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RESUMO 

 
Questão do Estudo: Todos os tipos de células germinativas do testículo podem ser 
identificados com precisão por técnicas de microscopia de luz e distribuídos de forma 
inequívoca em estádios do ciclo do epitélio seminífero (CES) humano? 
 
Resposta: Utilizando o método de microscopia de luz de alta resolução (MLAR), que 
permite visualizar com melhor precisão as características que definem os diferentes tipos de 
células, identificamos as células germinativas do epitélio seminífero e as agrupamos em seis 
estádios com limites bem precisos, fornecendo assim, uma fonte de referência confiável 
para a compreensão do CES humano. 
 
O que já é conhecido: A caracterização morfológica das células germinativas do homem 

havia sido feita há décadas com o uso de métodos histológicos convencionais (fixadores à 
base de formaldeído-Zenker-formol e inclusão em parafina). Esses primeiros estudos 
classificavam o CES em seis estágios. No entanto, avaliações morfofuncionais do 
parênquima testicular quase não utilizam estádios do CES devido a vários fatores, dentre 
eles, a identificação morfológica inadequada das células germinativas, que leva à dificuldade 
de determinar os limites precisos entre estes estádios e consequentemente levando à 
análise de frequência divergente entre os pesquisadores. 
 
Desenho experimental, tamanho e duração: Fragmentos testiculares de doadores adultos 
e idosos com espermatogênese normal foram selecionados levando-se em consideração os 
escores de Levin, Johnsen e Bergmann e avaliados quanto à morfologia das células 
germinativas e a distribuição e frequência das mesmas ao longo do CES humano. 
 
Participantes/material, configurações e metodologia: Fragmentos testiculares de 
pacientes com diagnóstico de agenesia bilateral congênita de ducto deferente (n=3 adultos) 
ou câncer de próstata (n=3 idosos) foram fixados em glutaraldeído e incluídos em resina 
epoxi araldite. As análises morfológicas foram realizadas tanto pela microscopia de luz 
quanto pela eletrônica de transmissão. 
 
Principais resultados: o método de MLAR permitiu a identificação morfológica precisa e 
confiável de todas as células germinativas (espermatogônias, espermatócitos e 
espermátides), principalmente devido aos aspectos da eucromatina, heterocromatina e 
nucléolo. Além disso, o desenvolvimento acrosomal das espermátides foi claramente 
definido. Com a descrição destas células, redefinimos os limites precisos de cada um dos 
seis estádios do CES do homem. 
 
Limitações, razões para precaução: Ocasionalmente, as células germinativas podem estar 
ausentes em algumas seções tubulares. Nessa situação, para classificar o estádio deve-se 
levar em consideração todas as associações das células germinativas proposta no presente 
estudo. 
 
Importantes implicações dos resultados: Nossos resultados trazem detalhes da 
composição de células germinativas de cada estádio do CES humano. Os diferentes tipos 
de espermátides que compõe as associações celulares redefiniram os dados de frequência 
relativa dos seis estádios do CES. As novas descrições pela MLAR servirão como base para 
estudos científicos sobre a espermatogênese humana, podendo ajudar a compreender 
melhor patologias testiculares e condições de infertilidade que permanecem sem solução. 
 
Palavras-chave: células germinativas, testículo, sistema acrossômico, microscopia de luz 
de alta resolução. 
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ABSTRACT  
 
Study question: Can all types of testicular germ cells be accurately identified by microscopy 
techniques and unambiguously distributed in stages of the human seminiferous epithelium 
cycle (SEC)? 
 
Summary answer: By using a high-resolution light microscopy (HRLM) method, which 
allows a better visualization of cell morphological features, we identified all testicular germ 
cells in the seminiferous epithelium and precisely grouped them into six well-delimitated SEC 
stages, thus providing a reliable reference source for staging in man. 
 
What is already known: Morphological characterization of germ cells in human has been 
done decades ago with the use of conventional histological methods (formaldehyde-based 
fixative -Zenker-formal- and paraffin embedding). These early studies proposed a 
classification of the SEC in six stages. However, the use of stages of human SEC as 
baseline for morphofunctional evaluations of testicular parenchyma has not been used 
because of the incomplete morphological identification of germ cells that lead to the 
difficulties to define the boundaries between stages and consequently divergent frequency 
data among researchers. 
 
Study design, size, duration: Testicular tissue from adult and elderly donors with normal 

spermatogenesis according to Levin’s, Johnsen’s and Bergmann’s scores were used to 
evaluate germ cell morphology and validate their distribution and frequency in stages along 
the human SEC. 
 
Participants/materials, setting, methods: Testicular tissue from patients diagnosed with 
congenital bilateral agenesis of vas deferens (n= 3 adults) or prostate cancer (n= 3 elderly) 
were fixed in gluraldehyde and embedded in araldite epoxy resin. Morphological analyses 
were performed by both light and transmission electron microscopy.  
 
Main results and the role of chance: HRLM method enabled a reliable morphological 
identification of all germ cells (spermatogonia, spermatocytes and spermatids) based on 
high-resolution aspects of euchromatin, heterochromatin and nucleolus. Moreover, 
acrosomal development of spermatids was clearly revealed. Altogether, our data redefined 
the limits of each stage leading to a more reliable determination of the SEC in man.  
 
Limitations, reasons for caution: Occasionally, germ cells can be absent in some tubular 
sections. In this situation, it has to be taken into account the germ cell association proposed 
in the present study to classify the stages.  
 
Wider implications of the findings: Our findings provide details of the germ cell 
composition of each stage of the human SEC. The different types of spermatids that make 
the composition of the cellular associations redefined the relative frequency data of the six 
SEC stages. The new descriptions by the HRLM will serve as a valuable tool for scientific 
studies on human spermatogenesis and may help to better understand testicular diseases 
and infertility conditions that remain unsolved. 
 
Key words: germ cells, testis, acrosomic system, high resolution light microscopy 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A caracterização morfológica das células germinativas e somáticas do epitélio 

seminífero e o ciclo espermatogênico têm sido avaliados através dos anos no testículo de 

muitas espécies (Clermont, 1972, Russell et al., 1990). A compreensão das características 

morfológicas destas células, organização no epitélio seminífero, proliferação e 

comprometimento das células da linhagem germinativa através da espermatogênese em 

condições normais fornece a base para estudos que envolvem a desregulação da 

homeostase testicular permitindo uma melhor interpretação de estudos histopatológicos com 

a finalidade de dar suporte a intervenções clínicas. 

Para se avaliar processos que levam a alterações morfológicas e funcionais do 

testículo é necessário compreender as características e condições normais do 

funcionamento da espermatogênese, tais como as fases que a compõem, duração de um 

ciclo espermatogênico e associações celulares que formam o ciclo do epitélio seminífero 

(CES). Uma das maiores carências de informação acerca da espermatogênese humana 

está relacionada com a insegurança na definição morfológica dos estádios do CES bem 

como a frequência relativa dos mesmos, fazendo com que existam poucos trabalhos 

científicos que utilizem esses importantes parâmetros para se avaliar processos patológicos 

testiculares. Assim, uma reavaliação morfológica mais pormenorizada faz-se necessária 

procurando compreender e distinguir de fato as diferentes etapas do CES visando 

determinar uma base sólida para estudos futuros relacionados com disfunções testiculares. 

 

1.1 A espermatogênese 

 

A espermatogênese é o processo de formação do gameta masculino que ocorre 

nos túbulos seminíferos e o bom funcionamento deste sistema garante a capacidade 

reprodutiva do indivíduo ao mesmo tempo em que garante a sobrevivência de uma 

população (Furlan, 2005). O evento corresponde à evolução temporal e sincrônica em que 

células-tronco indiferenciadas passam por processos de divisão, apoptose e diferenciação 

para se tornarem um espermatozoide (Hermo et al., 2010). Esses processos são altamente 

regulados por hormônios de centros superiores (eixo hipotálamo-hipófise-gônada) e locais 

(ação parácrina), para culminar na produção dos gametas, constituindo um evento biológico 

altamente eficiente (Kretser et al., 1998). A espermatogênese representa um importante 

processo de autorenovação, proliferação e diferenciação de células-tronco, uma vez que a 

partir das espermatogônias-tronco milhões de espermatozoides são produzidos a cada dia, 

sendo uma ótima alternativa de obtenção de células pluripotentes e consequentemente 

importante nas pesquisas relacionadas à fertilidade (Mirzapour et al., 2013; Silván et al., 
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2013). 

Todo o processo de espermatogênese, desde a diferenciação da espermatogônia-

tronco até a espermiação no lúmen, dura cerca de 40 a 60 dias na maioria dos mamíferos já 

investigados (França e Russell, 1998). Ele pode ser dividido em três fases de acordo com 

mudanças morfológicas e bioquímicas dos componentes do citoplasma e núcleo (Russell et 

al., 1990): (a) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual a espermatogônia-tronco 

através de divisões mitóticas, origina uma espermatogônia que vai manter a população de 

células-tronco e outra que vai se comprometer com a espermatogênese; (b) fase meiótica 

ou espermatocitogênica, na qual o material genético é duplicado, recombinado e segregado, 

sendo uma fase muito importante para a diversidade genética entre membros da mesma 

espécie; (c) fase espermiogênica ou de diferenciação, na qual as espermátides, que são 

células haploides, passam por modificações estruturais de núcleo e citoplasma, e 

desenvolvimento do acrossoma, importantes para preparar morfologicamente o 

espermatozoide para futura mobilidade (Figura 1). 

 

 
 

Figura 1. Células germinativas do testículo humano e a divisão das mesmas nas fases 
da espermatogênese de acordo com as modificações morfológicas e bioquímicas do 
núcleo e citoplasma. (a) fase proliferativa/espermatogonial, (b) fase 
meiótica/espermatocitogênica e (c) fase espermiogênica/diferenciação. Ad, 
espermatogônia Aescura; Ap, espermatogônia Aclara; B, espermatogônia B; R, preleptóteno; 
L, leptóteno; Z, zigóteno; P, paquíteno; II, espermatócito secundário; Sa, Sb1, Sb2, Sc, Sd1, 
Sd2, Espermátides; RB, corpo residual. Fonte: Adaptado de Heller e Clermont, 1964, 
p.548. 
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 As fases da espermatogênese encontram-se dispostas no epitélio seminífero de 

maneira que formam gerações sucessivas de células germinativas que passam por 

transformações para formar os espermatozoides. Uma secção transversal de túbulo 

seminífero possui o epitélio seminífero formado pelas três gerações de células germinativas, 

citadas anteriormente, dispostas de forma concêntrica (Figura 2): espermatogônias, 

dispostas no compartimento basal (fase proliferativa); seguida por gerações de 

espermatócitos apoiados sobre as espermatogônias (fase meiótica); e, finalmente, pelas 

espermátides no compartimento adluminal (fase espermiogênica) (Schlatt e Ehmcke, 2014). 

 

 
 
Figura 2. Disposição concêntrica das células nas três fases da 
espermatogênese em corte transversal de túbulo seminífero. Em azul a fase 
proliferativa; em verde a fase meiótica e a lilás e marrom as duas gerações de 
espermátides da fase de diferenciação. Em amarelo apenas evidenciando o 
lúmen. Fonte: Schlatt e Ehmcke, 2014, p. 08. 

 

1.2 Associações celulares típicas: divisão da espermatogênese em estádios 

 

Cada secção transversal de túbulo seminífero é composta por gerações de 

espermatogônias, de espermatócitos e de espermátides. Leblond e Clermont (1952) 

observaram que essas três gerações de células germinativas não se dispunham de maneira 

desordenada, observando que os mesmos tipos de espermátides estavam sempre 

associados aos mesmos tipos de espermatócitos e espermatogônias, formando associações 

celulares de composição fixa, ao que deram o nome de estádios. 

As associações de células germinativas típicas são classificadas por um conjunto 

de células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento e possuem características 
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morfológicas, arranjo estrutural e genético de desenvolvimento da espermatogênese. As 

células germinativas são amplamente reguladas por processos parácrinos mediados pelas 

células de Sertoli (Burgos e Fawcett, 1956; Clermont, 1972; Griswold, 1993; França et al., 

1998). O grupo de estádios que compõe a espermatogênese de uma espécie forma o CES 

(Figura 3). 

 
 

Figura 3. Desenho esquemático do ciclo do epitélio seminífero do homem 
mostrando a composição das associações celulares típicas de VI estádios. Ad, 
espermatogônia Aescura; Ap, espermatogônia Aclara; B, espermatogônia B; PL, 
preleptóteno; L, leptóteno; Z, zigóteno; P, paquíteno; II, espermatócito 
secundário; Sa, Sb1, Sb2, Sc, Sd1, Sd2, Espermátides; Rb, corpo residual Fonte: 
Adaptado de Clermont, 1966b, p. 712. 

