi realizada com paciente em posicdo de decubito dorsal. Feita
inicialmente a degermacdo da pele do escroto com solucdo de povidona-iodo (PVPI)
degermante e antissepsia com tintura de PVPI, colocou-se um campo cirurgico fenestrado
sobre o paciente. Realizou-se o bloqueio anestésico do funiculo espermatico por puncdo
percutanea um centimetro abaixo do tubérculo pubico e infiltrou-se 7 mL da solugdo 1:1 de
lidocaina 1% e bupivacaina 0,5% em cada funiculo espermatico. Concomitante, 1 mL dessa
solucdo foi injetada sob a pele, subcutaneo, da regido a ser incisada. O procedimento cirurgico
iniciou-se com a incisdo da pele do escroto de aproximadamente 1.5 cm, abertura e exposicao
de todas as camadas desde a pele até a tunica albuginea. A hemostasia foi realizada com
eletro-cautério. Foi retirado um fragmento de uma Unica regido do testiculo, com uma tesoura
Iris reta, medindo aproximadamente 10 x 7x 5mm. A sintese foi realizada por planos de tecido
com fio catgut cromado 4-0. O mesmo procedimento foi realizado no testiculo contralateral.

As pequenas amostras testiculares obtidas durante a bidpsia foram imersas em
solugdo de glutaraldeido a 5% (biological grade) em tampdo fosfato 0.1M pH 7,3, a
temperatura ambiente, por 30 minutos. Posteriormente, a solucao fixadora foi renovada e as
bidpsias refixadas a 49C, por mais 24 horas. Logo apds, as amostras foram armazenadas em
tampao fosfato 0,1M, pH7,3 e a 42C até o processo de inclusdo.

Para inclusdao do material, pequenos fragmentos de 1lmm de espessura foram
recortados, respeitando a posicdo dos tubulos seminiferos em cortes transversais, e pos-
fixados por imersdao em ésmio reduzido (OsO4 1% e KFeCN 1,5% em agua destilada) por 90
minutos. Em seguida, os fragmentos foram imersos em solugao de acetato de uranila 2%, a
temperatura ambiente, por 60 minutos. Posteriormente, apds desidratacdo em banhos
crescentes de alcool e acetona, as amostras foram incluidas em resina araldite (EMS). Dos
blocos de araldite foram obtidos cortes semifinos de 1um de espessura, que foram corados
com azul de toluidina a 1% em borato de sédio a 1% e estudados sob MLAR conforme

protocolo descrito por Chiarini-Garcia e Meistrich (2008).
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4.2.2. Orquiectomia bilateral total (humano)

As orquiectomias foram todas do tipo total, com a retirada de ambos os testiculos.
Para tal, foi realizado bloqueio anestésico local por pung¢do percutanea do escroto, utilizando-
se seringa estéril de 20 mL acoplada a agulha de 21-gauge, com infiltracdo de 7 mL de solucdo
1:1 de lidocaina 1% e bupivacaina 0,5% em cada cordao espermatico e 1 mL dessa solugdo sob
a pele e subcutaneo da regido incisada. Com o paciente na posicao de decubito dorsal, fez-se
a degermacado da pele de toda a regido genital com solugdo PVPI degermante e antissepsia da
mesma com tintura de PVPI. O procedimento cirdrgico 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. 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, caso presente (Mayor & Zingg, 1975).

Dos testiculos foram retirados, com auxilio de lamina de barbear, varios fragmentos
espessos através de incisdes transversais do testiculo. Estes fragmentos foram fixados em
solucdo de glutaraldeido a 5% (biological grade) em tampdo fosfato a 0,1M pH 7,3, a
temperatura ambiente, por 30 minutos. Posteriormente, destes fragmentos espessos foram
obtidos, apenas da superficie, cortes de 2-3mm de espessura que foram refixados por mais 24
horas e a 42C no mesmo tipo de fixador. Em seguida, seguiu-se o protocolo de processamento

para MLAR (Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008).
4.2.3. Orquiectomia bilateral total (sagui)

A fixacdo testicular foi realizada através de perfusao intra-adrtica no Laboratério de
Biologia Estrutural e Reproducdo (LABER). Vinte minutos antes do procedimento de coleta,
0,5 mL de heparina foram injetados intraperitonealmente. Em seguida, os animais foram
sedados com 1mLde tiopental sédico (50mg/kg) e os testiculos foram inicialmente fixados por
perfusdo intra-aortica. Apds abertura da cavidade toracica, o ventriculo esquerdo foi canulado
e inicialmente o leito vascular foi lavado com solucdo salina 0,9% contendo 5000 Ul de
heparina (Liguemine, Roche) para cada 1000 mL de solucdo a uma pressdo de
aproximadamente 80 mmHg. Posteriormente, procedeu-se perfusdo com glutaraldeido a 5%

em tampao fosfato 0,1M pH 7.3. Apds perfusdao de aproximadamente 20 a 30 minutos, os
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testiculos foram retirados, pesados e recortados em pequenos fragmentos de 1 a 2 mm de
espessura, imersos em solugdo de glutaraldeido 4%, onde permaneceram por 24 horas, a 4°C.
Posteriormente, seguiu-se o protocolo de inclusdo para MLAR (Chiarini-Garcia e Meistrich,

2008).

4.3. Avaliagao dos parametros clinicos nao invasivos

Para avaliacdo indireta da espermatogénese dos pacientes humanos, parametros ndo
invasivos foram avaliados no presente estudo: (a) dosagem do hormonio foliculo estimulante,
(b) dosagem do hormonio luteinizante e (c) dosagem de testosterona total para aqueles
submetidos a orquiectomia bilateral total. A coleta do sangue foi realizada no periodo da
manha com os pacientes em jejum de 4 horas. Foram coletados 5 mL de sangue por puncgdo
venosa utilizando-se o sistema BD Vacuteiner® com tubo de plastico para soro. As amostras
foram encaminhadas para andlise no Laboratdrio do HC-UFMG. Do soro, foram determinadas
as concentracoes dos respectivos hormonios supracitados utilizando-se do Kit da Vitros
immunodiagnostic (Jonhson& Johnson) por métodos de imunoensaio imunométrico por
quimioluminescéncia.

Em relacdo aos saguis, os parametros avaliados foram o peso corporal e o peso dos

testiculos direito e esquerdo de cada animal, obtidos apds a orquiectomia bilateral total.
4.4. Avaliagao dos aspectos morfolégicos
4.4.1. Caracteriza¢do morfoldgica das espermatogdbnias

Para identificacdo e caracterizacdo morfolégica dos diferentes tipos de
espermatogobnia, em ambos os primatas, foram analisados aproximadamente 500 cortes
transversais de tubulos seminiferos sob microscopia de luz de alta resolucdo (MLAR).
Utilizando-se do fotomicroscopio BX51, as células foram examinadas cautelosamente
empregando-se movimentos delicados do botdo micrométrico para observar, principalmente,
os pequenos detalhes da cromatina (eucromatina e heterocromatina) e do nucléolo. Além da
cromatina, foram também analisados aspectos morfoldgicos tais como: tamanho e formato
da célula, tamanho e formato do nucleo, presenca de vacuolos nucleares, e o estagio do CES
gue a célula germinativa se encontrava. As fotomicrografias digitais foram obtidas através da

camera Q-Color 3 em um aumento de 400x, acoplada ao fotomicroscépio BX51, ambos da
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Olympus. Estas imagens foram ajustadas no programa Adobe Photoshop quanto ao contraste,
brilho, foco e resolugdo. Para a quantificacdo da heterocromatina das espermatogdnias de
ambos os primatas, analisou-se as 20 fotomicrografias de cada geracdo espermatogonial
través do programa Image J, onde calculou-se a drea total do nucleo, e a drea ocupada pelos
granulos de heterocromatina. Em seguida, determinou-se a proporcao da drea ocupada por

estes granulos de heterocromatina no nucleo das espermatogonias.
4.4.2. Avaliagdo do didmetro médio nuclear das células germinativas e da célula de Sertoli

Os diametros médios nucleares (média dos didmetros maior e menor) de todas as
geracOes espermatogoniais foram medidos, em ambos primatas, de modo aleatdrio em todos
os estadios do CES. Para este fim, fotomicrografias digitais das espermatogbnias foram
obtidas, como descrito anteriormente, onde posteriormente determinou-se o didmetro
médio utilizando-se o sistema de morfometria do programa Image-Pro Plus, apds

padronizacdo em micrdmetros com régua micrométrica.
4.5. Avaliagao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero
4.5.1. Determinacgdo dos estddios

A caracterizacdo dos estddios do CES humano foi baseada em trabalhos prévios da
literatura (Heller e Clermont, 1964; Nihi et al., 2017). Para o sagui, adaptamos o CES original
da espécie, de IX estadios (Holt e Moore, 1984), para VI estadios similar ao trabalho de
Weinbauer et al. (2001) (Tabela 1). Esta adaptacdo foi feita inicialmente visando distribuir
espacialmente as células germinativas do sagui de forma semelhante ao humano, isto é, em
seis estadios, para facilitar comparacdes dos parametros testiculares que serdo avaliados no
presente estudo. A classificacdo dos estddios do CES baseou-se na diferenciacdo das
espermatides (desenvolvimento do sistema acrossOmico), desde a primeira espermatide
arredondada (resultante da meiose) até a formacdo da espermatide alongada mais
diferenciada (pronta para ser espermiada). Concomitantemente, avaliaram-se as outras
células germinativas do epitélio seminifero tais como os diferentes tipos espermatogoniais e

as varias fases de evolucdo dos espermatdcitos primarios.



28

Tabela 1. Adaptacao do CES de IX estadios do sagui, para VI estadios, assim como no homem.

Homem Sagui Presente estudo - Sagui
(Clermont, 1963) (Holt e Moore, 1984) (Weinbauer et al., 2001)

| | 1(1)

Il Il [ (11-111)

1] 1] [ (1v)

v v IV (V-VI)

\Y Vv V (VII-VIII)
\ Vi VI (IX)

- Vil -

- VI -

- IX -

4.5.2. Determinacdo da frequéncia relativa dos estddios do ciclo do epitélio seminifero

A caracterizacdo dos estadios foi realizada a partir do sistema acrossémico, isto é, com
base na diferenciacdo das espermatides, que foi especifica para cada um dos estadios, além
de certa associacdo com outras células germinativas, principalmente espermatécitos em
preleptoteno, leptéteno e zigdteno. A determinacdo da frequéncia de cada estadio do CES
humano foi realizada com base no estudo de Nihi et al. (2017). Para calcular a frequéncia dos
estadios no sagui, foram obtidas imagens digitais de cerca de 40 tubulos seminiferos, em um
aumento de 80x, por animal. Posteriormente, com o auxilio do programa Adobe Photoshop,
foram delimitadas as areas respectivas aos estadios do CES presentes no epitélio seminifero
de cada tubulo avaliado. Em seguida, as areas demarcadas para cada estagio foram

determinadas no programa Image-Pro Plus, e sua frequéncia calculada conforme férmula:

Frequéncia do estadio (%) = Z area fotal do estadio x 100
S Area total

Onde: I da area total do estadio = somatério da area do estadio a ser determinado;

¥ Area total = somatorio da area total de todos os estadios.
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Concomitante a analise feita nas fotomicrografias, os campos correspondentes a elas
eram observados sob microscépio para confirmar, com a ajuda do botdo micrométrico, o

diagnodstico preciso das células germinativas e os limites entre os estadios.