 

 

A maioria das espécies já estudadas possui arranjo segmentar dos estádios do 

CES (Leblond e Clermont, 1952; Russell et al., 1990), isto é, apenas um estádio é 

observado em cada corte transversal de túbulo seminífero (Figura 4A). No entanto, em 

algumas espécies de primatas como o homem, o chimpanzé e o sagui, mais de um estádio 

pode ser observado em cada secção transversal de túbulo seminífero, sugerindo que os 

estádios estão distribuídos de forma não segmentar, o que pode dificultar a classificação em 

estádios (Figura 4B) (Clermont, 1963; Sharpe, 1994; Smithwick et al., 1996; Millar et al., 

2000; Leal e França, 2006). 
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Figura 4. Fotomicrografias de corte transversal de túbulo seminífero de camundongo (A) e de homem 
(B). A) Corte transversal de túbulo seminífero de camundongo com apenas um estádio do CES. B) 
Corte transversal de túbulo seminífero humano com cinco estádios do CES Fonte: acervo 
pessoal/próprio. 

 

1.3 Classificação de estádios como ferramenta na avaliação testicular 

 

O conhecimento dos estádios do CES e sua duração são importantes, pois dão 

suporte para uma avaliação precisa dos danos ao epitélio seminífero que podem levar à 

infertilidade. Para avaliar a condição do testicular, muitos métodos relacionados com o 

reconhecimento das células germinativas e cinética através do CES podem ser aplicados. O 

método de classificação mais utilizado é baseado na morfologia das espermátides (método 

do sistema acrossômico), empregando como base a morfologia do núcleo e o 

desenvolvimento do acrossoma sobre o mesmo (Russell et al., 1990; Chiarini-Garcia et al. 

2009; Souza et al., 2014). 

Enquanto em roedores a progressão dos CES pode ser avaliada através da 

distribuição espermatogonial (Huckins, 1978ab) e do desenvolvimento do acrossoma das 

espermátides através da espermiogênese (Russell et al., 1990), em humanos, estudos 

recentes faz a classificação baseado no desenvolvimento das espermátides (Muciaccia et 

al., 2013), bem como associações celulares entre espermatócitos e espermátides (Clermont, 

1963; Heller e Clermont, 1964), sendo este último o mais antigo e mais utilizado. 

Cada espécie possui uma organização característica do CES que resulta em 

diferentes números de estádios. Assim, em camundongos são observados XII estádios 

(Oakberg, 1956; Russell et al., 1990), enquanto em ratos existem XIV estádios do CES 

(Leblond e Clermont, 1952). Dentre os primatas, enquanto que nos macacos Macaca rhesus 

(Clermont e Leblond, 1959), Cercopithecus aethiops (Clermont, 1969) e Macaca arctoides 

(Clermont e Antar, 1973) foram descritos XII estádios, para o sagui (Challithrix sp) foram 

descritos IX estádios (Millar et al., 2000) e para o homem VI estádios (Clermont, 1963). 

Os estudos mais importantes envolvendo espermatogênese humana aconteceram 

na década de 60 com Clermont e colaboradores (Clermont, 1963; Heller e Clermont, 1964; 
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Clermont, 1966ab; Heller et al., 1969), que estabeleceram as primeiras descrições 

morfológicas das células germinativas no homem. Clermont (1963), utilizando material 

obtido através de biópsias de homens saudáveis ou de necropsias, caracterizou VI estádios 

do CES, sem estabelecer os detalhes da evolução do sistema acrossômico, como acontece 

com outras espécies. 

 

1.4 Dificuldades de estabelecimento de estádios do CES humano 

 

Os estádios do CES humano parecem estar arranjados aleatoriamente e sem 

padrão sequencial ao longo do túbulo seminífero (Heller e Clermont, 1964; Johnson, 1994; 

Johnson et al., 1996). Este arranjo aleatório dificulta estabelecer estádios do CES no 

homem, tendo em vista que a disposição de secções de túbulo seminífero pode gerar 

arranjos estruturais de associações celulares atípicas, ou seja, gerações de espermátides 

associadas a gerações de espermatócitos e espermatogônias diferente do padrão, 

evidenciando células que podem estar em estádio mais avançado/atrasado do ciclo (Heller e 

Clermont, 1964; Figura 5C). A falta de descrições morfológicas adequadas em adição com 

a disposição irregular das células germinativas dificulta separar nitidamente os VI estádios 

do CES humano utilizando-se apenas o método do sistema acrossômico como base de 

classificação. Apesar da descrição dos VI estádios ser utilizada como base para a maioria 

dos estudos desde os anos 60, é notória a necessidade de revisão acerca da descrição e 

distribuição das células germinativas (Amann, 2008). 

 

 
Figura 5. Desenho esquemático do arranjo aleatório dos estádios da espermatogênese 

observados em um segmento de túbulo seminífero. Túbulo seminífero do homem em 
corte transversal (A), longitudinal (B) e oblíquo(C). Os números em algarismos romanos 
(I-VI) representam os seis estádios do CES do homem. Fonte: Heller e Clermont, 1964, 
p.556. 
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A escolha entre diferentes abordagens de classificação da espermatogênese em 

estádios depende do objetivo do estudo e da metodologia aplicada tais como fixadores e 

diferentes materiais de inclusão. Os primeiros estudos desenvolvidos por Clermont (1963) e 

Heller e Clermont (1964) foram baseados em fixador Zenker-formol, incluídos em parafina e 

corados com hematoxilina e eosina. Estudo recente em testículo humano (Chiarini-Garcia et 

al., 2017) demonstrou que a MLAR preserva de forma mais adequada a citologia do epitélio 

seminífero humano, quando comparado com outros processamentos. Desta forma, o uso de 

novas metodologias pode auxiliar em interpretações morfológicas mais precisas das células 

germinativas, facilitando o processo de determinação de estádios. 

A utilização do método de fixação em glutaraldeído/ósmio, inclusão em resina e 

cortes semifinos (1 µm espessura) tornou possível a avaliação do testículo em microscopia 

de luz de alta resolução (MLAR). Este método foi utilizado para descrever precisamente o 

CES em roedores e cães (Russell et al., 1990) e permitiu a determinação testicular de 

diferentes parâmetros espermatogoniais (Russell e Clermont, 1977), ontogenia 

espermatogonial (Drumond et al., 2011), morfologia espermatogonial (Chiarini-Garcia e 

Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003) e, pela primeira vez, o nicho espermatogonial em 

mamíferos (Chiarini-Garcia et al., 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003). Métodos similares 

foram utilizados para avaliações de eficiência da espermatogênese em testículos humanos. 

Estes se baseavam em parâmetros quantitativos de espermatócitos e espermátides 

(Johnsen et al., 1992) ou na tentativa de reclassificação do CES humano extrapolando-o 

para XII estádios, como em camundongos (Muciaccia et al., 2013). 

 

1.5 Justificativa 

 

Estudos sobre distribuição de células germinativas bem como a cinética 

espermatogonial no epitélio seminífero humano têm sido desenvolvidos desde Clermont 

(1963) utilizando-se principalmente fixação em formalina ou Zenker e inclusão em parafina. 

Apesar da baixa resolução obtida pelas técnicas utilizadas, as descrições morfológicas feitas 

naquela época perduram até os dias de hoje. No entanto, com o advento e a padronização 

de métodos de estudo modernos e acurados como a MLAR (Chiarini-Garcia e Meistrich, 

2008), tornou-se possível determinar morfologicamente tipos celulares antes indistinguíveis 

nas técnicas antigas. Avaliações testiculares utilizando métodos de fixação e inclusão mais 

modernos revelaram que os resultados morfométricos e funcionais podem gerar respostas 

discrepantes (Latendresse et al., 2002; Howroyd et al., 2005; Chiarini-Garcia et al., 2017). 

Assim, a reavaliação minuciosa das composições celulares que formam os VI 

estádios do CES do homem proposto por Clermont (1963) e Heller e Clermont (1964), a 

partir de protocolos mais modernos de processamento histológico através da MLAR 
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(Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008; Chiarini-Garcia et al., 2011) e MET (Chiarini-Garcia e 

Russell, 2002), podem resultar em descrições morfológicas mais detalhadas e definitivas 

das células germinativas do homem. Desta forma, em um contexto mais amplo, as 

descrições morfológicas permitiriam ajustar os limites entre os estádios, estabelecendo um 

método confiável na determinação dos seis estádios do CES do homem e suas frequências 

relativas (%) de forma replicável. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Reavaliar o ciclo do epitélio seminífero (CES) humano, utilizando-se as 

microscopias de luz de alta resolução (MLAR) e eletrônica de transmissão (MET). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Comparar diferentes tipos de fixadores e meios de inclusão na preservação das 

células germinativas para selecionar o mais adequado para estudos sob microscopia 

de luz; 

 Descrever morfologicamente as células germinativas sob as MLAR e MET; 

 Determinar os limites precisos entre os seis estádios do CES com base na descrição 

detalhada da morfologia das células germinativas sob a MLAR; 

 Calcular a frequência (%) dos seis estádios do CES baseado na nova descrição 

morfológica através da área absoluta de túbulos seminíferos cortados em qualquer 

posição (transversal, oblíquo ou longitudinal); 

 Calcular a frequência relativa (%) dos seis estádios do CES em diferentes indivíduos 

(adultos e idosos); 

 Determinar o diâmetro nuclear das células germinativas da linhagem 

espermatogonial e espermatocitária, para dar suporte à distinção entre células 

semelhantes. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Pacientes e considerações éticas 

 

Foram utilizados neste estudo testículos de seis pacientes, três deles jovens (34 ± 2 

anos) e três idosos (77 ± 6 anos). Dos pacientes jovens, dois deles doaram biópsias 

testiculares durante procedimento de reversão de vasectomia enquanto o terceiro para 

diagnóstico da causa de azoospermia. Estes pacientes foram recrutados no Ambulatório de 

Andrologia do Serviço de Urologia do Hospital das Clínicas da UFMG, sob aprovação do 

Comitê de Ética do Hospital das Clínicas da UFMG (Parecer nº ETIC 032/04) (Anexo 1). 

Dos três pacientes idosos, foram utilizados os testículos obtidos após procedimento cirúrgico 

de orquiectomia, como conduta terapêutica para tratamento para o câncer de próstata. 

Estas coletas foram executadas no Ambulatório de Andrologia do Serviço de Urologia do 

Hospital das Clínicas da UFMG, sendo aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

UFMG (COEP) sob nº CAAE – 0117.0.203.000-07, pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e 

Extensão (DEPE) do Hospital das Clínicas da UFMG (Processo nº 079/2007) e pela 

Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Saúde e 

Ministério da Saúde, sob o protocolo CONEP nº 14.250 e parecer número 189/2008 (Anexo 

2).  

Todos os pacientes foram informados sobre os objetivos dos projetos de pesquisa e 

concordaram com a utilização dos testículos na pesquisa assinando um Termo de 

Consentimento Livre Esclarecido - TCLE (Anexo 3). 

Após a coleta das biópsias testiculares e dos testículos orquiectomizados, estes 

foram colocados em soluções fixadoras e encaminhados para o Laboratório de Biologia 

Estrutural e Reprodução da UFMG (LABER - ICB/UFMG), onde os fragmentos testiculares 

foram seccionados em fragmentos menores para posterior processamento histológico (ver 

item 3.3. Processamento das Amostras). 

 

3.2 Seleção dos Pacientes 

 

Os pacientes selecionados para este estudo foram captados de outros 

experimentos que estudaram comparativamente os efeitos de diferentes processamentos 

histológicos na interpretação de biópsias testiculares de pacientes adultos (Reis, 2012) e os 

efeitos da radioterapia e hormonioterapia na espermatogênese de pacientes idosos com 

câncer de próstata (Martello, 2013 e Vellez, 2016).  

Para participar deste estudo morfológico os indivíduos deveriam ter 

espermatogênese preservada. Os pacientes que fizeram a reversão da vasectomia estavam 
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recanalizando os ductos deferentes visando recuperar a fertilidade pela relação sexual 

natural. A causa da azoospermia no ejaculado foi considerada obstrutiva, portanto, apesar 

de azoospérmico o indivíduo tinha uma espermatogênese normal. Em relação aos pacientes 

com câncer de próstata, foram selecionados apenas aqueles que não sofreram nenhum tipo 

de tratamento prévio à orquiectomia. 

Apesar do diagnóstico destes pacientes ser de espermatogênese normal, antes de 

serem selecionados fez-se avaliação minuciosa utilizando três diferentes padrões de 

avaliação da espermatogênese baseados na anatomia patológica: 

(a) escore que descreve alterações da espermatogênese em Cinco Padrões, 

baseado em Levin (1979) e revisto por McLachlan et al. (2007); 

(b) escore de Johnsen (1970), que divide as alterações da espermatogênese em 10 

escores, separando assim os diferentes tipos de hipoespermatogênese e parada de 

maturação; 

(c) escore de Bergmann (Bergmann et al., 1994; revisão em Bergmann e Kliesch, 

2010), que avalia a espermatogênese em relação à presença de espermátides alongadas no 

parênquima testicular. 

 Os pacientes adultos selecionados apresentaram os três diferentes escores nos 

valores mais altos, demonstrando espermatogênese normal (Tabela 1 – pacientes A-C). Em 

relação aos pacientes idosos (Tabela 1 – pacientes D- F), observou-se uma pequena queda 

que indicava hipoespermatogênese, considerada normal para a idade (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Escores histopatológicos da espermatogênese humana segundo Levin (1979), Johnsen 

(1970) e Bergmann et al. (1994). 

Indivíduos* 
Escores histopatológicos da espermatogênese 

5 Padrões Johnsen Bergmann 

A 4 8,4 9,0 

B 5 9,3 10,0 

C 4 8,0 8,5 

D 5 7,5 5,8 

E 5 8,6 8,5 

F 5 8,2 7,7 
          * letras de A-C pacientes adultos e E-F pacientes idosos. 

 

3.2.1 Escore de Cinco Padrões 

 

A classificação dos cinco padrões leva em consideração todos os cortes dos 

túbulos seminíferos das biópsias para classificar o testículo baseando-se nos seguintes 

padrões (Tabela 2): 
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Tabela 2. Classificação histopatológica da espermatogênese segundo Levin (1979) 

Padrões Aspectos morfológicos da espermatogênese 

Padrão 5 

• Espermatogênese normal: quando se encontrou o epitélio germinativo 

completo em toda a área avaliada da biópsia associado ao tecido intertubular 

normal. 

Padrão 4 

• Hipoespermatogênese: quando todos os estágios da linhagem do epitélio 

germinativo foram identificados, mas, em alguns túbulos seminíferos, ele 

encontrava-se reduzido em vários graus. Esta classificação incluiu os padrões 

mistos com túbulos com padrão de parada de maturação, aplasia de células 

germinativas e fibrose testicular quando estes estavam associados a túbulos 

seminíferos com o epitélio germinativo completo.   

Padrão 3 

• Parada de maturação: este padrão descreve a parada total do epitélio 

germinativo em algum estágio particular da espermatogênese, sem a 

formação de espermátides alongadas.  

Padrão 2 

• Aplasia de células germinativas: este termo é usado exclusivamente para 

descrever o padrão de túbulos seminíferos com ausência completa de 

qualquer célula germinativa e apenas revestidos por células de Sertoli.  

Padrão 1 

• Fibrose testicular: este padrão descreve estruturas com aparência de 

túbulos seminíferos, mas que não possuem nenhuma célula em seu interior 

(epitélio germinativo ou células de Sertoli) e usualmente apresentam uma 

fibrose peritubular e o acúmulo de um depósito amorfo no seu interior 

(hialinização). 

 

 

3.2.2 Escore de Johnsen 

 

Este padrão de avaliação da espermatogênese leva em consideração o momento 

exato em que ocorreu parada de maturação das células germinativas (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

Tabela 3. Classificação histopatológica da espermatogênese humana segundo Johnsen (1970) 

Escores Aspectos morfológicos da espermatogênese 

Escore 10 
• Espermatogênese completa com muitas espermátides alongadas. Epitélio 

germinativo organizado com espessura preservada e a luz do túbulo livre. 

Escore 9 

• Muitas espermátides alongadas estão presentes, mas o epitélio germinativo 

está desorganizado com evidente descamação ou obliteração da luz do 

túbulo.   

Escore 8 
• Apenas algumas espermátides alongadas (menos de cinco) presentes no 

corte transversal do túbulo seminífero. 

Escore 7 
• Ausência de espermátides alongadas e presença de muitas espermátides 

em alongamento e arredondadas. 

Escore 6 
• Ausência de espermátides alongadas e presença de poucas espermátides 

em alongamento e arredondadas (menos de cinco). 

Escore 5 • Ausência de espermátides e presença de muitos espermatócitos. 

Escore 4 
• Presença de poucos espermatócitos (menos de cinco) e ausência de 

espermátides. 

Escore 3 • Espermatogônias são as únicas células germinativas presentes. 

Escore 2 • Ausência de células germinativas e presença de apenas células de Sertoli. 

Escore 1 • Ausência de células no corte transversal do túbulo seminífero. 

 

3.2.3 Escore de Bergmann 

 

Os critérios de Bergmann levam em conta a porcentagem de túbulos seminíferos 

que contém espermátides alongadas segundo a fórmula: 

10x
NT

NE
Escore   

  Onde:   NE – nº total de túbulos seminíferos com espermátides alongadas 
NT – nº total de túbulos seminíferos contados 

 

Desta forma, a obtenção do escore é baseada na porcentagem de túbulos com 

espermátides alongadas, onde o escore 10 significa 100% de túbulos contendo 

espermátides alongadas e o escore 1 significa 10% de túbulos contendo espermátides 

alongadas. Quando o score obtido foi menor do que 10% (9% a 1%) utilizou-se 

subclassificação com escore de 0,9 a 0,1 (Tabela 4). 
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Tabela 4. Classificação histopatológica da espermatogênese segundo Bergmann e Kliesch (2010). 

 
%* 

 
Escore 

Aspectos morfológicos da espermatogênese  

100 – 95 
94 – 85 
84 – 75 

10 
9 
8 

 
Espermatogênese normal 

 
74 – 65 
64 – 55 
54 – 45 
44 – 35 
34 – 25 
24 – 15 
14 – 10 

 
7 
6 
5 
4 
3 
2 
1 

 
 
 
Túbulos seminíferos com espermatogênese e áreas de atrofia 

 
 

9 – 1 

 
 

0,9 - 0,1 

 
 
Raros túbulos com espermátides alongadas, 
Com predomínio de atrofia do epitélio seminífero. 

 
0 

 
0 

 
Aplasia de células germinativas, parada de maturação, atrofia 
testicular, túbulos hialinizados. 

* Porcentagem de túbulos seminíferos com espermátides alongadas. 

 

3.3 Processamentos das amostras 

 

3.3.1 Fixação em glutaraldeído ou Karnovsky e inclusão em resina araldite 

 

Dois fragmentos testiculares foram fixados por imersão, um em glutaraldeído (EMS, 

grau biológico) a 5% em tampão fosfato 0,05M pH 7,3, e outro em Karnovsky modificado 

(paraformaldeído a 2% e glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato 0,05M pH 7,3) (Karnovsky, 

1965), por 1 hora. Estes fragmentos foram então recortados em fragmentos menores e 

adicionalmente fixados por mais 12-24 horas a 4ºC, com as respectivas soluções renovadas. 

Em seguida, da superfície destes fragmentos foram recortadas finas fatias, de 

aproximadamente 1 mm de espessura, que foram pós-fixados em ósmio reduzido (tetróxido 

de ósmio a 1%, ferrocianeto de potássio a 1,5% em água destilada) à temperatura ambiente 

por 90 min. Após desidratação em série etanólica crescente e banhos de acetona, estes 

fragmentos foram submetidos a séries de inclusão crescente de acetona:araldite até a 

inclusão em resina araldite pura (EMS). Dos blocos de araldite foram obtidos cortes 

semifinos de 1µm de espessura, corados com azul de toluidina/borato de sódio e que foram 

utilizados para os estudos sob a MLAR (Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008). Deste material 

ainda foram selecionadas áreas e delas obtidos cortes ultrafinos de 70-80 nm de espessura, 

que foram utilizados para os estudos sob MET. Os cortes ultrafinos e a aquisição de 

micrografias em MET foram realizados no Centro de Aquisição e Processamento de 

Imagens (CAPI) do ICB e no Centro de Microscopia da UFMG. 
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3.3.2 Fixação em glutaraldeído ou Karnovsky e inclusão em resina glicol metacrilato 

 

Dois fragmentos testiculares foram pré-fixados por imersão, um em glutaraldeído a 

5% em tampão fosfato 0,05M pH 7,3, e outro em solução de Karnovsky. Estes fragmentos 

foram recortados em pedaços menores e adicionalmente fixados por mais um intervalo de 

12 a 24 horas a 4ºC, com as respectivas soluções renovadas. Após este período, da 

superfície destes fragmentos foram recortadas finas fatias, entre aproximadamente 2 a 3 

mm de espessura, que foram desidratadas em série etanólica crescente e incluídos em 

resina plástica à base de glicol metacrilato (Historesina, Leica). Dos blocos de glicol 

metacrilato foram obtidos cortes semifinos de 3 µm de espessura, que foram corados com 

azul de toluidina com borato de sódio 1% (Chiarini-Garcia et al., 2011). 

 

3.3.3 Fixação em Bouin ou paraformaldeído e inclusão em Paraplast 

 

Outro fragmento testicular foi subdivido em duas partes, sendo fixados durante 12 a 

24 horas um em solução de Bouin e outro em paraformaldeído a 4% em tampão fosfato 

0,05M pH 7,3, sendo, a seguir, armazenados em etanol a 70% e tampão fosfato 0,05M pH 

7,3, à 4oC, respectivamente, até o momento da inclusão. Estes fragmentos foram 

desidratados em concentrações crescentes de etanol, diafanizados em xilol e, em seguida, 

incluídos em Paraplast. Destes blocos foram obtidos cortes histológicos de 5 µm de 

espessura que foram corados com hematoxilina e eosina. 

 

3.4 Análises morfológicas 

 

Inicialmente, as células germinativas foram avaliadas sob a microscopia de luz, 

comparando a morfologia das mesmas após os três processamentos histológicos. Levou-se 

em consideração principalmente as características nucleares tais como forma, tamanho e 

aspectos da cromatina e do nucléolo.  

 

3.5 Captura das imagens e classificação das células germinativas sob MLAR 

 

Imagens sob MLAR de todas as células germinativas foram capturadas com 

câmera digital Q-Color 3 acoplada ao microscópio Olympus BX-51, utilizando o programa 

Image-Pro Express (Media Cybernetics), ajustado para preto e branco e  associado a um 

filtro verde (550 nm) para melhorar detalhes citológicos. Pelo menos 300 imagens digitais 

foram tiradas de todas as células germinativas ao longo dos seis estádios do CES, com 
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base nas descrições de Heller e Clermont (1964). As células germinativas foram agrupadas 

em três fases distintas com base em suas características citológicas sob a MLAR, a saber: 

(a) Fase proliferativa ou espermatogonial - composta pelas espermatogônias tipo 

Aescuras (Ae), Aclaras (Aclaras) e B; 

(b) Fase meiótica ou espermatocitogênica – constituídas pelos espermatócitos 

primários em preleptóteno, leptóteno, zigóteno, paquíteno e diplóteno e pelos 

espermatócitos secundários) e; 

(c) Fase de diferenciação ou espermiogênica – formada pelas espermátides Sa1, 

Sa2, Sb1, Sb2, Sc1, Sc2, Sd1, e Sd2. 

Dos blocos de araldite foram selecionados túbulos seminíferos com os estádios 

desejados, que foram previamente selecionados em MLAR e aparados para obtenção de 

cortes ultrafinos para avaliações ultra-estruturais. 

As imagens em MLAR foram ajustadas para resolução (600 dpi), nitidez (montante 

de 140%; raio fixado em 7 pixels e limiar definido em 0,0) e contraste/níveis de cinza (curva 

sigmóide - entrada 150 e a saída 180). Para MET, as imagens foram ajustadas para 

resolução (600 dpi), nitidez (quantidade de 60%; raio fixado em 3 pixels e limiar de 0,0) e 

contraste/escala de cinza (curva sigmóide). Todas as imagens, ajustes e configurações de 

montagem de figuras foram realizados utilizando o Adobe Photoshop e Adobe Illustrator 

softwares (Adobe System, Inc., Mountain View, CA), respectivamente. 

 

3.6 Estudo ultra-estrutural das células germinativas 

 

Imagens em MET foram obtidas em Tecnai G2-12 - Espírito Biotwin FEI 

microscópio eletrônico usando a Análise de software Tecnai Imagem, no Centro de 

Microscopia da UFMG. As áreas dos estádios haviam sido previamente selecionadas de 

cortes semifinos. Foram capturadas mais de 50 imagens de todas as células germinativas 

dos VI estádios do CES e a classificação das células foi caracterizada pela morfologia do 

núcleo, características de distribuição da cromatina e posicionamento dessas células no 

epitélio seminífero. Devido o acrossoma das espermátides ser de fácil identificação na MET, 

estas células foram utilizadas para direcionar a localização e determinação do estádio em 

questão o qual as outras células germinativas faziam parte. 

As características morfológicas das células germinativas foram avaliadas de forma 

comparativa em nível ultra-estrutural utilizando-se MET, bem como os diferentes tipos 

espermatogoniais, baseando-se em descrições prévias feitas por Chiarini-Garcia e Russell 

(2002) para camundongo e Holstein e Roosen-Runge (1981), Paniagua et al. (1986) e Nistal 

et al. (1987) para homens. 
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3.7 Determinação dos estádios do CES 

 

Os critérios utilizados para definição dos estádios foram baseados naqueles 

descritos por Clermont (1963) e Heller e Clermont (1964), que dividem o CES humano em 

seis estádios. O presente estudo de reavaliação do CES procurou definir com exatidão os 

limites entre estes estádios levando em consideração as variações morfológicas das células 

germinativas (determinadas anteriormente de forma precisa). Os detalhes que definem o 

final de um estádio e o início do estádio subsequente são descritos nas figuras 8-13 no 

canto superior direito. Esses detalhes foram imprescindíveis para se determinar os limites 

precisos de cada um dos seis estádios do CES. 