4.5.3. DeterminacGo da frequéncia relativa de etapas da meiose do processo

espermatogénico

Baseando-se na frequéncia relativa média dos estddios do CES calculamos a frequéncia
relativa de trés etapas da meiose durante a espermatogénese: (a) etapa pds-meidtica, (b)
etapa pré-meidtica e (c) etapa meidtica. Para determinacdo da frequéncia dessas etapas
somou-se a frequéncia relativa dos estadios do CES que compde cada uma dessas etapas: (a)

estadios I-1l, (b) estadios IlI-IV-V e (c) estadio VI.

4.6. indices da espermatogénese

4.6.1. indices da espermatogénese padrio

Com o objetivo de determinar a eficiéncia do processo espermatogénico, alguns
indices foram calculados baseando-se no numero de células germinativas presentes no
epitélio seminifero no estadio Ill do CES. Dessa forma, contou-se, em ambos os primatas, o
numero das espermatogonias: Aescura € Aclara; oS espermatdcitos em fase de: preleptéteno e
paquiteno; espermatides arredondadas; e de nucléolos das células de Sertoli (NCS), todos
presentes no estadio Il do CES. O numero total de células germinativas obtido foi corrigido
em termos da espessura do corte e didmetro nuclear segundo Abercrombie (1946) e

modificado por Amann (1962) conforme a férmula abaixo:

EC

co o v ]

Onde: NC: nimero corrigido de um determinado tipo celular
NO: numero obtido deste mesmo tipo celular
EC: espessura do corte histoldgico
DM: didametro médio do nucleo ou nucléolo

NC = NO
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Baseado nos valores obtidos, os seguintes indices foram determinados segundo Melo et

al. (2014) e Chiarini-Garcia et al. (2017):

e indice mitético (o coeficiente da eficiéncia mitdtica das espermatogdnias): n2
espermatadcito em preleptoteno/n2 espermatogonia Aescura.

e indice meidtico (a eficiéncia/morte das células germinativas durante a divisdo
meidtica): n? espermatide arredondada/ n2 espermatdcito em paquiteno

e Capacidade de suporte da célula de Sertoli (0 nimero de espermatides arredondas
suportadas por cada célula de Sertoli): n2 espermatides arredondadas/n2 NCS

e Eficiéncia da espermatogénese (determinar o nimero de espermatides arredondadas
produzidas apds um ciclo completo de fase proliferativa (espermatogonial) e meidtica
(espermatocitdria), estimando a eficiéncia global da espermatogénese): n?9

espermatides arredondadas/n? espermatogonia Aescura.

Para confirmacdo do numero de geracdes de espermatogonias diferenciadas, em ambos
os primatas, determinou-se o indice mitético baseando-se no numero de espermatécitos em
preleptdteno e da primeira geracao de espermatogobnia diferenciada (B no homem e B1 no

sagui) nos estadios em que se encontram suas maiores populagdes, Il e | respectivamente:

e indice mitético: n2 espermatdcito em preleptdteno (estadio 1) /n2 espermatogonia B

(estadio I).

4.6.2. Indices da espermatogénese considerando os dois subtipos da Aescura

Adicionalmente ao calculo padrdo dos indices da espermatogénese, apds a
identificacdo de dois subtipos da espermatogbnia Aecscura: cOm vacuolo nuclear (Aevac) € sem
vacuolo nuclear (Aegvac), calculou-se novamente os indices mitdtico e da espermatogénese
baseando-se nesses dois novos subtipos. Esta andlise teve como objetivo verificar, em ambos
os primatas, como estes indices se comportam quando cada subtipo da espermatogonia Aescura
passa a ser considerado, separadamente, como a espermatogdnia tronco. Os cdlculos foram
feitos da seguinte forma:

e indice mitdtico: n2 espermatdcito em preleptéteno/n2 espermatogonia Aevac OU Aegvac.
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e Eficiéncia da espermatogénese: n? espermatides arredondadas/n? espermatogonia

Aecvac OU Ae¢Vac-

4.7. Composi¢ao do parénquima testicular

Para o melhor entendimento da ocupacgao dos tecidos testiculares (intersticio e tubulo
seminifero) no parénquima testicular, 15 fotomicrografias digitais em aumento de 16x, de
cada espécime, em ambos os primatas, foram obtidas utilizando-se sistema fotografico
acoplado ao microscépio BX51, como descrito anteriormente. Sobre esta imagem projetou-se
uma grade de 221 pontos, utilizando-se a ferramenta “Grid Mask” do programa Image Pro-
Plus. Numa contagem total de 3315 pontos por individuo, determinou-se a proporgdo (%) de

cada um dos componentes do parénquima testicular - intersticio e tubulo seminifero.

4.8. Nicho espermatogonial

4.8.1. Posicionamento das espermatogdbnias em relagdo a vascularizagéo

Com a finalidade de estudar a topografia das espermatogonias humana (Aevac, Aesvac, Aclara
e B) e reavaliar as do sagui (Aevac, Aegvac, Aclara, B1 € B2) em seis estadios, aproximadamente 25
fotomicrografias digitais em aumento de 40x para o homem e 80x para o sagui foram obtidas
de cada animal, de regides contendo cortes transversais de tubulos seminiferos e de
intersticio. As imagens foram tratadas digitalmente utilizando-se do programa Adobe
Photoshop, onde as diferentes geracdes espermatogoOnias, de cada primata, foram
identificadas e marcadas com diferentes cores. Utilizando-se do programa Image-Pro Plus, foi
medida a distancia (um) em linha reta, de cada uma das espermatog0nias, nos seis estadios
do CES, até o vaso sanguineo mais préximo. Os vasos sanguineos considerados foram os

capilares e as vénulas.
4.8.2. Avaliagcdo de componentes somadticos relacionados com o nicho espermatogonial.

Como a regido do intersticio testicular do sagui esta, na maioria das vezes, bem
delimitada entre trés ou mais tubulos seminiferos, o que ndo acontece no testiculo humano,

foi possivel determinar, morfologicamente, se células e estruturas presentes no intersticio
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interferem no nicho espermatogonial. Primeiramente, avaliou-se o posicionamento das
espermatogbnias em relacgdo ao intersticio e regides de tubulo contato (Fig. 6).
Aproximadamente 30 fotomicrografias do parénquima testicular, em um aumento de 40x,
foram obtidas de cada animal. As imagens foram tratadas digitalmente utilizando-se do
programa Adobe Photoshop, onde as diferentes geracdes espermatogoniais foram
identificadas e marcadas com diferentes cores. Como a organiza¢do do parénquima testicular
do sagui assemelha-se com aquela dos roedores, identificou-se as espermatogonias presentes
em regides de contato com o intersticio e em regiées de contato com outro tubulo seminifero

(Fig. 6).

1-7 Tubulos seminiferos

*  Regifo intersticial

M Intersticio contato
Tubulo contato
Espermatogdnia em regido de
contato tdbulo-tibulo

@ Espermatogdnia em regido
de contato tibulo-intersticio

Figura 6. Esquema utilizado para determinac¢do do posicionamento das espermatogonias
no epitélio seminifero do sagui baseado em regiGes de contato com o intersticio ou
contato tubulo-tubulo. (Adaptado de Chiarini-Garcia et al., 2003).

Posteriormente, quantificou-se o numero de cada geracdo espermatogonial e
calculou-se a porcentagem, dentro de uma mesma geracdo espermatogonial, de quantas
espermatogobnias estavam posicionadas em regides de contato tubulo-tubulo e tubulo-
intersticio.

Outro parametro avaliado foi o nimero de células de Leydig em relagdo aos estadios
do CES dos tubulos adjacentes. Para cada regido intersticial compartimentalizada entre os
tubulos seminiferos, identificou-se morfologicamente as células de Leydig presentes,

quantificou-se e associou-se o numero delas com os estadios do CES presentes no epitélio
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seminifero dos tubulos adjacentes. As células de Leydig consideradas encontravam-se até
50um de distancia do tubulo seminifero que estava sendo avaliado.

Por fim, avaliou-se se o nimero e tamanho de cortes transversais dos vasos sanguineos
presentes no intersticio teriam algum tipo de relagdo com o nicho espermatogonial e se estes
estariam associados a algum estadio especifico do CES. Para este fim, capilares e vénulas
presentes nas regioes intersticiais foram morfologicamente identificados e quantificados e o
seu numero associado aos estddios do CES dos tubulos adjacentes. Para isto, 25
fotomicrografias do parénquima testicular foram obtidas, por animal, para determinagdo da
area dos cortes transversais dos vasos sanguineos identificados. Através do programa Image-
Pro Plus, mediu-se a area destes vasos e associou-se com os estadios do CES presentes nos
tubulos seminiferos adjacentes. Os vasos sanguineos considerados encontravam-se até 50um

de distancia do tubulo seminifero adjacente.

4.9. Andlise estatistica

Para avaliacdo estatistica dos dados do didametro nuclear médio e do nicho
espermatogonial, foi utilizado o programa GraphPad Prism 6.0. Os parametros avaliados de
ambos os grupos experimentais, humano e sagui, foram testados para normalidade antes da
analise estatistica. As médias dos grupos experimentais foram comparadas pelo Teste T de
Student. Aqueles que ndo apresentaram distribuicao normal foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis onde P < 0,05 foi considerado significativo. Nas tabelas e nos graficos, os dados

relacionam média com o erro padrao da média.
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5. RESULTADOS
5.1. Parametros clinicos ndao-invasivos do homem

Os parametros clinicos ndo invasivos avaliados demonstram que, de uma forma indireta,
a espermatogénese destes pacientes deve estar preservada. Como pode ser observado na

Tabela 2, a dosagem hormonal de cada paciente encontra-se dentro de seus respectivos

valores de referéncia.