 

3.8 Frequência relativa (%) de cada estádio do CES 

  

A frequência dos estádios do CES foi determinada em um total de 228 secções de 

túbulos seminíferos, escolhidas aleatoriamente, a partir de imagens capturadas com o 

programa Image-Pro Express (Media Cybernetics). Faz-se relevante enfatizar que como os 

estádios no homem estão distribuídos de forma aleatória nos túbulos seminíferos (multi-

estádios), não foram selecionados somente secções transversais de túbulos seminíferos. 

Assim, todos os túbulos do corte histológico de cada lâmina foram mensurados, 

independente da posição de corte. Utilizando o programa Image J Launcher software 

(Broken symmetry software version 1.4.3.67), mediu-se a área dos estádios presentes em 

toda extensão dos túbulos seminíferos. No final, para cada indivíduo, determinou-se a 

frequência relativa de cada estádio (%) através da área total de epitélio seminífero 

(somatório das frequências dos seis estádios) de acordo com a seguinte fórmula:  

 

Frequência do estádio (%) = Ʃ área total do estádio x 100 

     Ʃ Área total 

 

Onde: Ʃ da área total do estádio = somatório da área do estádio a ser determinado; 

Ʃ Área total = somatório da área total de todos os estádios. 

 

As medidas feitas no programa de computador foram acompanhadas 

simultaneamente com a utilização do microscópio, no mesmo campo, para o diagnóstico 

preciso das células germinativas e dos limites precisos entre os estádios, evitando erros de 

classificação. O uso do microscópio foi importante uma vez que os detalhes citológicos da 

cromatina e nucléolo, determinantes para classificação celular, são observados com mais 

precisão apenas empregando movimentos constantes do foco no micrométrico. O 
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percentual de cada estádio do CES permitiu determinar a frequência relativa (%) de cada 

estádio por indivíduo. 

No homem, a classificação dos estádios é dificultada por vários motivos. A 

presença de mais de um estádio por secção de túbulo seminífero, ausência ou pequeno 

número de um tipo de célula germinativa que deveria estar presente em um estádio 

conhecido e não está, ou um determinado estádio pode conter tipos celulares que não 

deveriam estar naquele lugar. No caso das associações celulares atípicas, os estádios 

foram classificados levando em consideração os tipos celulares germinativos 

predominantes. 

 

3.9 Diâmetro nuclear 

 

Os diâmetros nucleares médios (média dos dois eixos perpendiculares) de pelo 

menos 20 células de cada tipo celular por paciente foram medidos desde as 

espermatogônias Ae até as espermátides arredondadas Sa1. Foram selecionados somente 

células com núcleos grandes, para priorizar os cortes que seccionasse a parte central das 

células (maior diâmetro). As células germinativas foram mensuradas utilizando o software 

Image J, após a aferição do sistema com uma régua micrométrica.  

 

3.10 Análise estatística 

 

Dados de frequência relativa de estádios e diâmetro nuclear médio foram 

submetidos a testes estatísticos utilizando-se o programa Graphpad Prism versão 5.0 e 

Statistical Analysis System (SAS Institute, Cary; NC, USA SAS). Foram utilizados teste de 

normalidade antes da escolha dos testes estatísticos. Os dados de frequência foram 

analisados como um delineamento experimental inteiramente casualizado e o modelo 

estatístico incluiu o homem como fator fixo e frequência como fator aleatório. Os efeitos da 

idade sobre a frequência foram analisados pelo procedimento do modelo linear geral (GLM) 

do programa SAS. As médias de mínimos quadrados foram comparadas utilizando o teste t 

de Student com valor de significância de 5 % (P <0,05). Nas tabelas e nos gráficos, os 

dados relacionam média ± erro padrão da média (EPM). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Efeitos do processamento histológico 

 

Análise comparativa de diferentes fixadores e métodos de inclusão revelou que o 

processamento histológico pode gerar descrições morfológicas distintas. A Tabela 5 mostra 

uma análise qualitativa e comparativa dos diferentes fixadores e métodos de inclusão 

avaliados neste estudo. Embora a inclusão com glicol metacrilato tenha melhorado 

expressivamente os detalhes citológicos em comparação com outras técnicas de inclusão 

como a parafina, este método não obteve resultados tão favoráveis na determinação 

morfológica de células germinativas e estádios do CES quanto a resina araldite 

independente do fixador utilizado. Porém, análise comparativa dos materiais incluídos em 

araldite utilizando esses dois melhores fixadores (Karnovsky e glutaraldeído) revelou que a 

cromatina das células germinativas se apresenta de maneira muito distinta, evidenciando 

que a simples troca do fixador ou do método de inclusão já interfere no método ideal para a 

MLAR. Como esses resultados comparativos demonstram que o melhor método de estudo é 

aquele que emprega o glutaraldeído como fixador e a araldite como meio de inclusão, a 

sequência do presente estudo descreve as análises feitas utilizando apenas testículos que 

foram fixados e incluídos com este tipo de processamento. 

Fragmentos testiculares fixados em glutaraldeído e incluídos com araldite 

permitiram a visualização de detalhes citológicos à microscopia de luz, principalmente 

aqueles relacionados às características do núcleo, como detalhes de compactação dos 

nucléolos, cromatina condensada e aspecto granular da cromatina descondensada, fazendo 

com que todos os tipos de células germinativas fossem facilmente distinguíveis. Por outro 

lado, os fragmentos testiculares fixados em Karnovsky e incluídos em araldite, não 

obtiveram as mesmas definições dos detalhes citológicos como aspectos de granulosidade 

de cromatina descondensada e compactação da cromatina condensada, que se 

apresentaram muito claros, tornando difícil distinguir células germinativas semelhantes 

(Figura 6). Portanto, as descrições citológicas que permitiram determinar e distinguir as 

células germinativas e a separação nítida dos estádios do CES no homem foi ideal quando 

utilizado o glutaraldeído como fixador e resina araldite como método de inclusão. Os efeitos 

do processamento histológico foram semelhantes entre os pacientes adultos e idosos. 
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Figura 6. Fotomicrografia do estádio IV do CES do homem mostrando os detalhes de cromatina das 
células germinativas em dois fixadores diferentes. Processamento de Karnovsky/araldite (A) e 
glutaraldeído/araldite (B). P, paquíteno; L, leptóteno; Sb2, espermátide em alongamento tipo 2. 
 

 

4.2 Morfologia das células germinativas em MLAR 

 

As principais características morfológicas típicas de cada célula germinativa, desde 

as células-tronco (Ae) até a espermátide alongada mais madura (Sd2), são mostradas nas 

Figuras 7 a 13. Abaixo, a descrição citológica de cada célula germinativa, separadas de 

acordo com as três fases da espermatogênese: (1) proliferativa ou espermatogonial 

(espermatogônia Ae, Ac e B), (2) meiótica ou espermatocitogênica (espermatócitos primários 

em preleptóteno, leptóteno, zigóteno, paquíteno, diplóteno, espermatócitos secundários e 

figuras de divisão meiótica) e (3) de diferenciação ou espermiogênese (espermátides Sa1, 

Sa2, Sb1, Sb2, Sc1, Sc2, Sd1 e Sd2). Não foram observadas diferenças morfológicas entre as 

células germinativas dos indivíduos adultos e dos idosos. 

 

Tabela 5. Avaliação morfológica comparativa das células germinativas testiculares de acordo com as 
diferentes combinações de métodos de fixação e inclusão obtidas no presente estudo e também 
comparando com os processamentos, conforme estudo desenvolvido por Chiarini-Garcia et al. 
(2017). 

 
            

 
B/P PF/P K/GMA G/GMA K/A G/A 

Cromatina das espermatogônias + + ++ ++ +++ ++++ 

Cromatina dos espermatócitos + + ++ ++ ++ ++++ 

Acrossoma das espermátides + + ++ ++ +++ ++++ 
Nota: B, Bouin; P, Paraplast; PF, paraformaldeído; K, Karnovsky; GMA, glicol metacrilato; A, araldite; G, glutaraldeído; +, 
qualidade mediana; ++, boa qualidade; +++, ótima qualidade; ++++, excelente qualidade. 
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4.2.1 Fase proliferativa ou espermatogonial 

 

Espermatogônias Ae tem um núcleo arredondado e cromatina escura. A região da 

periferia nuclear é ligeiramente mais escura, enquanto o envoltório nuclear é evidentemente 

mais escuro (Figuras 8-13). Vacúolos nucleares estão presentes na maioria das Ae e são 

exclusividade destas células. A granulosidade da cromatina descondensada é mínima ou 

quase nula, devido à quase completa ausência de manchas que contribui para a aparência 

homogênea do núcleo, enquanto a cromatina condensada, raramente observada, é 

finamente granulada e encontrada próxima ao envoltório nuclear. Geralmente um ou dois 

nucléolos arredondados, muito compactos e densamente corados são vistos normalmente 

associados ao envoltório nuclear (Figuras 8-13). 

Os núcleos das espermatogônias Ac são geralmente maiores do que os das 

espermatogônias Ae (9,28 ± 0,13 vs 8,58 ± 0,21 µm de diâmetro, respectivamente) e 

mostram um aspecto bem claro de nucleoplasma (Figuras 8-13). O núcleo é ligeiramente 

oval e sob MLAR a eucromatina é homogeneamente granular e não é possível visualizar 

heterocromatina. Um número menor de nucléolos é visto em Ac, geralmente apenas um por 

secção nuclear, em geral maiores, compactos e encontrados próximos ao envoltório nuclear. 

A diferença mais evidente entre os dois tipos de espermatogônias do tipo A é o aspecto 

pálido e granulado de coloração nuclear e a ausência de vacúolos nucleares nas 

espermatogônias do tipo Ac (Figuras 8-13). 

Espermatogônias do tipo B apresentam núcleo arredondado, medindo 9,02 ± 0,28 

µm de diâmetro e, ao contrário das espermatogônias do tipo A, apresentam o nucleoplasma 

flocular. A cromatina descondensada contribui para o aspecto granulado do núcleo, 

enquanto que aglomerados de cromatina condensada podem ser vistos próximos do 

envoltório nuclear. Os nucléolos, não compactos, se localizam ligeiramente deslocados do 

envoltório nuclear. Espermatogônias tipo B são vistas apenas no estágio I (Figura 8) e II 

(Figura 9) do CES, apresentando morfologia semelhante em ambos os estágios. 

 

4.2.2 Fase meiótica ou espermatocitária 

  

Preleptóteno é a primeira geração de espermatócito primário (Figura 10). Seu 

núcleo é redondo e menor (8,18 ± 0,40 µm) do que os das espermatogônias. A cromatina 

descondensada é granular e flocular como as espermatogônias tipo B, entretanto a 

cromatina condensada se torna mais proeminente e extremamente estriada em comparação 

com as espermatogônias. Os nucléolos possuem aspecto não compacto e difuso, ocupando 

grande extensão sobre o núcleo e, em geral, são evidenciados longe do envoltório nuclear. 
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A disposição em finos fios de cromatina é a principal característica nuclear dos 

espermatócitos primários em leptóteno (Figura 11). O núcleo arredondado mede 10,05 ± 

0,03 µm. Zigótenos em estágio inicial se parecem muito com leptótenos, sendo difícil 

diferenciá-los (Figura 12). No entanto, os zigótenos tardios (Figura 13) possuem cromatina 

com aspecto de cordões, sendo mais volumosa e espessa em comparação com a cromatina 

dos leptótenos. O núcleo dos zigótenos possui diâmetro médio de 10,26 ± 0,31 µm. 

Espermatócitos em fase de paquíteno tornam-se progressivamente maiores ao 

longo dos estádios do CES (desde 10,60 ± 0,15 até 11,37 ± 0,14 µm). A cromatina 

inicialmente pouco volumosa e levemente clara preenche toda a área do núcleo. Conforme 

as células caminham para estádios mais avançados, a cromatina torna-se mais volumosa e 

enovelada, centralmente localizada, tornando espaços claros mais evidentes nos paquítenos 

mais tardios (Figuras 8-12). 

O diplóteno tem sua incidência muito baixa durante a fase meiótica (Figura 13). O 

núcleo do diplóteno é geralmente oval e seu diâmetro médio está em torno de 11,35 ± 0,55 

µm. A cromatina dos diplótenos é bem característica, com aspecto difuso e turvo, 

deslocando-se em direção ao contorno nuclear, fazendo com que os espaços na área 

central do núcleo fiquem bem evidentes. Os espermatócitos secundários poderiam ser 

morfologicamente confundidos com espermátides Sa1, mas eles são ~25% maiores (9,55 ± 

0,43 vs 7,11 ± 0,06 µm, respectivamente). As figuras de divisão meiótica são facilmente 

reconhecidas por serem grandes e caracterizadas pelo desaparecimento do envoltório 

nuclear. Os cromossomos estão em fase de condensação máxima, sendo facilmente 

visualizados. As figuras de divisão podem ser observadas em uma das fases da divisão 

meiótica, como metáfase, anáfase ou telófase (Figura 13). 

 

4.2.3 Fase de diferenciação ou espermiogênica 

 

As notáveis mudanças morfológicas que ocorrem ao longo da maturação das 

espermátides, desde as arredondadas iniciais (Sa1) até as alongadas maduras (Sd2) 

envolvem alterações nucleares e citoplasmáticas estruturais progressivas que tornam 

possível distinguir os diferentes tipos de espermátides do CES no homem. Fases iniciais de 

espermátides são facilmente distinguíveis, pois enquanto não há a 

condensação/compactação do núcleo, o acrossoma é facilmente identificado, permitindo 

determinar os primeiros quatro estádios (estádio I a IV) do CES no homem. A descrição 

detalhada em MLAR sobre este evento é mostrada nas Figuras 8 a 11. No entanto, logo 

que a condensação do núcleo ocorre na Sc1 (estádio V) em diante (Sc2-VI; Sd1-I e Sd2-II), a 

coloração do acrossoma torna-se indistinguível do resto do núcleo em MLAR, dificultando a 

distinção das espermátides alongadas (Figuras 12-13 e 8-9, respectivamente). 
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A primeira classe de espermátides são as espermátides do tipo Sa, cujo formato do 

núcleo é arredondado. Inicialmente, as Sa1 são espermátides arredondadas que não 

possuem vesícula acrossômica evidente e progressivamente esta vesícula aumenta de 

tamanho. São consideradas Sa1 tardias as espermátides com vesículas grandes, porém com 

o acrossoma em formato côncavo em relação ao núcleo (Figura 8). Enquanto as Sa2 são 

espermátides arredondadas que possuem vesícula acrossômica sempre evidente, mas com 

o acrossoma com formato achatado em relação ao núcleo (Figura 9). Desta forma, a 

distinção entre Sa1 e Sa2 é baseada na morfologia do acrossoma em relação ao núcleo. 

A segunda classe de espermátides são as do tipo Sb, cujo formato do núcleo é 

suavemente alongado. São consideradas células em alongamento e a vesícula acrossômica 

nestas células já desapareceu, dando início à fase de formação do capuz acrossômico. A 

Sb1 são espermátides que podem ser encontradas tanto na forma arredondadas quanto 

suavemente alongadas. O acrossoma destas células tem forma convexa em relação ao 

núcleo e progressivamente se espalha ao redor da superfície apical do núcleo (Figura 10). 

A região do acrossoma destas células começa a se posicionar de forma a fazer face com a 

lâmina basal do túbulo seminífero. As Sb2 são espermátides em alongamento e com o 

acrossoma bem espalhado sobre o núcleo. A característica que diferencia as Sb2 das Sb1 é o 

contato que o núcleo faz na região do acrossoma com a membrana plasmática (Figura 11). 

A região do acrossoma destas células já está totalmente voltada para a lâmina basal do 

túbulo seminífero, enquanto que na região caudal do núcleo a formação do flagelo começa a 

se destacar. 

A terceira classe de espermátides são as do tipo alongadas e são compostas pelos 

morfótipos Sc1, Sc2, Sd1 e Sd2. As espermátides do tipo Sc ainda são passíveis de serem 

diferenciadas pela compactação do núcleo. As Sc1 possuem o núcleo mais claro e 

acrossoma ainda evidente (Figura 12) enquanto as Sc2 possuem o núcleo densamente 

corado, resultado da condensação da cromatina, o que torna o acrossoma não mais 

evidente (Figura 13). Essas células nem sempre podem ser diferenciadas, sendo 

necessário recorrer às células germinativas associadas à elas para classificá-las entre Sc1 e 

Sc2. A região caudal das espermátides Sc ainda possuem grande parte do corpo 

citoplasmático em comparação com as espermátides Sd. Enquanto isso, as Sd1 (Figura 8) e 

Sd2 (Figura 9) são espermátides que tem alta compactação da cromatina, tornando difícil a 

classificação das mesmas. Nessas últimas, ocorre reabsorção do corpo citoplasmático pelas 

células de Sertoli, dando destaque para o flagelo de formato característico. 

 

 

 

 



35 
 

4.3 Morfologia das células germinativas em MET 

 

 A avaliação ultra-estrutural foi utilizada de forma pontual ao longo deste estudo 

procurando auxiliar na caracterização de detalhes das células germinativas que não 

estavam plenamente claros ou de forma complementar e confirmatória em relação à 

avaliação sob a MLAR, como pode ser observado ao longo das figuras dos estádios 

(Figuras 8-13). Também ao nível ultra-estrutural a morfologia das células germinativas dos 

adultos e idosos foi semelhante. Os blocos de araldite de estádios-específicos foram 

separados previamente através da análise de cortes semifinos sob MLAR e as células 

específicas de cada estádio então eram caracterizadas. Uma das avaliações importantes da 

MET foi em relação à morfologia nucleolar, permitindo distinguir melhor a forma de 

condensação dos nucléolos entre as espermatogônias e o preleptóteno (Figuras 8 a 10). As 

espermatogônias do tipo A possuem nucléolos mais compactos e localizados muito 

próximos à periferia nuclear, enquanto que as espermatogônias do tipo B possuem nucléolo 

mais disperso/reticulado e ligeiramente deslocado do envoltório nuclear (Figura 8-9). As 

células de preleptóteno possuem nucléolos maiores, bem dispersos e completamente 

afastados do envoltório nuclear (Figura 10). 

 Os espermatócitos em estágio de leptóteno, zigóteno e paquíteno possuem 

morfologia semelhante na microscopia eletrônica de transmissão, sendo mais facilmente 

diferenciados sob MLAR. Os espermatócitos secundários foram facilmente identificados na 

MET pela grande quantidade de retículo endoplasmático ao redor do núcleo (Figura 13). As 

espermátides mais avançadas (Sc e Sd) foram mais facilmente identificadas na microscopia 

eletrônica e, de forma comparativa, ajudaram a estabelecer as seis associações celulares 

sob a MLAR. 

 

4.4 Estádios do CES no homem sob MLAR 

 

Após a descrição morfológica de todas as células germinativas, pode-se observar 

que as associações celulares típicas se repetem no epitélio seminífero, podendo separar o 

CES em estádios de acordo com a morfologia e as gerações de células germinativas, de 

forma semelhante em adultos e idosos. Foi observado um padrão de cinética de 

espermátides, através do tamanho da vesícula acrossômica e desenvolvimento e angulação 

do acrossoma (ver item 4.2.3). Estas características, em conjunto com as gerações de 

células germinativas da fase proliferativa e meiótica, permitiram estabelecer seis estádios do 

CES no homem com coerência e facilidade. Desta forma, propomos seis 

estádios/associações de células germinativas bem definidas e de composição fixa que além 

de reafirmar a divisão em seis estádios do CES do homem proposto por Clermont (1963) e 
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Heller e Clermont (1964), também faz uma proposta de reclassificação da composição de 

células que fazem parte de cada estádio do CES, com ênfase no sistema acrossômico. Os 

detalhes destas associações estão apresentados de forma detalhada nas figuras 7 (Mapa 

da CES), 8 a 13 (descrição detalhada de cada um dos estádios) e 14 (chave de decisão 

binária). 

Apesar da descrição celular detalhada sob MLAR, a definição de estádios baseados 

apenas na geração de espermátides da espermatogênese, apesar de possível, não é 

recomendada, pois as modificações de compactação e morfologia do núcleo de 

espermátides alongadas são ínfimas quando comparadas às células de estádios vizinhos 

como, por exemplo, o estádio V (Sc1) e VI (Sc2). A transição entre estas espermátides não 

ocorre de maneira abrupta (Figura 12). Adicionalmente, as secções de túbulo seminífero em 

humanos são multi-estádios, desta forma, estádios sequenciais do CES podem estar lado a 

lado na secção de túbulo seminífero, dificultando a separação entre estádios baseada 

somente pelo método do sistema acrossômico, necessitando, assim, de gerações de células 

mais iniciais da espermatogênese como as espermatogônias e os espermatócitos para 

auxiliar na determinação dos estádios. 

Espermatogônias do tipo A (Ae e Ac) não foram úteis para determinação dos 

estádios, uma vez que foram observadas ao longo de todos os seis estádios do CES 

(Figuras 8-13). Por outro lado, espermatogônias do tipo B podem auxiliar a determinar 

estádios, uma vez que estas células são observadas apenas nos estádios I e II (Figuras 8-

9). As células germinativas em fase meiótica, de preleptóteno até diplóteno, foram 

observadas em um ou mais estádios do CES, sendo fundamentais na determinação de 

estádios. Os primeiros espermatócitos primários foram vistos em estádios específicos como 

preleptótenos em estádio III (Figura 10), leptótenos no estádio IV (Figura 11) e zigótenos 

em estádios V e VI (Figuras 12-13). Os espermatócitos em paquíteno, por se apresentarem 

em quase todos os estádios, auxiliaram apenas em direcionar se a área do epitélio pertencia 

a estádios iniciais ou finais do CES (Figuras 8-12), enquanto que espermatócitos em 

diplóteno, divisões de meiose e espermatócitos secundários foram exclusivamente 

observados no estádio VI (Figura 13). 

Com a finalidade facilitar o estudo de determinação dos estádios do CES humano, 

construímos uma chave de decisão binária. Enquanto os estádios iniciais (I a IV) podem ser 

bem definidos pelo formato do núcleo e pelo desenvolvimento do acrossoma, a classificação 

dos estádios finais (V e VI) deve ser definida com o auxílio dos tipos de espermatócitos 

(Figura 14). Na chave de decisão binária, a presença de duas gerações de espermátides 

leva ao primeiro grupo onde estão os estádios I e II. Ambos os estádios são formados por 

espermatogônias do tipo B. Portanto, a decisão entre estádio I ou II está na forma côncava 

(estádio I) ou achatada (estádio II) do acrossoma das espermátides arredondadas. Se 
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somente espermátides em alongamento estão presentes, a chave binária leva ao segundo 

grupo em que estão os estádios III e IV. O estádio III é classificado pela presença de 

espermatócitos em preleptótenos, que são específicos deste estádio, e pelas espermátides 

Sb1, que possui a região do acrossoma sem qualquer contato com a membrana 

citoplasmática. O estádio IV possui espermatócitos em leptótenos e Sb2, cuja região do 

acrossoma entra em contato com a membrana citoplasmática. O último grupo da chave de 

decisão é composto somente por espermátides alongadas e a diferença entre os estádios V 

e VI é determinado pelas gerações de espermatócitos. O estádio V possui paquítenos, 

enquanto que o estádio VI possui diplótenos, espermatócitos secundários e figuras de 

divisão. A chave de decisão binária por si só ajuda a classificar estádios, porém 

compreender as diferentes células germinativas que compõem cada estádio é fundamental 

para determinar os limites precisos na análise de frequência (Figuras 8-13). 
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Figura 8. Estádio I do CES baseado nas características morfológicas das células germinativas do testículo, 
desde espermatogônias até espermátides sob MLAR. Os limites entre os estádios I e II estão indicados. Alguns 
aspectos ultra-estruturais também são mostrados na MET. 
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Figura 9. Estádio II do CES baseado nas características morfológicas das células germinativas do testículo, 
desde espermatogônias até espermátides sob MLAR. Os limites entre os estádios II e III estão indicados. Alguns 
aspectos ultra-estruturais também são mostrados na MET. 

 



41 

 

 

 

 

Figura 10. Estádio III do CES baseado nas características morfológicas das células germinativas do testículo, 
desde espermatogônias até espermátides sob MLAR. Os limites entre os estádios III e IV estão indicados. 
Alguns aspectos ultra-estruturais também são mostrados na MET. 
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Figura 11. Estádio IV do CES baseado nas características morfológicas das células germinativas do testículo, 
desde espermatogônias até espermátides sob MLAR. Os limites entre os estádios IV e V estão indicados. Alguns 
aspectos ultra-estruturais também são mostrados na MET. 
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Figura 12. Estádio V do CES baseado nas características morfológicas das células germinativas do testículo, 

desde espermatogônias até espermátides sob MLAR. Os limites entre os estádios V e VI estão indicados. Alguns 
aspectos ultra-estruturais também são mostrados na MET. 
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Figura 13. Estádio VI do CES baseado nas características morfológicas das células germinativas do testículo, 

desde espermatogônias até espermátides sob MLAR. Os limites entre os estádios VI e I estão indicados. Alguns 
aspectos ultra-estruturais também são mostrados na MET. 
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4.5 Frequência relativa (%) dos estádios do CES 

 

A frequência relativa (%) dos estádios do CES do homem de acordo com as 

redefinições dos limites entre estádios vizinhos (Figura 15 e Tabela 6). Os seis pontos de 

cada estádio do CES do gráfico representam a frequência de cada um dos seis indivíduos 

utilizados na pesquisa. 