Tabela 2. Parametros clinicos e seus respectivos valores de referéncia dos quatro pacientes (P1-P4) homens

avaliados.
Parametro clinico P1 P2 P3 P4 VR*
FSH (mUl/mL) 2,57 NA 1,49 1,64 1,55-9,74
LH (mUl/mL) 3,91 NA 4,18 3,83 0,82-6,22
TTB (ng/dL) 227 NA 523 646 71,8 - 623

Legenda: FSH, hormonio foliculo estimulante; LH, hormonio luteinizante; TTB, testosterona total basal; NA, ndo
avaliado; VR, valor de referéncia; *Valores segundo manual da Vitros Imunodiagostic®.
5.2. Parametros clinicos ndo-invasivos do sagui
Os parametros clinicos avaliados no sagui, como forma de avaliacdo indireta de seu
estado clinico, foi o peso corporal e quanto a espermatogénese foi o peso testicular. Ambos
os parametros se encontram dentro de seus respectivos valores de referéncia como pode
ser observado na Tabela 3. A idade exata dos animais ndo foi informada, mas sabia-se que
todos os cinco animais utilizados tinham mais de dois anos de vida, o que os caracterizava
como animais sexualmente maduros, uma vez que eles atingem a puberdade entre o periodo

de 12 a 15 meses de vida (Abbott e Hearn, 1978).

Tabela 3. Peso corporal e peso testicular médio dos saguis (A1-A5) avaliados, em gramas.

Parametro clinico Al A2 A3 A4 A5 VR*
Peso corporal 300 261 315 296 292 300+ 15
Peso TD 0,62 0,49 0,55 0,60 0,65 0,53 0,06
Peso TE 0,66 0,44 0,52 0,59 0,59 0,54 + 0,06

Legenda: TD, testiculo direito; TE, testiculo esquerdo; VR, valor de referéncia; * valores de referéncia conforme Leal
e Franga (2006). Dados apresentados como média + EPM.



35

5.3. Caracterizagdao morfoldgica das espermatogonias

As principais caracteristicas morfolégicas das espermatogdnias do homem (Aescura,
Aclara, B) e do sagui (Aescura, Aclara, B1 € B2), observadas sob MLAR, estdo descritas na Tabela 4 e
podem ser observadas na Figura 7 para o homem, e na Figura 8 para o sagui. Nao foram
observadas variacdes morfoldgicas de uma Unica geracdo espermatogonial relacionadas a
estagios especificos do CES, similar ao observado em estudos prévios (Nihi et al., 2017;
Caldeira-Brant et al., dados ndo publicados).

Durante a caracterizacdo morfolédgica das espermatogoOnias dos primatas utilizados
neste trabalho, observamos que, especificamente, os nucleos das espermatogonias Aescuras S€
apresentavam morfologicamente de duas formas: (a) aquelas com zona de rarefacdo da
cromatina dando ao nucleo aspecto da presenca de um vacuolo nuclear e (b) aquelas que nao
continham esta zona de rarefacdo. Esta peculiaridade nuclear foi descrita anteriormente por
outros autores tanto para o homem (Nihi et al., 2017), quanto para o sagui (Caldeira-Brant et
al., dados ndo publicados) sendo que esta rarefacdo da cromatina tem sido classicamente
chamada de vacuolo nuclear. Desta forma, denominamos, no presente estudo, de Acgvac
aquelas espermatogoOnias com auséncia de vacuolo nuclear e de Aevac aquele subtipo no qual
este vacuolo nuclear estava presente. Devido a utilizacao de espessura de corte histolégico de
apenas 1um, estes vacuolos foram facilmente visualizados e, desta forma, as espermatogonias
Acvac € Aegvac foram, ao longo de todo este trabalho, avaliadas morfometricamente como
subtipos diferentes, buscando alguma peculiaridade que pudesse diferencia-las
funcionalmente.

As geracOes espermatogoniais de ambos os primatas, quando comparadas entre si,
apresentam muitas similaridades, como por exemplo a distribuicdo e condensacdo da
cromatina. Entretanto, algumas geracbes apresentam diferencas significantes. A
espermatogonia Aevac do homem apresenta zonas de rarefacdo da cromatina concéntricas e
bem definidas (Fig. 7). Por outro lado, a Aevac do sagui apresenta vacuolos tanto na forma
concéntrica como difusos pelo nucleo da célula (Fig. 8). Outra geracdo que apresenta
diferencas morfolégicas quando comparamos ambas as espécies de primatas é a
espermatogonia do tipo B. A espermatogbnia B do homem se assemelha, morfologicamente,

a espermatogobnia B1 do sagui. No entanto, a espermatogbnia B2 do sagui difere-se da
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espermatogbénia B do homem devido a maior condensacdo da eucromatina e maior

quantidade de granulos de heterocromatina (Tab. 4).

Tabela 4. Descri¢cao morfolégica das diferentes geragdes espermatogoniais e espermatdcito em preleptéteno em
relagdo a: nucleo, nucléolo, heterocromatina, eucromatina, e os estadios do CES em que elas se encontram, em
ambos os primatas, homem (H) e sagui (S).

Célula  Grupo | Nucleo | Nucléolo Heterocromatina Eucromatina
Um ou dois por Pequenos e raros pontos | Fortemente corada, com
sec¢do, denso, (ocupam<1% do nucleo) areas concéntricas de laVvl
H Oval compacto e rarefagdo (vacuolos)
o (Fig.7a-c) periférico
g Um ou dois por Pequenos, Fortemente corada, com
&J secgdo, denso e frequentemente pequenas ou grandes
S Oval compacto. Raros periféricos, com raros areas de rarefagdo laVvl
(Fig.8a-c) difusos e grumos aderidos ao (vacuolos)
© periféricos. envoltério nuclear
= (ocupam ~5% do nucleo
8 H Um ou dois por Pequenos e raros pontos Fortemente corada,
(] (Fig.7d-f) Oval sec¢do, denso, periféricos (ocupam <2% homogeneamente laVvl
< 5. concéntrico e do ndcleo) distribuida pelo nicleo
o periférico
g Um ou dois por Pequenos, Fortemente corada,
% sec¢do, denso, frequentemente homogeneamente laVvl
< S Oval concéntrico. aderidos ao envoltério distribuida pelo nicleo
(Fig.8d-f) Raros difusos e nuclear
periféricos (ocupam ~5% do nucleo)
H Oval ou Um por secgdo, Pequenos e raros pontos Fracamente corada e
(Fig.72-1) redondo denso e compacto periféricos ) distribuida laVvl
© (ocupam ~1% do nucleo) homogeneamente pelo
— nucleo
% S Oval ou Um por secgdo, Frequentemente Fracamente corada e
< (Fig.82-i) redondo denso, difuso pequenos, densos e distribuida laVvl
e/ou compacto aleatoriamente homogeneamente pelo
distribuidos nucleo
(ocupam ~3% do nucleo)
Redondo Dois por secgdo, Grumos aleatoriamente Bem corada e, VI-I-1I
difusos e maiores distribuidos pelo nucleo frequentemente,
om H que nas geragdes | (ocupam ~3% do nucleo) granular
(Fig.7j-1) antecessoras
S Redondo Um ou dois por Pontilhada ou em Bem corada, manchada VI-1
- (Fig.8j-]) secgdo, densos, grumos aleatoriamente e granular
o0 m concéntricos ou distribuidos
reticulado (ocupam ~5% do nucleo)
Redondo Um a trés por Pequenos pontos ou Mais corada que nas B1, I-11
secgdo, densos, grandes grumos manchada e
~ S concéntricos ou aleatoriamente frequentemente com
o (Fig.8m-0) reticulados distribuidos vactiolos
(ocupam ~10% do
nucleo)
Redondo Dois por secgdo, Grumos difusos, as Bem corada e manchada 1
mais difusos e vezes reticulares,
H dispersos que nas aleatoriamente
(Fig.7m-0) espermatogonias distribuidos
B (ocupam ~10% do
o nucleo)
Redondo Dois por secgdo, Pequenos ou grandes Mais corada que nas I}
grandes e difusos grumos aleatoriamente espermatogonias B,
S como nas distribuidos granular e manchada
(Fig.8p-r) espermatogdnias (ocupam ~15% do
B2 nucleo)
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Figura 7. Fotomicrografias das espermatogdnias do homem: Aescura (AeVac, Ae@Vac), Aclara, B e do
espermatdcito em Pl sob microscopia de luz de alta resolugdo. Ac, espermatogoOnia Aclara; B,
espermatogonia do tipo B; Pl, espermatdcito em preleptdteno; P, espermatdécito em paquiteno; S, célula
de Sertoli, TP, tunica prdpria; cabeca de seta, vactuolo nuclear ou zona de rarefagdo da cromatina.
Barra:8um



Figura 8. Fotomicrografias das espermatogdnias do sagui: Aescura (AeVac, Ae@Vac), Aclara, B1, B2 e
do espermatécito em Pl sob microscopia de luz de alta resolugdo. Ac, espermatogbnia Aclara; B1,
espermatogonia do tipo B1; B2, espermatogdnia do tipo B2; Pl, espermatdcito em preleptdteno; Eal,
espermatide alongada; Ear, espermatide arredondada; P, espermatdcito em paquiteno; Z,
espermatdcito em zigdteno; S, célula de Sertoli, TP, tlnica propria; cabega de seta, vacuolo nuclear ou
zona de rarefagdo da cromatina; seta, ponte citoplasmatica. Barra:8um.
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5.4. Diametro nuclear das espermatogonias

Os diametros das células germinativas (espermatogbnias e espermatdcitos em
preleptdteno), apresentados na Figura 9, foram semelhantes entre ambas as espécies. A
medida do diametro nuclear, correlacionada com as caracteristicas morfoldgicas das células,
é um fator determinante para caracterizagdo e diferenciacdo das mesmas. A partir desta
analise, pode-se confirmar que a espermatogbnia Acara Possui um grande didmetro nuclear,
sendo maior do que grande parte das espermatogonias presentes no epitélio seminifero tanto
do homem quanto do sagui (P<0,05). (Fig.9).

Por outro lado, observou-se que o espermatécito primdrio em preleptéteno tem o
menor didmetro nuclear, sendo considerada a menor célula dentre as medidas no sagui. E
importante também associar que, embora existam diferencas morfoldgicas entre os dois
subtipos de espermatogonias Aescuras (Aegvac € Aevac), hd pouca diferenca entre os diametros
nucleares de ambas, sendo levemente superior na vacuolada, em ambos os primatas. Em se
tratando das espermatogobnias do tipo B, no homem, observou-se que elas possuem um
tamanho intermediario entre aquelas do tipo A, sendo pouco menores que as Aclaras, € Maiores
do que as Aescuras. Em contrapartida, no sagui, enquanto a espermatogonia B1 possui tamanho
similar as espermatogoénias Aescuras, Sendo levemente menor, a espermatogbnia B, é maior do

que a B1.

119

- Sagui

=®- Homem
109

Didmetro nuclear (um)
(e}
1

Figura 9. Diametro nuclear médio das espermatogoénias do homem e do sagui. Dados apresentados
como média £ EPM. Letras maiusculas diferem significativamente dentro do grupo do homem e
letras minudsculas diferem significativamente dentro do grupo do sagui (P<0,05).
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5.5. Estadios do ciclo do epitélio seminifero

5.5.1. Caracterizagdo morfoldgica dos estddios do CES

Ap0ds a descricao morfoldgica detalhada das células germinativas utilizando-se da técnica
de MLAR, foi possivel identificar, com precisdo, as associa¢des celulares presentes no epitélio
seminifero. Os estadios do CES do homem foram baseados no trabalho de Nihi et al. (2017),
como pode ser observado na Figura 10A. Em relacdo a adaptacdo do CES do sagui,
originalmente com IX estddios (Holt e Moore, 1984), para VI estadios, foi levado em
consideracdo o desenvolvimento do sistema acrossémico nas espermatides em conjunto com
as associacbes das demais células germinativas (Wistuba et al, 2003). Como pode ser
observado na Figura 10B, hd um padrao de maturac¢do das espermatides, a partir do estadio
I, onde observa-se uma variacdo do tamanho e angulacdo da vesicula acrossémica. Esta
caracterizagdo, juntamente com as geracdes de células germinativas da fase proliferativa e
meidtica, permitiu estabelecer para o sagui seis estadios do CES, assim como no homem. As
principais semelhancas e diferencas entre cada um dos seis estadios do homem e do sagui

estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Principais semelhancas e diferencas da distribuicdo das células germinativas em relagdo aos seis
estadios do CES do homem e do sagui
Estadio Semelhangas Diferencas

oTrés geracBes espermatogoniais: Ae@Vac/AeVac, Aclara ® Presenca de espermatogdnia B no homem e B1
| eB no sagui.

elnicio da formagdo da vesicula acrossémica nas
espermatides arredondadas

oTrés geracdes espermatogoniais: Ae@Vac/AeVac, Aclara e Presenca de espermatogdnia B no homem e B1
] eB no sagui.

eAchatamento da vesicula acrossémica nas espermatides
eEspermiagdo

e Duas geracdes espermatogoniais (Ae@Vac/AeVac e ePresenca de espermatogdnia B no sagui (B2)
Aclara)

m ePresenga do espermatdcito em preleptéteno

eVesicula acrossémica cobre ~40% da superficie nuclear
das espermatides e se direciona para a membrana basal
do tubulo seminifero.

eDuas geracdes espermatogoniais (Ae@Vac/AeVac e

v Aclara)

ePresenca do espermatdcito em leptdteno

elnicio do alongamento das espermatides arredondadas
eDuas gerac¢des espermatogoniais (Ae@Vac/AeVac e

Vv Aclara)

eApari¢do do espermatdcito em zigéteno

ePresenca de espermatides alongadas

o Duas geragdes espermatogoniais (Ae@Vac/AeVac e ® Presenca de espermatogonia B no homem e B1
Vi Aclara) no sagui.

ePresenga dos espermatdcitos em dipléteno e secundério
ePresenca de divisGes meidticas




41

CES - Homem CES - Saqui

Estadios do ciclo do epitélio seminifero ; -

Il v Vv ] \ sy
a° Sd2 yo
o - R .

b \:." 9‘ ' o y
b= \ B E ¥ .- . \ o
®.®.00| 7)1 |©-
- Sa’ S sptifl SP gpai || Set setf N
‘Saiv
Saiii
LaFE
’\. 4“4;
> yip ,".
5 )
&
- Ac
Il v
10) (-1 (v (V-V1) (VI-VIIT) (IX)
Figura 10. Associa¢des das células germinativas presentes nos seis estadios do (A) CES do homem (Nihi et a., 2017) e (B) do sagui. |-VI, estadios do CES; Ae,

espermatogonia Aescura; Ac, espermatogonia Aclara; B(1-2), espermatogdnia B; Pl, espermatdcito em preleptéteno; L, espermatdcito em leptdteno; Z, espermatadcito
em zigéteno; P, espermatdcito em paquiteno; Me, divisdo meidtica; 22, espermatdcito secundario; S (a-d), espermatides, Rb, corpo residual. Barra: 5um.
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5.5.2. Frequéncia relativa (%) dos estddios do CES

Apos a identificacdo das associac¢des celulares e dos limites precisos entre os seis estadios
do CES, foi possivel calcular a frequéncia relativa (%) de cada um dos estadios em ambos os
primatas. Como pode ser observado na Tabela 6 e na Figura 11, hd pequena variacdo entre a
duragao dos trés primeiros estadios do CES quando comparamos o homem com o sagui.
Entretanto, a frequéncia dos trés estddios iniciais € maior no sagui. Por outro lado, nos
estadios IV e V, observa-se uma variacdo maior entre a frequéncia dos estadios, sendo que a
duragao deles é maior no CES do homem. Ja no estadio onde ocorre a divisao da meiose (VI),

a sua frequéncia foi expressivamente maior (3x) no sagui.

Tabela 6. Frequéncia relativa média (%) dos estadios do CES em ambos os primatas: homem e sagui

Grupo | I 1l \" Vv Vi
Homem 20,2+3,2 10,9+0,9 18,3+1,5 25,2+3,5 22,5+1,8 3,0£0,5
Sagui 22,3+2,1 14,4+1,2 242+1,4 15,3+0,9 15,0+1,6 8,8+1,5

Legenda: I-VI, estadios do CES; frequéncia relativa representada como média + EPM
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Figura 11.Frequéncia relativa (%) dos estadios do CES do homem e do sagui.

5.5.3. Frequéncia relativa de etapas da meiose do processo espermatogénico

Baseando-se na frequéncia relativa média dos estadios do CES, é possivel calcular a
duracdo de etapas do processo espermatogénico. A etapa pds-meidtica corresponde ao

periodo subsequente a segunda divisdo da meiose (estadio VI), e ocorre entre os estadios | e
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Il. J& a etapa pré-meidtica, que antecede a divisdo meidtica, é representada pelos estadios I,
IV e V. Por fim a etapa meidtica, onde acontecem as duas divisdes da meiose com o dipléteno
dividindo para formar o espermatdcito secunddario (meiose | - divisdo reducional) e, em
seguida, a meiose Il (divisdo equacional) formando as células hapldides (espermatides
arredondadas). Como pode ser observado na Tabela 7, a etapa pré-meidtica foi maior no
homem, onde nos estadios Ill, IV e V ocorre o desenvolvimento dos espermatdcitos primarios
em preleptéteno, leptéteno, zigdteno e paquiteno e alongamento das espermatides. Ao
contrario, no estadio VI onde ocorrem as divisGes da meiose, a frequéncia foi maior no sagui,

0 que equivale a periodo de tempo mais longo.

Tabela 7. Frequéncia relativa média (%) de etapas da meiose do processo espermatogénico em
ambos os primatas: homem e sagui.

Grupo Etapa pds-meidtica Etapa pré-meiotica Etapa meidtica
(estadios I e 1) (estadios 11, IV e V) (estadio VI)
Homem 31,1+3,8 65,9+3,6 3,0£0,5
Sagui 36,6 +2,2 546+1,4 88+1,5

Legenda: Dados apresentados como média + EPM.

5.6. indices da espermatogénese

5.6.1. indices da espermatogénese padrdo

Os indices da espermatogénese demonstram o rendimento de diferentes etapas do
processo espermatogénico, tanto da eficiéncia da espermatogénese como um todo, como de
partes que envolvem as divisdes celulares (mitdtica e meidtica) e a capacidade de suporte das
células de Sertoli. Para o célculo dos indices mitdtico e meidtico, utilizamos, assim como no
trabalho de Melo et al. (2014) o nimero total da espermatogonias tronco Aescura (Aegvac + Aevac)
no estadio Ill do CES do homem e do sagui, independente da presenca de vacuolos nucleares.

Como pode ser observado na Tabela 8, os indices da espermatogénese demonstraram
algumas diferencas entre os primatas em questdo. O indice mitdtico, que representa a
eficiéncia da fase proliferativa (espermatogonial), foi bem menor no homem quando
comparado com o sagui. Este achado pode estar relacionado ao fato do homem apresentar
uma geracao espermatogonial a menos (B no homem e B1 e B, no sagui). Em relacdo ao indice
meidtico, que mede a eficiéncia da fase meidtica do ciclo, os primatas apresentam valores
similares (~3) de um valor tedrico esperado de 4 espermatides para cada espermatodcito

primario. A capacidade das células de Sertoli em suportar as espermatides no seu citoplasma,
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é trés vezes maior no sagui quando comparado com esta capacidade no homem, o que
também pode estar relacionado a diferenca do nimero de gera¢des espermatogoniais entre
estas duas espécies. Por ultimo, quanto a eficiéncia geral da espermatogénese, que
demonstra quantas espermatides sdo produzidas a partir de uma Unica espermatogoOnia
tronco (Aescura), Observou-se que o sagui é pelo menos 3x mais eficiente que o homem (Tab.
8).

O indice mitético pode ser utilizado para determinar o nimero de geracbes de
espermatogonias diferenciadas em uma espécie através da divisdo do numero de
espermatdcitos em preleptéteno pelo nimero da primeira geracdo de espermatogonia
diferenciada (B no homem e B1 no sagui). Observamos que, para o homem, este indice foi de
1,5 e no sagui 2,8. Considerando a presenga de uma geragao de espermatogonia B no homem
e duas no sagui, os indices mitdticos esperados seriam de ~2 para o homem e um valor entre
dois e quatro para sagui. Os resultados obtidos comprovaram a presenc¢a de uma geragao de

espermatogonia B no homem e duas geragdes para o sagui (B1 e B2).

Tabela 8. indices mitético, meidtico, capacidade de suporte da célula de Sertoli e eficiéncia geral da
espermatogénese do homem e do sagui.

Epg-tronco Grupo Mitético Meidtico Suporte células Eficiéncia
de Sertoli Espermatogénese
Homem 3,0£0,2 2,8+0,3 2,1+0,2 13,0+1,0
Aescura
Sagui 8,4+0,9 3,0+0,1 6,3+2,1 45,4 +£12,0

Legenda: Epg-tronco, espermatogonia tronco. Dados apresentados como média + EPM.

5.6.2. Indices da espermatogénese considerando os dois subtipos de Aescuras

Determinou-se também os indices mitético e eficiéncia geral da espermatogénese
levando em consideracdo as duas variacées da espermatogonia tronco Aescura, @S cOom vacuolo
nuclear (Aevac) € aquelas sem vacuolo nuclear (Aegvac). Esta avaliacdo teve como objetivo
verificar como estes indices se comportam quando cada um destes subtipos passa a ser
considerado, separadamente, como espermatogobnia tronco. Os resultados obtidos (Tab. 9)
mostraram que ambos os indices sdo maiores no sagui, a semelhanca do encontrado quando
os dois subtipos foram considerados juntos, tanto para as Aevac quanto para as Aegvac.
Entretanto, quando avaliamos apenas dentro de uma mesma espécie, observamos que os dois
indices eram maiores (~2x) quando as espermatogOnias com vacuolos (Aevac) foram

consideradas para o calculo como células tronco. Este achado, observado em ambas as
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espécies, demonstra que os dois subtipos de espermatogonias Aescuras apresentam populagao
diferente, o que pode indicar diferente funcionalidade e papel em relagdo a manutenc¢ao do

processo espermatogénico.