 
 

 
Figura 15. Frequência relativa (%) dos estádios do CES do homem de acordo com os novos limites 

definidos pelas descrições morfológicas sob a MLAR. As letras de A a F representam os seis 
indivíduos utilizados na pesquisa. 

 

A frequência relativa (%) dos estádios teve uma dispersão muito pequena entre os 

indivíduos. Alguns pontos de dispersão podem ser observados nos estádios I e II. Apesar 

dessas pequenas dispersões, não houve diferença estatística quando as frequências de 

cada estádio foram comparadas entre os diferentes indivíduos, mostrando que o método de 

separação dos estádios conseguiu delimitar os seis estádios do CES com confiabilidade, 

mostrando que os dados de frequência relativa (%) são robustos. 

Na Tabela 6, os valores das frequências dos três primeiros indivíduos (A-C) 

representam os indivíduos adultos, enquanto os três últimos (D-F) representam os 

indivíduos idosos. Os valores dos intervalos de confiança dos estádios (I: 20.2-27.6 - II: 

10.0-15.0 - III: 16.8-21.6 - IV: 17.7-23.5 - V: 19.1-24.1 - VI: 1.1-3.5) mostraram-se muito 

próximos (valores mínimo e máximo), fortalecendo os resultados de que as dispersões em 

torno da média foram mínimas, corroborando o método empregado por nós para delimitar os 

seis estádios do CES humano. 
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Tabela 6. Frequência relativa (%) dos seis estádios do CES humano de acordo com os novos 

padrões de associações de células germinativas para cada um dos pacientes (A-C adultos e D-F 
idosos). 

                

Indivíduos 
Estádios do CES humano N° de túbulos 

seminíferos I II III IV V VI 

A 27,2 14,2 17,1 22,1 17,3 2,0 28 

B 29,0 14,6 17,9 16,1 19,6 2,8 29 

C 16,1 15,1 16,2 23,4 24,2 5,0 31 

D 25,1 10,9 24,8 18,0 20,3 0,9 43 

E 21,4 13,0 19,5 18,4 25,8 1,9 47 

F 24,6 6,9 19,7 25,3 22,4 1,2 50 

Média  
EPM 

23,9  
1,9 

12,5  
1,3 

19,2  
1,2 

20,6 
 1,5 

21,6 
1,3 

2,3 
0,6 228 

          Nota: EPM, erro padrão da média 

 

Comparando a distribuição de frequência relativa (%) dos estádios do CES de 

humanos adultos (obstrução do ducto deferente) e idosos (câncer de próstata), constata-se 

que não há diferença significativa (P>0,05) entre as idades (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Comparação da frequência relativa (%) dos VI estádios do CES de indivíduos adultos e 
idosos. 

 

 

4.6 Diâmetro nuclear das células germinativas 

 

 O diâmetro de cada tipo de célula germinativa (Figura 17) foi um fator adicional 

determinante na caracterização das células germinativas. O diâmetro nuclear médio (média 

entre o maior e o menor eixo) das células germinativas foi mensurado desde as 

espermatogônias Ae até espermátides Sa1. 
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Figura 17. Diâmetro nuclear médio das células germinativas. Ae, espermatogônia Aescura; Ac, 

espermatogônia Aclara; B, espermatogônia B; Prel, preleptóteno; Lep, leptóteno; Zig, zigóteno; Paq, 

paquíteno;  Dip, diplóteno; Spto 2, espermatócito secundário; Sa1, espermátide arredondada tipo 1. 
Diâmetro nuclear médio ± Erro padrão da média. 

  

Dois momentos de distinção importantes entre as células germinativas utilizando o 

diâmetro celular seriam entre as espermatogônias do tipo B e os preleptóteno bem como 

entre os espermatócito secundário e as espermátides arredondadas Sa1. Nestes casos o 

diâmetro celular foi determinante na classificação destas células. Observe que a média de 

diâmetro dos preleptótenos é bem menor do que as espermatogônias B (p<0,05). O mesmo 

ocorre entre as espermátides Sa1 que são bem menores do que os espermatócitos 

secundários (~25%; p<0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

 

Existem diversos protocolos de fixação e inclusão na literatura, entretanto nenhum 

é considerado ideal, pois enquanto alguns são excelentes em preservar propriedades 

estruturais do tecido, priorizando análises morfológicas, outros, por exemplo, preservam a 

propriedade antigênica do tecido, priorizando análises funcionais. A busca por análise 

morfológica mais acurada fez surgir alguns fixadores que são formados pela mistura de 

substâncias, na tentativa de superar as vantagens de um fixador pela vantagem de um 

segundo adicionada a ela. Estudo recente indicava resultados melhores com o uso do 

glutaraldeído como fixador e araldite como método de inclusão para avaliações 

morfométricas do testículo (Chiarini-Garcia et al., 2017). Acreditava-se que o Karnovsky, 

fixador provindo da mistura entre o paraformaldeído, que possui rápido poder de penetração 

no tecido, e glutaraldeído, cujo poder de fixação tem qualidade excelente, teria resultados 

tão bons ou superiores quanto o glutaraldeído na preservação morfológica do tecido 

testicular, porém, a análise comparativa mostrou que o material fixado somente em 

glutaraldeído apresentou descrições morfológicas superiores ao do Karnovsky. Do nosso 

ponto de vista, a falta de descrições morfológicas claras das células germinativas do 

testículo humano sempre foi um impasse para se estudar estádios e sua duração no CES. 

Os detalhes das células germinativas que compõem cada estádio analisados sob MLAR no 

presente estudo geraram dados definitivos acerca de frequências relativas dos estádios do 

CES humano, estabelecidas através da redefinição de limites claros entre estádios vizinhos.  

As informações na literatura sobre caracterização morfológica das células do 

epitélio germinativo e sobre CES humano são muito antigas (Clermont, 1963, Heller e 

Clermont, 1964), e por muito tempo essa caracterização morfológica do parênquima 

testicular tem sido a única a ser utilizada. Apesar da importância da divisão da 

espermatogênese em estádios para estudos histopatológicos, poucos estudos utilizam este 

CES do homem para compreender a espermatogênese sob estas condições. Este fato se 

deve à dificuldade de conseguir doadores saudáveis como controle, da dificuldade de 

preservar morfologicamente o epitélio seminífero e do arranjo aleatório dos estádios, que 

tem levam a encontrar presença/ausência de células em locais não esperados do epitélio. 

Em conjunto, esses fatores contribuem para que pesquisadores não se sintam seguros para 

utilizar o modelo de CES proposto por Clermont e colaboradores (1963), o que tem levado à 

escassez de informações histopatológicas detalhadas sobre a espermatogênese humana. 

Com objetivo de resolver esta questão, a partir de métodos de estudo mais modernos o 

presente trabalho propõe um modelo de divisão de estádios do CES confiável, adaptado a 

partir daquele proposto por Clermont e colaboradores. 

Um dos fatores que efetivamente contribui para a baixa qualidade morfológica do 
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epitélio seminífero humano é o que se refere aos métodos de fixação e inclusão dos 

fragmentos testiculares. Estudos prévios têm demonstrado que o tipo de processamento 

histológico interfere nas avaliações morfométricas do testículo (Howroud et al., 2005; Reis et 

al., 2012; Chiarini-Garcia et al., 2017), em alguns casos alterando a interpretação de um 

mesmo resultados quando analisado por grupos de pesquisa diferentes. A avaliação 

qualitativa dos diferentes métodos de fixação e inclusão do nosso estudo demonstrou que a 

MLAR, que emprega fixação em glutaraldeído e inclusão em araldite, foi a que apresentou 

melhores resultados. Os fragmentos fixados com glutaraldeído e incluídos em outro tipo de 

resina plástica, o glicol metacrilato, apresentaram resultados morfológicos expressivamente 

melhores em comparação com aqueles processados em paraformaldeído/parafina. Mas, 

apesar disto, não demonstraram resolução suficiente quando comparado com o 

processamento glutaraldeído/araldite. Já a fixação em solução de Karnovsky, da qual 

esperávamos uma qualidade superior, não se obteve a qualidade desejada em todas as 

células germinativas como quando se utilizou o glutaraldeído, com impacto severo na 

distinção da cromatina de espermatócitos em leptóteno e zigóteno. Portanto, o presente 

estudo mostra que análises morfológicas acuradas do testículo humano devem ser 

analisadas através do processamento de MLAR. 

Apesar do processamento morfológico sob a MLAR ter sido determinante para 

diversos estudos que utilizam os estádios do CES de roedores e cães (Russell et al., 1990), 

tais como a caracterização dos tipos espermatogoniais de camundongos e ratos (Chiarini-

Garcia e Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003) e a determinação de nicho 

espermatogonial nestas espécies (Chiarini-Garcia et al. 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003), o 

CES humano não havia sido revisitado, até o presente momento e de forma específica, sob 

o método de MLAR. No presente estudo, a MLAR permitiu caracterizar morfologicamente e 

de forma precisa os tipos de espermatogônias (Ae, Ac e B), espermatócitos e espermátides 

em humanos. Dentre os destaques, a distinção nítida dos tipos de espermátides presentes 

em cada estádio e células germinativas tais como espermatogônias do tipo B e preleptóteno, 

cujas células eram consideradas morfologicamente indistintas até o momento (Muciaccia et 

al., 2013). Esses achados podem contribuir no avanço de estudos sobre cinética da 

espermatogênese humana sob condições normais e patológicas. De fato, a distinção 

morfológica imprecisa das diferentes células germinativas, principalmente espermatogoniais, 

tem levado a uma carência de informações sobre o comportamento da espermatogênese do 

homem (Ehmcke e Schlatt, 2006). 

Apenas processamentos histológicos sofisticados e de alta qualidade não são 

suficientes para alcançar alta resolução e distinção de detalhes citológicos na microscopia 

de luz. Recomenda-se o uso de um microscópio apropriado e de seu ajuste adequado, 

seguindo método de centralização da luz preconizado por Koehler. Como as 
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fotomicrografias digitais das células germinativas são estáticas, não mostram todos os 

detalhes que o observador pode ver, mesmo após o ajuste apropriado do microscópio antes 

de obter a imagem. Alguns dos detalhes citológicos descritos no presente estudo, tais como 

as características nucleares, não são facilmente visualizados nas micrografias digitais 

estáticas, uma vez que esses detalhes citológicos são melhor realçados na observação ao 

microscópio, quando o foco pode ser ajustado em diferentes partes das organelas através 

de movimentos sutis e constantes do micrométrico. 

Ao avaliar a espermatogênese humana, deve-se tomar cuidado com possíveis 

diversidades morfológicas entre os pacientes devido a diferenças sutis que podem ocorrer 

na preparação dos fixadores, espessura do corte histológico e coloração. Mesmo utilizando 

rigorosamente a mesma metodologia, algumas vezes as células germinativas não são 

morfologicamente iguais entre pacientes diferentes, embora similares. Nesses casos, todas 

as células germinativas devem ser estudadas pelo examinador de forma comparativa com a 

morfologia proposta no presente estudo, adequando o padrão antes de começar qualquer 

avaliação morfofuncional confiável da espermatogênese. 

Considerando as controvérsias na distribuição das células germinativas do CES 

humano em seis estádios (Amann, 2008; Muciaccia et al., 2013), nossos achados levam-nos 

a manter a divisão do CES em seis associações celulares tal como proposto por Clermont 

(1963). Estudo recente desenvolvido por Muciaccia et al., (2013) propõe divisão deste 

mesmo ciclo em 12 estádios,  o que aumenta a dispersão das células germinativas, que 

passam a aparecer em um maior número de estádios diferentes. Desta forma, células que 

eram estádio-específicos como os preleptótenos e leptótenos aparecem em mais de um 

estádio, dificultando ainda mais determinar estádios. O arranjo multi-estádios nos túbulos 

seminíferos, associados à ausência/presença de células germinativas de localização 

inesperada, quando associado a um processamento histológico de baixa resolução, dificulta 

a classificar o CES em mais de seis associações, como acontece com o modelo proposto 

por Clermont e colaboradores (Clermont, 1963). Diante disto, e levando em consideração 

nossa proposta de classificação do CES através de um método de alta resolução através da 

MLAR, propomos manter a distribuição do CES em seis estádios, uma vez que esta diminui 

a dispersão de células germinativas e facilita a classificação dos estádios. 