Tabela 9. indice mitdtico e eficiéncia da espermatogénese do homem e do sagui considerando-se as
espermatogonias Aevac € Aegvac cOMo células tronco. Dados apresentados como média £ EPM

Epg-tronco Grupo indice mitético Eficiéncia da
espermatogénese

Homem 8,6+1,0 36,7+3,7
Aetac 147,5+21,3

Sagui 28,2+4,4 P2l

Homem 4,8+0,5 20,6+1,9

Ae@Vac

Sagui 12,2+1,6 66,5+21,4

5.7. Composicao do parénquima testicular

Para determinar a regido do parénquima testicular onde estao localizados os nichos
espermatogoniais, constituidos pelas espermatogbnias tronco associadas as células somaticas
e tecidos adjacentes, faz-se necessario primeiro entender a distribuicdo topografica destes
componentes levando em consideracao a disposicao dos tubulos seminiferos e do intersticio
testicular. Como pode ser bem observado na Figura 12, o intersticio no testiculo humano é
nitidamente maior no homem (Fig. 12A) quando comparado com o do sagui (Fig. 12B). De
fato, através de avaliagdo morfométrica verificamos que enquanto a proporc¢do volumétrica

(%) ocupada pela regido intersticial foi de 42% no homem, no sagui foi de apenas 14% (Tabela

10).
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Figura 12. Fotomicrografias de corte transversal do parénquima testicular do homem (A) e do sagui (B). TS, tubulo
seminifero; asterisco, regido intersticial. Barra:172pm.
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Desta forma, como no homem o espaco intersticial € maior, os seus constituintes, tais
como vasos sanguineos, células de Leydig e células efetoras (macréfagos, mastdcitos, etc),
encontram-se dispersos em algumas situa¢des dificultando as inter-relacbes destes
componentes intersticiais com as espermatogonias, posicionadas nos tubulos seminiferos,

dificultando a avaliagdo dos nichos espermatogoniais.

Tabela 10. Proporg¢do da area (%) das regides intersticiais e tubulares nos
testiculos do homem e do sagui. Dados apresentados como média + EPM.

Grupo Intersticio Tubulo
Homem 42 +3,4 58+3,4
Sagui 14+0,9 86+0,9

5.8. Nicho espermatogonial

5.8.1 Posicionamento das espermatogénias em relagdo a vascularizagdo

Apds um melhor entendimento da composicdo do parénquima testicular no que diz
respeito as regides tubulares e intersticiais, verificou-se que a forma mais confidvel de
analisar, nas duas espécies, o posicionamento das espermatogbnias em nichos foi
relacionando a distancia entre as espermatogbnias com vasos sanguineos (vénulas e capilares)
presentes no intersticio. Assim como as espermatogobnias indiferenciadas dos roedores se
posicionam préoximas a vascularizagdo (Chiarini-Garcia e Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al.,
2003; Yoshida et al., 2007), buscamos avaliar se este comportamento se repete em primatas
medindo esta distancia (um) entre as espermatogobnias e o0 vaso sanguineo mais proximo, em
cada um dos estadios do CES.

Verificamos que todas as espermatogdnias estdo mais distantes dos vasos sanguineos
no homem, o que seria esperado uma vez que o espaco intersticial € maior nesta espécie. Um
achado semelhante entre as duas espécies seria em relacdo a distancia das espermatogobnias
indiferenciadas Acgvac € Acara que se comportam de forma semelhante em relagdo aos vasos
sanguineos (Fig. 13). A distancia delas tem pequena variagdo em relagdo aos vasos sanguineos
ao longo dos seis estadios do CES. Enquanto no homem ambas distanciam em torno de
~70um, no sagui estdo a ~35um dos vasos mais proximos. Verificamos, pela primeira vez, que
as espermatogonias com vacuolos nucleares (Aevac) Se comportaram de forma peculiar. Em
ambas as espécies se posicionaram proximas dos vasos sanguineos, estando mais préximas

do que as demais espermatogonias indiferenciadas nos estadios IV e V no homem, ell e lll no
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sagui (P<0,05) (Fig. 13). Quanto ao distanciamento destas células ao longo dos estadios em
relacdo aos vasos, verificou-se que enquanto no homem houve uma pequena variagao no
distanciamento (entre ~40 e ~60um), nos saguis este distanciamento foi bastante variavel com

extremos entre os estadios Il (13um) e IV (41um).
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Figura 13. Distancia (um) entre as espermatogénias indiferenciadas: AeVac, Ae@Vac, Aclara, e o vaso sanguineo mais
préximo, nos seis estadios do CES do homem (A) e do sagui (B). Dados apresentados como média + EPM, onde letras
diferentes no mesmo estadio diferem significativamente (P < 0,05).

Em se tratando das espermatogonias diferenciadas e do espermatécito primario em
preleptdéteno, do homem e do sagui, observa-se que elas apresentam uma variagao
consideravel de seu posicionamento em relacdo aos vasos sanguineos no decorrer dos
estadios do CES (Fig. 14). Enquanto no homem as espermatogoénias do tipo B se afastam dos
vasos sanguineos (Fig. 14A), no sagui, as espermatogbnias Bi e B, apresentam um
posicionamento aleatério (Fig.14B). Assim como as espermatogobnias diferenciadas, os PI

também se posicionam de forma aleatdria em ambos os primatas (Fig. 14A-B).
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Figura 14. Distancia (um) entre as espermatogonias diferenciadas: B (homem), B1 e B2 (sagui), e do
espermatdcito em preleptdteno para o vaso sanguineo mais préximo, nos seis estadios do CES do homem (A) e
do sagui (B). Dados apresentados como média + EPM.
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5.8.2. Avaliagéo de componentes somadticos relacionados com o nicho espermatogonial

do sagui

Como nos saguis os tubulos seminiferos estdao mais préoximos devido a um reduzido
intersticio, foi possivel, nesta espécie, realizar analises mais pormenorizadas na busca do
nicho espermatogonial. Como a drea do intersticio esta, na maioria das vezes, fechada e
compartimentalizada entre trés ou mais tubulos seminiferos (Fig. 12), tornou-se possivel
associar diversos fatores relacionando as espermatogoénias tronco com a regido intersticial.
Dessa forma, determinamos: (a) a porcentagem de cada uma das diferentes geragdes
espermatogoniais do sagui que estdo posicionadas em regides do epitélio seminifero
adjacentes ao intersticio(Fig. 15);(b) o nimero de células de Leydig presentes na regido
intersticial em relacdo a cada um dos estddios do CES (Fig. 16); (c) o numero de cortes
transversais de vasos sanguineos (capilares e vénulas) presentes no intersticio em relagdo aos
estadios do CES(Fig. 17A), assim como(d) relacdo com o calibre destes vasos (Fig. 17B). As
células e estruturas consideradas encontravam-se até no maximo 50um de distancia do tubulo
seminifero.

Ao avaliar o posicionamento de todas as geracBes espermatogoniais do sagui em
relacdo a regido intersticial, verificou-se que a excecdo das espermatog6nias com vacuolo
nuclear (Aevac), todas as outras apresentam posicionamento varidvel ao longo de todo o
compartimento basal do tubulo seminifero (Fig. 15). Aproximadamente 60% se posicionam
proximas das regides intersticiais enquanto 40% adjacentes as regiGes de contato entre
tubulos vizinhos. Ao contrario, as espermatogobnias Aevac estdo preferencialmente localizadas
nas regides dos tubulos seminiferos que estdo em contato com o intersticio, onde estdo
concentradas as células de Leydig, macrdfagos, células efetoras e vasos sanguineos, numa

proporg¢do de 90%, com apenas 10% destas células nas regides de tubulo contato (Fig. 15).
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Figura 15. Porcentagem das diferentes geragGes espermatogoniais do sagui: AeVac,
Ae@Vac, Aclara, B1, B2 e do espermatdcito Pl que estdo em regides do epitélio
seminifero adjacentes ao intersticio, nos seis estddios do CES. Dados apresentados como
média £ EPM.

Quanto as células de Leydig posicionadas em relacdo a regido intersticial, verificou-se
gue o seu numero foi semelhante independente do estadio do CES presente no epitélio
seminifero dos tubulos adjacentes (Fig. 16). Apesar destas células serem consideradas
importantes em relagdo ao controle do nicho espermatogonial, estes parametros
morfoldgicos por nés avaliados ndo indicaram nenhuma peculiaridade que pudesse sugerir o
posicionamento delas em regido especifica, indicando a localizacdo no nicho espermatogonial

desta espécie.

n°Leydig
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Figura 16. Numero de células de Leydig presentes no intersticio relacionadas aos
estadios do CES dos tubulos adjacentes. Dados apresentados como média + EPM.
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Como o0s vasos sanguineos sao estruturas determinantes na localizagdao de nichos
espermatogoniais de outras espécies de mamiferos, procuramos no sagui avaliar parametros
relacionados a vascularizacdo além daquele ja utilizado no presente estudo, que avaliou a
distancia da espermatogonia em relagdo ao vaso mais proximo. Continuamos a utilizar apenas
os capilares a as vénulas (Figs. 17A-C), considerando que sdo aqueles onde ocorre a maior
troca de metabdlitos com os tecidos. Verificamos que independente do estadio do CES, o
numero de cortes transversais destes vasos e o seu o calibre ndo demonstraram

posicionamento peculiar que pudesse indicar regido de nicho espermatogonial (Figs. 17D-E).
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Figura 17. Quantificacdo de cortes transversais de vasos sanguineos (A) e seus respectivos calibres em um?(B)
associados aos estadios do CES dos tlubulos seminiferos adjacentes no sagui. Vasos sanguineos de pequeno (C),
médio (D) e grande (E) porte. Dados apresentados como média + EPM. Asterisco, intersticio; Seta, vaso
sanguineo; VC, vaso sanguineo; En, célula endotelial; Hm, hemacia; L, célula de Leydig; Mi, célula mioide; TP,
tunica prépria; Ae, espermatogoOnia Aescura; Ac, espermatogonia Aclara. Barra:10um. (P>0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, através de andlises morfoldgicas de diversos aspectos da
espermatogénese, comparamos o processo espermatogénico e a biologia espermatogonial
entre o homem e o sagui procurando validar o sagui como um modelo experimental adequado
para estudos futuros que possam ser mais diretamente aplicados a espermatogénese
humana. Os resultados obtidos demonstram que, apesar de diferirem em certos parametros
tais como: o niumero de geracOes espermatogoniais e composicao do parénquima testicular,
a espermatogénese e a biologia espermatogonial de ambos os primatas sdao muitos similares.
Dessa forma, acreditamos que o sagui pode ser considerado um modelo experimental
adequado para estudos envolvendo a validagdo de novos medicamentos e/ou tratamentos
relacionados com a espermatogénese humana.

Os primeiros trabalhos que descreveram morfologicamente as células germinativas do
homem (Homo sapiens; Heller e Clermont, 1964;) e do sagui (Callithrix sp; Holt e Moore, 1984)
utilizaram técnicas de processamento que, até certo ponto, ndo permitiam identificar os
principais detalhes morfolégicos das células germinativas, principalmente em termos de
distribuicdo e condensacao da cromatina. Com o passar dos anos e a evolucdo das técnicas de
processamento, Russell et al. (1990) padronizaram um novo método de observagao sob
microscopia de luz que abriu um novo campo de visdao das células germinativas, permitindo
novas abordagens de estudo do processo espermatogénico como um todo. Somente em 2001
gue, pela primeira vez, e utilizando o mesmo processamento, Chiarini-Garcia e Russell (2001)
distinguiram morfologicamente os sete subtipos de espermatogonias de camundongos. Esta
técnica chamada de microscopia de luz de alta resolucdo (MLAR), que basicamente consiste
da utilizacdo do fixador glutaraldeido e do uso de resinas pldsticas para inclusdo, permite a
visualizacdo, em detalhes, de aspectos da cromatina e de membranas celulares. Foi através
dela que o nicho espermatogonial foi descrito pela primeira vez em mamiferos (Chiarini-Garcia
e Russell, 2001) e confirmado em outras espécies (Chiarini-Garcia et al., 2003, 2009; do
Nascimento et al., 2009; Costa et al., 2012). Recentemente, Nihi et al. (2017) e Caldeira-Brant
et al. (dados ndo publicados) utilizaram o método da MLAR e descreveram as caracteristicas
morfoldgicas das células germinativas bem como o ciclo do epitélio seminifero (CES) do

homem e do sagui, respectivamente.
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Diante da recente descricio morfolégica da espermatogénese e das linhagens
espermatogoniais destas duas espécies de primatas sob a MLAR, fomos motivados a comparar
diversos parametros deste processo entre ambas as espécies. De fato, considerando a
proximidade filogenética entre estas duas espécies, detectamos que diversos parametros
foram similares o que torna os saguis um modelo experimental mais adequado para estudos
comparativos com o homem, quando comparado ao uso de roedores.

No que diz respeito a fase proliferativa do processo espermatogénico, verificamos que
o numero de gerac¢des e a morfologia das espermatogonias do homem (Nihi et al., 2017) e do
sagui sao similares. Ambas as espécies possuem as espermatogonias Aescura, Aclara € B, diferindo
apenas pela presenca de duas geracbes de espermatogobnia do tipo B (B1 e Bz) no sagui,
descritas por Caldeira-Brant et al. (dados ndo publicados). Além do numero de geragGes ser
similar, a morfologia delas também foi semelhante. Ambas as espécies possuem também os
dois subtipos de espermatogonias Aescuras, @5 COmM e as sem vacuolos nucleares. Em conjunto,
estes fatores fazem com a espermatogénese de ambas as espécies possa ser prontamente
comparada quanto a este aspecto. No entanto, quando se compara com a fase proliferativa
de outras espécies que ndo sejam primatas, o nUmero de geracdes é significativamente
diferente com trés a quatro gera¢cdes em primatas (Luetjens et al., 2005) e sete a nove
geracdes em outras espécies de mamiferos como os roedores, por exemplo (Russell et al.,
1990; Chiarini-Garcia e Russell, 2001). Além disso, a morfologia espermatogonial apresenta
diferencas significativas entre primatas e outras espécies de mamiferos. Desta forma, o
presente estudo mostra que, quanto a fase proliferativa, o sagui mostrou ser um modelo
adequado para estudo comparativo com homem.

Uma das bases para divisdo do processo espermatogénico em diferentes etapas,
conforme o sistema acrossémico, conhecido como “estadios do ciclo do epitélio seminifero”
¢é a evolucdo da espermiogénese, bem descrita por Russell et al. (1990). Isto é, o epitélio pode
ser separado em etapas levando em consideracdao as modificacdes que acontecem com a
espermatide arredondada (logo apds a meiose Il), até a formacdo da espermatide alongada
(préoximo a espermiacdo). O numero de etapas é variavel entre as espécies uma vez que a
evolugao das espermatides é variavel entre elas. Enquanto no homem esta fase pdde ser
dividida em seis estadios (Clermont, 1963), no sagui foi dividida em nove (Holt e Moore, 1984).
Isto certamente seria um problema para comparar parametros da espermatogénese entre

homem e sagui que tivessem de utilizar o CES para sua avaliacdo. Desta forma, pela primeira
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vez, adaptamos sob a MLAR, o CES do sagui para seis estddios e fizemos as diversas
comparag¢des morfométricas do processo espermatogénico sob esta visdao. Apesar de ndo ser
uma divisdo natural do ciclo, a adaptacdo do CES do sagui em seis estadios se mostrou de facil
visualizacdo e compreensdo, o que torna os achados morfométricos, sob o nosso ponto de
vista, coerentes.

Em se tratando da comparagdo entre as frequéncias relativa (%) dos estadios do CES
de ambos os primatas, observamos que o terco inicial do ciclo (estadios | e Il), fase que
corresponde a etapa pds-meidtica, € mais duradouro no sagui do que no homem. Isto nos
sugere que a fase inicial do desenvolvimento acrossémico e a divisdo das espermatogobnias B1
em espermatogonias B, tornam mais longa esta etapa no sagui em relagao a essa mesma
etapa no homem. Por outro lado, a frequéncia relativa dos estddios Ill, IV e V, que
correspondem a etapa pré-meidtica, onde ocorrem os principais eventos relacionados com a
evolugdo dos espermatdcitos primarios e alongamento das espermatides, € maior no homem
do que no sagui. A ultima etapa do CES ocorre no estadio VI, onde ocorrem as duas divisdes
da meiose (meiose | e Il), sendo que esta etapa no sagui é mais longa do que no homem.
Apesar das diferencas apresentadas na frequéncia relativa dos estadios, a readaptacdo do CES
do sagui de nove para seis estadios se mostrou mais uma vez possivel. Ja em relagdo ao estadio
VI, onde ocorrem as duas divisdes da meiose (fase pds-meidtica), ndo houve alteracdo no
processo de readaptacdo dos estadios, isto é, o estddio VI do homem corresponde em termos
de tipos celulares exatamente ao estadio IX do sagui. Desta forma, em tese, esta fase do ciclo
seria biologicamente semelhante entre as duas espécies. No entanto, vimos que no sagui a
duracdo deste estadio foi trés vezes maior no sagui quando comparado com o homem.
Portanto, se o sagui for utilizado em estudos futuros como modelo experimental para
avaliacdo da espermatogénese comparativa com a do homem, esta diferenca deve ser
considerada ao interpretar os resultados obtidos.

Com o objetivo de comparar a eficiéncia de algumas etapas da espermatogénese entre
as duas espécies aqui estudadas, fizemos avaliacbes morfométricas e verificamos que os
valores encontrados possuem semelhancas e diferencas. No entanto, as diferencas
encontradas estdo relacionadas com o numero de geragdes de espermatogdnias do tipo B,
sendo que homem apresenta uma geracao (B) e o sagui duas geracdes (B1 e B;). O indice
meiodtico, aquele que mede a eficiéncia da fase meidtica, ou seja, a taxa de

sobrevivéncia/apoptose dos espermatdcitos durante a meiose | e Il, foi similar e semelhante
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ao observado anteriormente para homem (Chiarini-Garcia et al., 2017) e sagui (Caldeira-Brant
et al., dados ndo publicados). Ja o indice mitético, parametro que demonstra a eficiéncia da
fase proliferativa (espermatogonial) do ciclo espermatogénico, foi diferente entre as espécies
de primatas analisadas no presente estudo. O valor obtido para o sagui é aproximadamente
trés vezes maior do que no homem, muito provavelmente devido ao fato do sagui apresentar
uma geracdo espermatogonial a mais. Levando em consideragdao que o homem possui trés
geracoes espermatogoniais (Aescura, Aclara € B) € 0 sagui quatro (Aescura, Aclara, B1 € B2), através
de uma progressao geométrica, as divisGes destas células teoricamente deveriam dar origem
a oito e dezesseis espermatdcitos em preleptéteno, respectivamente. No entanto, em ambas
as espécies, os indices encontrados foram em torno da metade do teoricamente esperado,
demonstrando que a fase proliferativa teve perda aproximada de 50 a 60% para ambas as
espécies. Resultados semelhantes foram encontrados anteriormente para homens (Johnson
et al., 1995; Wistuba et al., 2003, Chiarini-Garcia et al., 2017). O calculo do indice mitdtico
baseado no nimero de espermatécitos em preleptéteno dividido pelo nimero da primeira
geracao de espermatogobnia do tipo B (B no homem e B1 no sagui) evidenciou a presenca de
uma geracdo de espermatogonia diferenciada no homem e duas no sagui.

Como o sagui apresenta uma gera¢ao espermatogonial a mais, isso faz com que haja
um numero maior de espermatdcitos produzidos a partir das espermatogonias existentes, e
consequentemente, um maior numero de espermatides produzidas apds as divisdes da
meiose. Este aporte maior de células no epitélio seminifero do sagui é refletido na capacidade
de suporte da célula de Sertoli, que é trés vezes maior no sagui do que no homem. Este mesmo
raciocinio utilizado para interpretar a eficiéncia geral da espermatogénese, que mede quantas
espermatides sdo produzidas no final do processo espermatogénico, considerando a
espermatogonia Aescura COMo ponto de partida, demonstra ser também trés vezes maior no
sagui do que no homem. Estes resultados mostram que os indices aqui apresentados podem
ser prontamente utilizados para avaliar a espermatogénese do sagui de forma comparada com
a do homem, desde que a diferenca do nimero de espermatogonias do tipo B entre as duas
espécies seja levada em consideracdo na interpretacdo dos resultados. Em relacdo aos
roedores (Melo et al., 2014), estes indices sdo extremamente diferentes, dificultando a

comparagao com os primatas aqui avaliados.
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Estudo recente de Caldeira-Brant et al. (dados ndo publicados) descreveu que duas
diferentes gera¢Oes de espermatogonias Aescuras NO Sagui - uma com a presencga de vacuolo
nuclear (Aevac) € outra com auséncia deste vacuolo (Aegvac) — estdo posicionadas de forma
diferente. Este estudo, que foi desenvolvido utilizando o CES do sagui de IX estadios, mostrou
gue ao contrdrio das Aegvac, as Aevac €5ta0 mais préoximas de vasos sanguineos e localizam-se
preferencialmente em regides proximas de intersticio, onde estdo concentradas as células de
Leydig, macrdfagos, mastécitos entre outras células efetoras. Quando no presente estudo
fizemos o mesmo tipo de avaliagdo considerando a divisdao do CES em VI estadios, a
semelhan¢a do homem, encontramos o mesmo resultado validando o posicionamento dos
dois subtipos de Aescuras independentemente do numero de estadios avaliado. Este tipo de
avaliagdo nao havia sido desenvolvido anteriormente para homens e, no presente estudo,
demonstramos pela primeira vez que o homem também possui os dois subtipos de Aescuras €
gue estes apresentam a mesma distribui¢dao que aqueles demonstrado no sagui.