Análises utilizando o sistema acrossômico para determinar 12 estádios do CES 

humano baseados apenas em cortes transversais de túbulo seminífero obtiveram somente 

46% de túbulos viáveis para análise de frequência (Muciaccia et al., 2013), mostrando que 

esta metodologia é inviável para avaliar patologias testiculares, pois exclui mais da metade 

do parênquima testicular. Contudo, as frequências relativas (%) dos estádios foram 

determinadas com precisão no presente estudo após uma redefinição da maneira 

convencional de se estabelecer estádios. Análises de fragmentos testiculares muito 
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pequenos obtidos através de biópsias testiculares apresentavam poucas secções 

transversais de túbulo seminífero por indivíduo. Adicionalmente, não se justifica utilizar 

somente secções transversais de túbulos seminíferos, tendo em vista o arranjo aleatório dos 

estádios do CES humano (Johnson, 1996), o que gera secções de túbulos seminíferos multi-

estádios independente da posição do corte. Desta forma, houve uma necessidade de 

adaptar o método de se estabelecer frequências relativas (%) para o epitélio humano, para 

ser um método aplicável a qualquer parênquima testicular. Esta nova forma de se 

determinar estádios através da varredura de todos os túbulos seminíferos independente da 

posição do corte permite ter uma noção mais exata do testículo como um todo, permitindo 

uma avaliação mais ampla do parênquima testicular parar fins diagnósticos. As frequências 

foram avaliadas em grupos de faixa etária diferente (adultos e idosos) e as frequências 

foram homogêneas. As pequenas diferenças morfológicas observadas no epitélio seminífero 

dos idosos, com aspecto de leve hipoespermatogênese (revisão em Martello, 2013), 

demonstraram que o avançar da idade não altera a cinética do epitélio seminífero no que 

esse refere à distribuição dos estádios do CES. Portanto, esta nova forma de determinar 

frequência baseada na análise da área total de todos os túbulos seminíferos disponíveis 

permitiu estabelecer uma frequência relativa (%) dos estádios do CES do homem de forma 

concisa, definitiva e aplicável a qualquer parênquima testicular. 

A dispersão nas análises de frequência é resultado da falta de limite preciso entre 

as associações celulares que fazem parte de cada estádio e que os separam em estádios 

diferentes, associada com a organização aleatória e multi-estádio dos cortes transversais de 

túbulo seminífero (Johnson, 1996). As frequências obtidas por Clermont (1963) são muito 

distintas das obtidas por Heller et al. (1969). Os dados de frequência relativa dos estádios 

de acordo com o método aqui proposto revelaram que houve homogeneidade entre os 

diferentes indivíduos, isto é, as frequências dos estádios no presente estudo não diferiram 

significativamente entre os indivíduos, independente da idade. Adicionalmente, os intervalos 

de confiança (95%) das frequências relativas dos estádios I-VI obtidas por Clermont (1963) 

foi alto em comparação com as frequências estabelecidas no presente estudo. Enquanto a 

variabilidade das frequências ao redor das médias de Clermont (1963) foi de 30%, 35%, 

100%, 63%, 30% e 40% para os estádios I a VI, respectivamente, as nossas frequências 

variaram em 15%, 20%, 13%, 14%, 12% e 52%. As espermátides do tipo Sa são 

classificadas apenas como arredondadas pela proposta de Clermont (1963) e através da 

MLAR foi possível distinguir pela primeira vez e com precisão as espermátides dos tipos 

Sa1(estádio I) e Sa2(estádio II).  O resultado de maior contraste em relação à frequência de 

estádios comparando nosso estudo com o da literatura (Clermont, 1963; Heller et al., 1969), 

foi entre os estádios IV (21% e ~11%, respectivamente) e V (21% e ~26%, 

respectivamente). Esta discrepância pode ser resultado da falta de informação sobre as 
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diferenças de morfologia do núcleo e desenvolvimento do acrossoma entre espermátides 

em alongamento (Sb) e alongadas (Sc), que foi possível pela MLAR. Desta forma, 

acreditamos que a inconsistência das frequências observadas por Clermont (1963) pode ser 

devido à dificuldade em estabelecer os limites dos estádios, que foram prontamente 

estabelecidos por nós sob a MLAR. 

A descrição morfológica minuciosa do formato do núcleo e do desenvolvimento do 

acrossoma das espermátides foi determinante para estabelecer os limites precisos entre 

estádios vizinhos. Apesar da alta resolução da MLAR, não é indicado a utilização apenas 

das espermátides Sc1 e Sc2 para classificar estádios finais do CES (estádios V e VI, 

respectivamente), uma vez que essas células, pela intensa condensação do núcleo, podem 

ser confundidas morfologicamente pela MLAR. Nestes estádios, tal como observado por 

Clermont (1963) e Heller e Clermont (1964), a classificação levou em consideração o tipo de 

espermatócito presente, mesmo após avaliação sob a MLAR. A chave de decisão binária 

(Figura 14) foi desenvolvida para tornar mais didática a metodologia de classificação dos 

estádios do CES humano. Apesar de possível estabelecer com segurança os estádios do 

CES humano pela chave de decisão binária, é recomendado sempre fazer uma análise 

citológica mais detalhada de todos os estádios, levando em consideração as irregularidades 

do epitélio seminífero humano, com ausência/presença de células germinativas em locais 

não esperados e que pode atrapalhar na determinação desses estádios. 

Na clínica médica, os andrologistas utilizam de forma rotineira os escores 

histopatológicos (Cinco Padrões, Johnsen e de Bergmann) para o diagnóstico das 

desordens testiculares humanas (McLachlan et al., 2007). Estes métodos são relativamente 

simples de serem executado se são suficientes para compreender as alterações na 

espermatogênese com propósitos clínicos. O método de MLAR utilizado na distinção de 

estádios, proposto no presente estudo, não tem o intuito de sobrepor aos métodos rotineiros 

utilizados na clínica andrológica. Na realidade, os detalhes morfológicos observados após a 

MLAR têm como objetivo dar suporte para estudos científicos relacionados ao 

comportamento da espermatogênese e compreender as causas de inúmeros danos 

testiculares ainda não resolvidos através do uso de técnicas convencionais. Os 

conhecimentos histopatológicos obtidos através deste método de estudo mais sofisticado e 

dispendioso da MLAR poderão ser aplicados de forma indireta na melhor interpretação dos 

resultados obtidos através de métodos convencionais mais simples de execução, baratos e 

de fácil acesso, utilizados na clínica andrológica. 

Assim, esperamos que os detalhes que permitiram caracterizar as células 

germinativas que compõe as associações celulares e a redefinição das frequências relativas 

dos estádios aqui proposto possa colaborar com estudos sobre CES, encorajando 

pesquisadores da área de andrologia a aplicá-la em estudos que visem melhor compreender 
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a cinética da espermatogênese sob diferentes condições experimentais e patológicas. Além 

disto, pode ser uma ferramenta útil como modelo para estudo de CES de outras espécies 

que possuem arranjo em multi-estádio, como outras espécies de primatas. 
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6 CONCLUSÃO 

  

 O processamento histológico empregando fixação com glutaraldeído, inclusão em araldite 

e cortes de 1 µm de espessura, conhecido como microscopia de luz de alta resolução 

(MLAR), é o que proporciona a melhor resolução para avaliação morfológica das células 

germinativas testiculares sob a microscopia de luz; 

  A caracterização das espermátides através da morfologia do núcleo e desenvolvimento do 

acrossoma foi fundamental na determinação dos estádios do CES humano, entretanto a 

classificação dos estádios finais do ciclo (V e VI) precisa ser determinada levando em 

considerção as gerações de espermatócitos; 

 As características das células germinativas que compõem os seis estádios do CES 

permitiu estabelecer de forma precisa os limites entre estádios vizinhos no ciclo, 

determinando as frequências relativas (%) dos seis estádios do CES humano de forma 

precisa; 

  A morfologia das células germinativas e a frequência dos estádios do CES foram 

homogêneas entre diferentes faixas etárias (homens adultos e idosos). 
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projeto de pesquisa intitulado "Avaliaf,foes morfofuncionais e 

moleculares da linhagem espermatogonial humana antes e apes 

tratamento contra 0 cancer de prostata" bem como 0 Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. 

Por se tratar de pesquisa classificada em Area Tematica Especial, 

a mesma sera encaminhada a CONEP/MS para apreciac;:ao, devendo 0 

pesquisador aguardar sua aprovac;:ao final para que se inicie a 

execuc;:ao. 

o relat6rio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um 

ana ap6s 0 infcio do projeto. 

Profa. D;';--J~~1E~aCii~;ima Perez Garcia 
PresiBente do COEP-UFMG 

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade AdministraJivG 1/- r andar - Sala 2005 - Cep: 31270-901 - BII-kIG 
Telefone: (03l) 3499-4592- FAX; (031)3499-45 16 - £;.!lli!1.l: pmg0{wcp.ufmg.hr 
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Universidade Federal de Minas Gerais 
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Diretoria de E lJsino, Pesqllisa e Extensiio - DEPE 
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Belo Horizonte, 19 de outubro de 2007. 

PROCESSO N° 079/2007 
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espermatogonial humana antes e apos tratamento contta 0 cancer 
de prostata." 

Sr(a) Pesquisador(a): 

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua 

concordancia com 0 parecer da Comissao de Avalia9aO Economico-financeira de 

Projetos de Pesquisa do HC e a aprova9ao pelo COEP/UFMG em 22/maio/2007, 

esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional. 

Solicitamos enviar a DEPE relatorio parcial ou final , apos um ano. 

Ao Sr. 

Atenciosamente, 

. / - -

/y~ 

/" ./-'" ... ;-(.;~ ..• -
PROF.-HENRIQUE VITOR LEITE 

piretor da DEPE/HC-UFMG 

Prof. Helio Chiarini-Garcia 
Depto. Morfologia 
I. C. B.!UFMG 

CGC: l7.217.985/0034-72 - Av. Prof Alfredo Balena, 110 - /" andar 
BairroSanta Eflgenia- CEP 30 /30-100 - Belo Horizonle - MG 
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MINISTERIO DA SAUDE 
Con5elho Nacional de Saude 
Comissao Nacional de Eti~ em Pesqul~ - CONEP 

PARECER N"189/Z008 

eAAE - 0117.0.203.000..07 ProceS$O n". 25000.14758512007.J6 
Projeto de Pe,quisa: 'Avaliar;l5es Morfofuncionais e MoJecufares da /inhagem 
espermatogonfal humana antes e apes tratamentos contra 0 ctmcer de prostata.· 
Pesquisador Re.sponsavel: Dr. Helio Chiarini Garcia 
In5titul~: Instituto de Ciencias BioIOgicas IUniversidade Federal de Minas Gerais -
(Centro Unlco) 
CEP de origem: COEPIUFMG 
Area Tematica Especial: Rep'"oduyao Humana; Coo~ Estrangeira 
Patrocinador: A ser definido (Institui9h'Agencias Financiadorasl Praprios) 

$umilrio GeraJ do Protocolo 
E um trabalho de oivel academico a ser reaJizado palo Instituto de Ciencias 

BiolOgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICe I lJFMG), visando estuOar a 
biologia das celulas espermatogoniais humanas com a intent;Ao de esclarecer a 
biologia espermatogonia/ desde 0 d d o do epitelio seminffero quanto So morfologia, 
cinetica e descriyao dos niches espermatogoniais (ate agora pouco estudados). 
Pretende ainda detelTninar a presen~ eJou ausenda de mRNAs que poderiam estar 
relacionados com a difarenci~ espermatogonial e sua 1ocaI~ especifica no 
parenqt!.ima testiOJlar. Determinar a presefl93lausencia e os niveis relatives de 
protelnas sintetizadas a panlr de.sles genes. bem como rua locali~ no pprenquime. 
testiOJiar, bam como detenninar as COl lCeilba;6es honnonais. Todos asses ~metros 
serao analisados em testiru!os obtidos de padentes tratados no Hospital des C[fnicas 
da UFMG-HCIUFMG ou em Hospitais e Unidades de Ont:ologia ligados a Instil.ui98Q, 
para os quais tenha soo recomendado a orquiectomia subcapsular bilateral como 
tratamento para c3ncer a~ de pnlstata. 

Os padente.!, em nUmero de 30 a 40, mes que podem chegar a 60 (c:omo esta 
previslo na Folha de Rosto) que comporao os varies grupos experimentais, serio 
avaliados pelos medicos do Setor de Andrologia do HClUFMG e a coleta sa tara com a 
particlpayao de memixos da equipe proponenle. do Seta de UroIogia e U~ncotogia 
do flCIUFMG, presentes no momento da drurgia de orquiedomia. Anterionnente a 
coleta sera feito 0 levantamento dos dades clinicos dos pacientes e 0 esclarecimento 
para a obtencAo do TCLE. 

Os gruPOs experimentais serao compostos de testiculos de pacientes com 
cancer de pr6stata sem nenhum tratamento previo (grupo A); submetidos a 
prostatectomia radical (Gn.p:J B); submetidos a radioterapca (grupo C); submelidos a 
bloqueio anfiandr6geno (Grupo 0) e submetidos a radioterapia e bloqueio 
antiandr6geno (Grupo E). 

Imediatamenta apas a orquiactomia os parimquimas testiculares dlreilo e 
esquerdo setAo preparados para os fins especificos da pesQUrsa Trata-se de material 
qU9 saria normalmente descartado. 