Entretanto, quando avaliamos as alteracbes que esses dois subtipos de Aescuras
provocaram nos indices da espermatogénese dentro de uma mesma espécie, observamos
alteracgOes interessantes. Quando consideramos a espermatogbnia Aegvac cOMo sendo a
espermatogobnia tronco no cdlculo do indice mitético e na eficiéncia da espermatogénese,
verificamos um aumento de aproximadamente 1,5x, em ambos os primatas. Em relacdo a
espermatogonia Aevac, estes indices aumentam aproximadamente 3x. Estes achados,
juntamente com a cinética espermatogonial do sagui (Caldeira-Brant et al., dados ndo
publicados) e do homem (dados ndo publicados) demonstram que estes dois subtipos
espermatogoniais se comportam de forma diferente. Estudo desenvolvido por von Kopylow
et al., (2012), em humanos, demonstrou que as espermatogonias Aescuras COM vacuolo podem
ser consideradas as mais quiescentes, ou indiferenciadas, por expressarem marcadores de
células tronco (UTF1, FGFR3) e ndo expressarem aqueles de células em proliferacdo (c-Kit).
Levando em consideracdo estes achados de von Kopylow et al. (2012) no homem e a cinética
espermatogonial de ambas as espécies, acreditamos que esta célula corresponda aquela mais
quiescente. A avaliacdo da cinética espermatogonial do homem e do sagui reforca esta
hipdtese uma vez que a este tipo celular esta presente em nimero pequeno e constante ao
longo de todos os estadios do CES. Para confirmar esta hipdtese, estudos futuros avaliando

aspectos funcionais das espermatogodnias fazem-se necessarios em ambas as espécies.
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O estudo do nicho espermatogonial e sua interferéncia no comportamento das
espermatogonias vem sendo um dos temas mais estudados na area da biologia da
reproducdo. No presente trabalho, o posicionamento das espermatogoOnias dos saguis em
relagdo ao vaso sanguineo mais préoximo foi reavaliado em VI estadios, depois do estudo inicial
feito por Caldeira-Brant et al. (dados ndo publicados) em IX estadios e, pela primeira vez, em
humanos. Ao comparar os resultados obtidos de ambas as espécies, em relagdo aos diversos
tipos espermatogoniais (Aevac, Aegvac, Acara € B ou B1 e B3), constatou-se que estas células se
comportam a semelhanga daquelas observadas em outras espécies de mamiferos quanto ao
posicionamento em nicho (Chiarini-Garcia e Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003, 2008,
2009; Yoshida et al., 2007). As espermatogonias Aescuras 530 consideradas as células-tronco
testiculares dos primatas (Ehmcke e Schlatt, 2005; Ehncke et al., 2006) e, desta forma,
esperasse que estejam sob controle de fatores nos nichos espermatogoniais.

Estudo em sagui (Caldeira-Brant et al., dados ndo publicados) demonstrou que as
Acscuras €stdo realmente posicionadas proximas ao intersticio e a vasos sanguineos, o que foi
confirmado no presente estudo avaliando o CES do sagui em VI estadios, e em humanos. Mas,
guando nestes estudos as Aescuras foram separadas nos dois subtipos, com e sem vacuolo
nuclear, estas se posicionam de forma diferente. Os resultados mostram que aquelas com
vacuolos (Aevac) S€ comportaram em posi¢cdo mais préxima dos vasos e intersticio indicando
serem estas as mais quiescentes e tendo comportamento de célula-tronco espermatogonial.
Outro ponto similar entre a espermatogénese do homem e do sagui, observado no presente
trabalho, foi o posicionamento variado das espermatogonias diferenciadas (B, B1 e B2) e do
espermatdcito em preleptdteno em relagdo aos vasos sanguineos e intersticio. Este achado
foi similar aquele descrito para os roedores (Chiarini-Garcia e Russell, 2001; Chiarini-Garcia et
al., 2003), onde as espermatogonias diferenciadas estdo afastadas em relacdo ao intersticio.
Desta forma, o presente estudo demonstra que a distribuicdo das espermatogbnias do
homem e do sagui, quando avaliado em VI estadios, foi semelhante, validando o sagui como
modelo experimental para estudos da biologia espermatogonial em humanos.

Portanto, no presente trabalho demonstramos que o sagui possui caracteristicas do
processo espermatogénico e da biologia espermatogonial similares aquelas do homem. Desde
a morfologia e nicho das espermatogonias, a organizacdo, duracdo e eficiéncia do processo
espermatogénico. As poucas diferengas observadas entre os primatas em questdo estdo

relacionadas a presenga de uma geragao espermatogonial a mais no sagui.
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Estudos que pretendem utilizar o sagui como modelo experimental para avaliacdo de
parametros relacionados a espermatogénese humana, como em casos patoldgicos, testes
farmacoldgicos e para validacdo de novos tratamentos androldgicos, por exemplo, devem
levar em consideragdo as pequenas diferengas bioldgicas entre as espécies. Apesar da
dificuldade para obter e manter saguis para desenvolvimento de estudos cientificos, o
presente estudo confirma que ele é um modelo experimental adequado para estudos visando
compreender, de forma indireta, a biologia testicular humana, quando comparada com o uso

de roedores.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho nos permitiram

chegar as seguintes conclusoes:

e Os saguis possuem semelhancas do processo espermatogénico em relagdo a do homem
suficientes para habilitd-los como modelo experimental para estudos comparados da

biologia testicular;

e O homem possui dois subtipos de espermatogobnias Aescuras €, dentre elas, aquela que
possui vacuolo nuclear se posiciona mais proxima a vasos sanguineos indicando

posicionamento em nicho espermatogonial.

e As duas espécies sdao similares quanto a organizacdo das associacdes celulares nos seis
estadios do CES, indice meidtico, morfologia das espermatogonias, presenca dos dois
subtipos da Aescura (Aevac € Aegvac) € posicionamento das espermatogonias indiferenciadas

em relagcdo aos vasos sanguineos mais préximos.

e As diferencas entre as duas espécies se devem a presenca de uma gera¢dao a mais de
espermatogobnia no sagui, que reflete nos indices mitdtico, eficiéncia da célula de Sertoli e

eficiéncia geral da espermatogénese.
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9. ANEXOS

ANEXO |

Um Universideds Federal de Mlues Gerals
Contita de Pticn em Pesquisa do LFAG - CORP

Parecer n®. ETIC 032/04

Interessado: Prof. Dv. Femando Marcos Reis
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP,
aprovou apés cumprida as solicitagdes & diligéncia no dia 15 de
junho de 2004 o projeto de pesquisa intitulado « Eetudo Enddcrine
Molecular do Testiculo em Homens Orqulectomizados e em
Homens Azoospémmicos. » & 0 Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do referido projeto.

Q relatério final ou parcial devera ser encaminhado a0 COEP
um ano apés o inicio do projeto.

Profa. Dn.ﬁw Mﬁeraz Garcia

Prasidents do COEP/UFMG



ANEXO Il

APENDICE 1- Formulanio de consentimento livre & esclarecido

. INFORMAGOES SCOBRE APESQUISA

A pesguisa visa @0 estudo da fisiologia do tecido testicular de pacientes inférteis
portadores de azoospermia, que 550 submetidos de moting 20 tratamento cirdrico de
bidpsta testicular durante a propedéutca do ambulatdno de andmlogis & 3 dosagern
de substdncias encontredas no sangue ervobidas no cortmle da produgio de
espermatoroides pelo testiculo, com o objetvo de disgnosticar a presenga ou
auséncka de espermatogénese nesses pacientes. Esta pesquisa terd o objetivo de
melbor cormpreender @: ateragbes fisioldgicas do tecido de testiculos com e sem
produgdn  de  espermatozdides e pacientes  aroospérmicos.  Ura  melhor
compreensao da fisolbgia desse tecido ajudard o entendimento da espermatogénese
(formacio de espermatczoides), bern cormmo na melbora do tratamento da infertilidade
rmasculira. O rraterial 2 ser uilzado serd sormente o da badpsia testcular, oo sejs,
urra parte do fragrmento de tecdo testcular retirado no momento do procedirmento
cirdrgico, pam fing de disgndstico. No romento da bidpsia testicular, serd coletada
tarmbémn urna amostra de sangue de Srl da weia braguial de urm dos bragos, com o
auxilio de serinca de 5ml acoplada a umaagulha de 27 x 5 pas puncio venosa.

I, SIGILS DOS DADOS

Todos oz seus dados serfo corfidenciais, sua dentidade n&o serd revelada
publicarnente ern hipdtese algurma e somente os pesquisadores emvolidos neste
pn:ijetc_\ terdo acesso | essas informagoes, que serdo utiizedss somente para fins de
pesouisa.

Il BEMEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trard indmeros beneficios importantes, que poderdo ter aplicacio direts na
termpéutca i{tratamento clinico). O conhecimento das alteragdes fisiolbgica: e das
respostas do tecido testcular e as dosagens de substincias na amostra de sangue
ervolvidas no controle do testiculo poderdo ajudar no tratamento da infertilidade
rrasculira.

V. RISCOS

Quanto & cirudia, ndo existe risco para os pacientes, urma ver que sera utlizada
somente parte do tecido testicular @A retiredo quando do procedimento cirdrgico
(biSpsia testicular) para fing de disgndstico anatormopatolSgico do tipo de szoospermis.
A coleta da armostra de sangue com urme serincge acoplada & sogulha para puncao
wvenosa pode ocasionalmente causar dor, hermatorma (rancha roxa abaixo da pele) &
irritagio (mancha avermelhada que pode cogar) no local da retireda do sangue do seu
brago. & quantidade de sanoue retireda (5rl) @0 trard qualouer alteracdo 20 seu
sisterma circukatorio, sendo gque em 24 horas seu organisro, por si $9, recompde essa
pequena quantidade de sangue coletada.

W, RESSARCIMENTC DAS DESPESAS

Mao estd prevista qualguer forrma de rermuneragso para os wolurtérios. Todas as
despesas especficas relocioradas a0 estudo B0 de responsabilidade do lmborstdrio
de Endocrinologia do Depararrento de Fisiolbgia e Farmacobgia do Instituto de
Ciéncims Bologicas ds Universidade Federal de Minas Gerais.
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Wl DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Yo é dispde de liberdade pars esclarecer qualquer divida que possa surgir durante a
pescliza. Vooé poderd recusar-se @ partcipar deste estudo elou abandondlo &
cualguer momento, serm precisar Justificar. A scetacdo ou ndo da participecio rao
influerciarg no seu tratamento. Mests pesouisa utlizarenos somente parte do tecido
testicular retimdo dursnte @ bidpsia de testiculo para 3 reslzzcio de estudo
anstormopstoldgico & & amostrade sanoue coletads no dia do procedirmento cirdroico.
Mao zerdo ufilizedos outros  tecidos, réo sendo reslizado oguslguer tipo de
rmanipulacin, experirmento ou intervencso direta com o paciente.

Yl TERMO DE COMNSEMNTIMENT S

Eu, voluntanamerte, concordo que o matenal biologeo tecido testculan) provenierte
dz minha cirurgia de bidpsia testicular & & armostra de sangue coletada sejam
tilzzados para fing de pesguisa cientfica no Depattamento de Cirungis da Faculdade
de Medicing & mo laboratano de Endocrinobgis do Departamento de Fisiclogis e
Farmacologis do Instituto de Ciéncizs Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Geraiz. Estou ciente do exposto e, ainda, de que esta pesquisa nao trard qualouer
prejuizo @ minha salde.

Belo HorEonte,. . de e

Assinatura do veluntarnio:
Telefone para contato: 34 09-9487 (Urologia Hospital das Clinicas da LIFMGE)
Dr. Augusto Barbosa Reis: 3897 4776
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ANEXO Il

UFJ"“H; Uniwersidisde Fedoral de Mines Gerals

Comild de Edlea om Pesguiza da DEWS - OOEF

Parecer n?, ETIC 117107

Interessado({a); Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Departamento de Morfologia
Inetituto de Cléncias Biologicas-UFMG

DECISAQ

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovoy, no
dia 22 de maio de 2007, apds atendidas as solickagdes de diligéncia, ©
projeto de  pesquisa  inttulado  “Avaliagoes morfofuncionais @
moleculares da linhagem espermatogonial humana antes @ apos
tratamento contra o cdncer de prostata™ bem come o Terma de
Caonsentimento Livre & Ezsclarecido

Par se tratar de pesquisa classificada em Area Tematica Especial,
a mesma serd encaminhada 4 CONEFMS para apreciagio, devendo o
pesquisader aguardar sua aprovagdo final para gue se inicie a
EXECUCaD.

0 relatario final ou parcial devera ser encaminhade a0 COEP um
ano apds o inicio do projeto,

=7 e
Profa. Dra. I} -kE'I_E’llmﬂ Lima Perez Garcia
Presidente do COEP-UFMG

A Py msars Canie, S627 - Dikdnds ddevaiciaiie Mo 3% andir - Saky 200 - Cepe FLINCA - BIE WG . ’
Telefera: (U1} 34RL000 FAN (51 MMSAS 8 - coam b ppegeyli], ilrd g v 1|



ANEXO IV

Universidade Federal de Minas Gerais

Hospital das Clinicas U F/‘/\G

Diretoria de Ensino, Pesquisa ¢ Extensio - DEPE

Belo Horizonte,19 de outubro de 2007.

PROCESSO N° 079/2007

TiTULO: “Avaliacoes morfofincionais e moleculares da linhagem
espermatogonial humana antes e apds tratamento contta o céncer
de prostata.”

Sr(a) Pesquisador(a):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordancia com o parecer da Comissio de Avaliagdo Econdémico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovagéo pelo COEP/UFMG em 22/maio/2007,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional.
Solicitamos enviar a DEPE relatario parcial ou final, apés um ano.

Atenciosamente,

Y

PROF. HENRIQUE VITOR LEITE
Diretor da DEPE/HC-UFMG

Ao Sr.

Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Depto. Morfologia

I. C. BJUFMG

CGC: 17.217.955/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110 — 1° andar
Bairro Sante Efigénia — CEP 30130-100 — Belo Horizonte - MG
Telefone: (031) 3248-9379 — 3248-9375 - FAX: (031) 3248-9380 - depe@ he.ufmg.br




ANEXO V

WMINISTERIO DA SAUDE

Conseiho Nacional de Sadde
Comissio Nacional de Etica em Pesguisa - CONEP

FPARECER N° 189/2003

Registro CONEP: 14250 (Ests n* deve ser citado nas correspandéncias referentes a este projeto)

CAAE - 0117.0.203.006-07 Processo n°. 25000.147585/2007-38
Projeto de Pesquisar “Avaliagbes Morfofuncionais € Moleculares da Jinhagem
espermatogonial humana antes & apos tratarmentos conira 0 céncer de prosiata.”
Pesquisador Responsavel: Dr. Hélic Chiarini Garcia

Instituigao: Instituto de Ciéncias Biologicas /Universidade Federal de Minas Gerais -
(Centre Unico)

CEF de origem: COEP/UFMG

Area Teméatica Especial: Reproduggo Humana, Cooperagac Estrangeira
Patrocinador: A ser definido (Instituicio/Agéncias Financiadoras/ Proprios)

Surnario Geral do Protocolo
E um trabalho de nivel académico a ser realizado pelo Institulo de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB / UFMG), visando estudar a
biologia das células sspermatogoniais humanas com & intengdio de esclarecer a
biclogia espermatogenial desde o ciclo do epitélio seminifero guanto & morfolegia,
cinética e descrigio dos nichos espermatogoniais (até agora pouco estudados).
Pretende ainda determinar a presenga efou auséncia de mRNAs que poderiam estar
relacionados com a diferenciagic espermatogonial e sua localizagdo especifica no

parénquima testicular. Deferminar a presenca/auséneia e os niveis relativos de
proteinas sintetizadas a partir destes genes, bem como sua localizagéo no parénquima

testicular, bem como determinar as concentragbes hormonais. Todos esses paramelros
serdo analisados em testicuios obtidos de pacientes tratados no Hospital das Clinicas
da UFMG-HC/UFMG ou em Hospitais e Unidedes de Oncologia ligados 2 Instituicao,
para os quais tenha sido recomendado a orguiectomia subcapsuiar bilateral como
tratamento para céncer avangado de prostata. '
Os pacientes, em nimero de 30 a 40, mas que podem chegar a 60 (como esta
previsto na Folha de Rosioj que compordo os varios grupos experimentais, serac

avaliados pelos médicos do Setor de Andrologia do HC/UFMG e a coleta se fard com 8

participacéo de mernbros da equipe proponente, do Setor de Urologia e Urc-Oncologia
do HC/UFMG, presentes no momento da cirurgia de orquiectomia. Anteriormente &
coleta seré feito o levantarento dos dados clinicos dos pacientes e © esclarecimento
para a obten¢do do TCLE. :

Os grupos experimentais serdo compostos de testiculos de pacientes com
cancer de prostata sem nenhum tratamento prévio (grupo A}, submetidos a
orostatectomia radical (Grupo B); submetidos a radioterapia {grupc C); submetidos a
bloqueio antiandrégeno (Grupo D) e submetidos & radioterapia e blogueio
antiandrogeno (Grupo E).

imediatamente apés 2 orquiectomia 0s parénguimas testiculares dirsifo e
esquerdo ser30 preparados para os fins especificos da pesquisa. Trale-se de material
que seria normalmente descartado.

As analises morfolbgicas e morfométicas serfo realizadas no Laboretorio de

Sinlnaiz Estrutural @ Reproducs - LABERVICEUFMG.
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ANEXO VI

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Hospital das Clinicas
Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducao

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
AVALIAGOES MORFOLOGICAS E MOLECULARES DA LINHAGEM ESPERMATOGONIAL HUMANA
ANTES E APOS TRATAMENTOS CONTRA O CANCER DE PROSTATA

L 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 informagdes que vocé ndo entenda claramente. Vocé esté
convidado a participar voluntariamente de um estudo sobre células tronco dos testiculos. Antes de concordar
em participar desse estudo, é importante que vocé leia e entenda este documento. Ele descreve as finalidades,
procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaucdes do estudo. Vocé tem direito de se retirar do

estudo a qualquer momento. Se vocé participar, recebera uma copia deste documento para manter em seu
arquivo.

1. INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa visa o estudo das células tronco dos testiculos. Como estas células sdo as responsaveis por manter 0
individuo fértil por toda a sua vida adulta, alteracbes e doencas relacionadas com estas células tronco podem levar o
individuo & sub-fertilidade ou mesmo 2 infertiidade. Apesar dos grandes avancos na area médica, ainda sabe-se
muitc pouco como estas células funcionam em um individuo normal e, muito menos ainda, como elas séo afetadas
em diferentes doengas. Diante disto, pretendemos neste projeto de pesquisa, estudé-las em homens portadores de
cancer avancado de prostata, nos quais a indicagdo médica foi a retirada dos testiculos. Estes homens seréo
divididos em grupos levando-se em consideracdo aqueles que néo sofreram nenhum tratamento prévio contra o
cancer de préstata 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 Reprodugéo do Departamento de Morfologia
do ICB/UFMG.

118 SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada publicamente em hipétese alguma e
somente os pesquisadores envolvidos neste projeto teréio 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 procediment¢s e/ou dados do estudo. Os resultados
dessa pesquisa deverdo ser publicados em revistas cientificas nacionais ou internacionais.

V. BENEFICIOS DA PESQUISA

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

V. RISCOS

Pelo fato de estarmos utilizando testiculos retirados para auxiliar no tratamento do cancer prostatico, e que
seria totalmente descartado, isso néo 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 pungdo venosa, pode ocasionalmente causar dor,
hematoma (mancha roxa abaixo da pele) e irrtag@o (mancha avermelhada que pode cogar) no local da retirada
do sangue do seu brago. A quantidade de sangue retirada n#o trard nenhuma alteragéo ao seu sistema
circulatério, sendo que em 24 horas seu organismo, por si s0, recompdem esta pequena quantidade de sangue
coletada.
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ANEXO VII

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO
ANIMAL (CETEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n° 077/03 relativo ao projeto intitulado “Caracterizaciio
morfolégica e distribuicdo topografica dos diversos tipos de espermatogdnias em
diferentes mamiferos” que tem como responsavel Hélio Chiarini Garcia, estd de acordo
com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado em reunido de
03.12.2003.

Este certificado expira-se em 03.12.2008
CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 077/03 related to the project entitled “Morphology and
topographic distribution of different spermatogonial types in different mammal species”,
under the supervision Hélio Chiarini Garcia, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA/UFMG) and was approved in 03.12.2003.

This certificate expires in 03.12.2008
Belo Horizonte, 03 de dezembro de 2003

M@;/C;?W&

Dra. CLEUZA MARIA F. REZENDE
Presidente do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais -Reitoria — Campus Pampulha
Avenida Antonio Carlos 6627-7 Andar CEP: 31270-901 - Belo Horizonte MG-Brasil
Telefone: (31) 3499-4031 — Fax: (31) 3499-4027 — Home page: www. ufmg.br/prpg/cetea