As ana(ises morfolcgicas e roorfomelicas setae rea!izedas no Laboret6rio de 
Hiotw.;:a Estluturat e Rnp(odl.~o, LABERJICB/UFMG 
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diff!l'enciayao, espennatogoniel sarao feitas na Universidade do Texas, Huston, USA, 
em colabora~ com missOes dos pesquisadores brasileiros cia UFMG 

Apresentac;ao do Protocolo 
o protocolo estii devidamente instruido. 
A Folha de Rosto esta devidamente preenchida e assinada, especialmente no 

que se refere aos compromissos do Investigador e cia Instituiyao. 
As [)eclarayOes dos diversos departamentos e as !icef19as para a reaJiza~o da 

pesquisa aslao presentes, inclusive 0 esdarecimento sabre 0 grau de relayao dos 
profissionais da equipe de Urologie' (3 PQsqu;sadores) e os pacientes submetidos it 
orquiedomia. 

o protooolo esta devidamente classmcado como sendo de cooperayllo 
estrangeira devido ao Contrato de coIaborac;ao entre a UFMG e a UTIM.O. Anderson 
Cancer Center de Huston, Texas. USA. que tamrem consta do protocolo e estil 
devidarnente traduzido. 

Constam os CUrriculum Vitae- CV do Pesquisador Principal e de seus 
colaboradores, bern com os CV dcs pesquisadores coIaboraCfores da Univeroidade do 
Texas. 

NflIo existe propriamente urn Orc;:amento financeiro, mas urn dela!hamento e urna 
expHcayao dos diversos custos e da perspectiva de onde deverao vir esses recursos 
para CObrIr os cu_stos. Gonsta, Indusive, urna expUcat;ao sabre a participayao do prOprio 
SUS no pmc;es.so, visto que as padentes orquiectomizados pertencem eo SUS e a 
cirurgia e coberta pelo Sistema Unico de SaUde. 

Local de Realizayao do Estudo 
E projeto nascido e a sar executado ria Universidade Federaf de Minas Gerais, 

como Centro Unico, Que contara com a parceria de Universidade do Texas os Analise 
des dados. 0 pars de origem do projeto e, portanto, 0 Brasil. 

Comentarios 
o projeto esta sendo reapresentado com docurnentos_ solicilados pala CONEP 

que estavam ausentes na sua apresentayao anterior (Reg. CONEP,14033)', estanclo 0 
protocolo lambem com paginas incompJetas. 

o presente prolocoio esta, em geral, de acordo com 0 que vem preconizado peta 
Resol~o CNS 196/96 e sues comptementares, oferecendo aos sujeitos de pesquisa 
lodas as garantias e seus direitos. 

E um trabalho inedito e a equipe da UFMG, de acordo com seus curricutos, esla 
capacitads para a sua realizayao. 

o material utilizado no estudo (retirado na orquiecttimia - e prove~iente do 
tratamento de cance( de pr6stata avanyado) seria normatmente descarta<b~s 0 
procedlmento cirUrgico, portanto e informado que 0&0 havera riscos adicionais aos 
sujeitos da pesquisa nesse sentido. 

Certamente os resultados de pesquisa poderao trazer compreensao da 
espermatogenese tvnana, no conhecimento des causas da infertitidade, mostrar como 
os diversos !fata.mentos de cancer podem prejudicar 0 proces$O espennatogenico e 
sugerir modos de minorar lais efeitos danosos. 

A melodologia e adequada aos fins desejados 
o pesquisadct esdarece que os medicos pesquisadores nao tern nenhuma 

influencia na indicayao e reatizat;;ao da ablayOO cin.irgic3 (OfquieCtomia bilateral) em 
pacienlBS portadores de cancer avcm;:ado de prOstata e que asses procedimentos sao 
sempre indicados pe!os mSdioos do Seter de Uro-Oocologia, visando apenas 0 
tratamento da doenca em QUest~. 
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Havera !tr'IYio d!t material biol6gic.o p;!Jra 0 exterior (Universichn:i8 do Texa:,) que 
de'oiera £:et util!%B::Io 2plnas para os tons pn::;po$tos no estudo. 

o Termo de CotI6OntlmerT!o Livre e E~o • TCLE g.tnnte 0 slgllo. doa 
daden. spntll&!"'.iB os ~ beneffc10s ~dos Co pesquisa. mostra it afJ:lWlcia 
prltiea de rr.eillre:s risoos"'deslacando 01 ~ de detarminarloa ptocedimentos. 
Nao preV§ oem ressarelmartos, nem indMlza;iles. . 

Cal'l$id.~ ~=bN ~ al'litiH au ,..~ta6 "0 Pal'fi:er COHEP ~ 
t1~. nrlltlYo,zD p~6e~llbaemqUHt&o~ 

t. foi ~ peio pesquil;a:1t::( <IIi OI"q\!iectcmiil c:nnttnUl; aendo 0 tratamsnto 
padrio OioIfQ, 
2. A irioid6ncia ~ pItiaI M inB:tih.tlylo om paar.a :foi de 21 procedirnwrtOi 
em 2005 eo 37 ern 2008. -
:1. 0 TelE roc "te'i.stG conforme $Olir.:i1ado: 

,1:1. 0 TeLE ~ 4} foi D'Ic:otponJdo so protoc:o.lo; . 
b. Quantg 8. c~ para D direito d. I'6&Otllta;ic (pcsaibilicfads de 

coiQCtl¢o de pr6tiS6") toi asc:la:rIid,do Que e felts 81»nBlS 8 orquiectomia 
bilateral !Ubcasular (e nlrJ a totaO. ~ e reflrado apenaa 0 paMnqu:lma 
testicular e CJjo. teow/tal:lc mal e melnor do que /I ccloc:al;:Ao de L.m& 
pr6tne. 

Diantl de upoat=), :: ComJRio Nac:lonal de ~tlQ em PHql.liA - COHEP. 
4_ .=o~o eo."1'I u a'ribu~ d5r-Wd.t5 na R:&s. eNS 1Hl9s. manHNta - Ie pol • 
• _.~ •• do ptOjetD d. pesqUIOII ptOpoob>. 

SIIII .... : Pr-..joIo ."""_ 

BrasUiIJ 07 de abnl De 20oa. 

~ 

~
I .ilj.-/_ 

. )It. saddi Tanncus 
. cnr da CONEPJCN~S 
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Anexo 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Hospital das Clínicas 
Laboratório de Biologia Estrutural e Reprodução 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

“Reavaliação da espermatogênese humana à luz de modernos métodos de estudo 

morfológicos e funcionais” 

INTRODUÇÃO: 
Esse termo de consentimento pode conter palavras que você não entenda. Favor solicitar ao médico ou 
equipe do estudo que explique quaisquer palavras ou informações que você não entenda claramente. Você 
está convidado a participar voluntariamente de um estudo sobre células tronco dos testículos. Antes de 
concordar em participar desse estudo, é importante que você leia e entenda este documento. Ele descreve as 
finalidades, procedimentos, benefícios, riscos, desconfortos e precauções do estudo. Você tem direito de se 
retirar do estudo a qualquer momento. Se você participar, receberá uma cópia deste documento para manter 
em seu arquivo. 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA 
A pesquisa visa o estudo das células tronco dos testículos. Como estas células são as responsáveis por manter 
o indivíduo fértil por toda a sua vida adulta, alterações e doenças relacionadas com estas células tronco
podem levar o indivíduo à sub‐fertilidade ou mesmo à infertilidade.  Apesar dos grandes avanços na área
médica, ainda sabe‐se muito pouco como estas células funcionam em um individuo normal e, muito menos
ainda, como elas são afetadas em diferentes doenças. Diante disto, pretendemos neste projeto de pesquisa,
estudá‐las em homens portadores de câncer avançado de próstata, nos quais a indicação médica foi a retirada
dos testículos. Estes homens serão divididos em grupos levando‐se em consideração àqueles que não
sofreram nenhum tratamento prévio contra o câncer de próstata e aqueles que se submeteram a diferentes
tratamentos. Pequenos pedaços dos testículos que seriam desprezados serão preservados em formol e
estudados em laboratórios de pesquisa. Estes estudos serão desenvolvidos principalmente no Laboratório de
Biologia Estrutural e Reprodução do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG. Parte do material será
enviada, sem nenhuma identificação dos dados pessoais do paciente, para o Departamento de Radiação
Oncológica Experimental da Universidade do Texas nos Estados Unidos, onde serão desenvolvidos
experimentos relacionados com as células tronco.

SIGILO DOS DADOS 
Todos os seus dados serão confidenciais, sua identidade não será revelada publicamente em hipótese alguma 
e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terão acesso a estas informações que serão utilizadas 
somente para fins de pesquisa. Os dados obtidos nesse estudo podem ser revisados pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa  e pelas autoridades reguladoras do Brasil, com fins de verificar procedimentos e/ou dados do 
estudo. Os resultados dessa pesquisa deverão ser publicados em revistas científicas nacionais ou 
internacionais. 

BENEFÍCIOS DA PESQUISA 
Os resultados obtidos possivelmente trarão inúmeros conhecimentos importantes para o melhor 
entendimento da infertilidade masculina. Estes novos conhecimentos podem ser aplicados na melhor 
compreensão dos casos clínicos, refletindo diretamente em tratamentos mais adequados.  

RISCOS 
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Pelo fato de estarmos utilizando testículos retirados para auxiliar no tratamento do câncer prostático, e que 
seria totalmente descartado, isso não acarreta nenhum risco adicional a esses pacientes além daquele já 
esperado para a cirurgia. A coleta da amostra de sangue periférico, que será utilizada para dosagens 
hormonais, com uma seringa acoplada a agulha para punção venosa, pode ocasionalmente causar dor, 
hematoma (mancha roxa abaixo da pele) e irritação (mancha avermelhada que pode coçar) no local da 
retirada do sangue do seu braço. A quantidade de sangue retirada não trará nenhuma alteração ao seu 
sistema circulatório, sendo que em 24 horas seu organismo, por si só, recompõem esta pequena quantidade 
de sangue coletada.  

RESSARCIMENTO DAS DESPESAS  
Não está prevista qualquer forma de remuneração para os pacientes voluntários. As despesas específicas 
relacionadas com o desenvolvimento do presente estudo são de responsabilidade do Laboratório de Biologia 
Estrutural e Reprodução do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG e do Departamento de Radiação 
Oncológica Experimental da Universidade do Texas, EUA. 

DEMAIS ESCLARECIMENTOS 
Você dispõe de liberdade para esclarecer qualquer dúvida que possa surgir durante a pesquisa. Você poderá 
recusar‐se a participar deste estudo e/ou abandoná‐lo a qualquer momento, sem precisar justificar. A 
aceitação ou não da participação neste estudo não influenciará no seu tratamento. Nesta pesquisa 
utilizaremos a parte do testículo retirada cirurgicamente, conforme indicação médica  e que seria, depois, 
desprezada. A cirurgia no qual você se submeterá retirará apenas o miolo do testículo e deixará outras partes 
que darão volume ao escroto. No entanto o paciente pode optar por colocar uma prótese (Portaria nº 467 ‐ 
SAS/MS de 20.08.2007) mas, neste caso, todo o testículo tem de ser retirado para que haja espaço para a 
prótese. No momento da retirada do testículo será coletada também amostra de sangue da veia braquial de 
um dos braços do paciente. O consentimento em participar deste projeto não acarretará coleta de nenhum 
outro material adicional nem mudanças no tratamento indicado. Não serão utilizados outros tecidos e não 
serão realizados quaisquer outras manipulações, experimentos ou intervenções diretas com o paciente.  

TERMO DE CONSENTIMENTO 
Eu, .................................................................................................................voluntariamente, concordo que o 
material biológico (tecido testicular e sangue periférico) proveniente da minha cirurgia de orquiectomia, seja 
utilizado para fins de pesquisa cientifica no Laboratório de Biologia Estrutural e Reprodução do ICB/UFMG e no 
Departamento de Radiação Oncológica Experimental da UT. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta 
pesquisa não trará qualquer prejuízo à minha saúde. 

Nome completo do paciente: 
Nº  Registro do paciente: 

Assinatura do paciente ou representante legal: 
Local e data: 

Nome da pessoa que obteve o Consentimento Livre e Esclarecido:  

Assinatura da Pessoa que obteve o consentimento Livre e esclarecido: 
Local e data: 

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

Telefones para contato:  
Pesquisadores: 
Prof. Hélio Chiarini‐Garcia ‐ Laboratório de Biologia Estrutural e Reprodução – (31) 3499.2807 
Profª Fernanda RCL Almeida ‐ Laboratório de Biologia Estrutural e Reprodução – (31) 3499.2992 
Prof. Dr. Augusto Reis ‐ Setor de Urologia do Hospital das Clínicas da UFMG – (31) 3248.9488 ou 9164.8173 
Prof. Dr. Reginaldo Martello ‐ Setor de Urologia do Hospital das Clínicas da UFMG – (31) 3248.9488 ou 9974‐
9590 
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Prof. Dr. Denny 

Se você tiver alguma pergunta sobre os seus direitos como participante de um estudo, favor contatar: 
Endereço do Comitê de Ética: 
Comitê de Ética em Pesquisa – UFMG 
Unidade Administrativa II, 2º andar, sala 2005 
Av. Antônio Carlos, 6627 – Campus Pampulha 
31.270‐901 – Belo Horizonte – MG 
Telefone: (31) 3409.4592 
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