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RESUMO

Azoospermia é uma condi¢ao de infertilidade caracterizada pela auséncia de
espermatozoides no ejaculado. Em muitos casos, a paternidade s6 pode ser alcangada
com o auxilio da reprodugdo assistida, isto é, com a extracdo de espermatozoides de
fragmentos testiculares e posterior inje¢do intracitoplasmdtica dos mesmos (ICSI),
processo conhecido como fertilizagao in vitro. Para extragao dos espermatozoides tém-
se utilizado métodos de busca sob microscépio de luz, através de fragmentagdo
mecanica manual, muitas vezes sem sucesso. No entanto, ndo se sabe se o fato de ndo
ter encontrado espermatozoides é por auséncia dos mesmos no testiculo ou por falha no
método de busca. O presente estudo avaliou a eficacia do método de sonicagao de
fragmentos testiculares, que emprega dissociacdo do tecido testicular e degeneracdo de
células, com excecdo das cabecas de espermatides alongadas, visando determinar com
mais acurdcia a presengca desse tipo celular nos testiculos de pacientes com
azoospermia. A andlise histopatoldgica dos testiculos mostrou que em todos os
pacientes, o0s testiculos apresentavam caracteristicas semelhantes, tipicas de
hipoespermatogénese (escore de Johnsen ~ 8). A preservacdo das cabecas de
espermatides apds sonicacdo, em diferentes combinacdes de frequéncia e tempo, foi
verificada pelo método de concentracdo, por Cytospin, do homogeneizado em lamina,
seguido de coloragao com kit Pandtico. A combinagdao de 60Hz por 90s de sonicagao
mostrou ser a melhor para manter integras as cabegas de espermatides e eliminar
demais tipos celulares. Quando se realizou a predi¢ao da produgao espermatica a partir
da contagem de cabecgas de espermatides obtidas por sonicagao, verificou-se que nao
houve diferenca entre as diferentes combina¢bes de frequéncia e tempo testadas,
independente da microscopia utilizada para a contagem, fluorescéncia ou contraste de
fase. Dessa forma, todas as combinacdes poderiam ser aplicadas, no entanto, levando-se
em conta a maior preservagao de espermatides integras isoladas, atestada pelo método
do Cytospin, sugere-se a combinacdo 60Hz/90s para a predigdo da produgdo

espermatica.



ABSTRACT

Azoospermia is an infertility condition characterized by the absence of
spermatozoa in the ejaculate. In many cases, paternity can only be achieved by assisted
reproduction, i.e. with testicular sperm extraction and subsequent intracytoplasmic
spermatozoa injection (ICSI), a process known as in vitro fertilization. For spermatozoa
extraction manual mechanical fragmentation of testicular parenchyma and search of
spermatozoa under light microscope are frequently used with no complete success.
However, it is unknown whether the fact of not having found sperm is by their absence
in the testis or failure in the search method. This study evaluated the efficacy of
sonication method of testicular fragments, employing dissociation of testicular tissue
and degeneration of cells, with the exception of elongated spermatid heads, in order to
determine more accurately the presence of this cell type in the testis of patients with
azoospermia. Histopathological analysis of the testes showed that in all patients, the
testes were similar, with typical hypospermatogenesis (Johnsen score ~ 8). The
preservation of the spermatid heads after sonication using different combinations of
frequency and time, was verified by the method of concentration of the sonication
product by Cytospin followed by staining with the kit Panotic. The combination 60Hz/90s
of sonication proved to be the best to keep the integrity of the heads of spermatids
besides the elimination of other cell types. When carried out the prediction of sperm
production from spermatid heads counting, it was found that there was no difference
between the different combinations of frequency and time tested, regardless of the
microscopy used for counting, fluorescence or phase-contrast. Thus, all combinations
could be applied, however, taking in account the better preservation of isolated intact
spermatid heads, attested by Cytospin method, we suggest the combination 60Hz / 90s

to predict sperm production.
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1. INTRODUCAO

1.1. Testiculo humano

As gOnadas masculinas, os testiculos, sdo responsdveis pela espermatogénese,
processo no qual ocorre a formacdo dos espermatozoides, e pela esteroidogénese, que
consiste na producdo de hormobnios sexuais masculinos (andrégenos). A
espermatogénese e a esteroidogénese ocorrem em dois compartimentos testiculares
morfolégica e funcionalmente distintos, respectivamente o compartimento tubular,
formado pelos tubulos seminiferos, e o compartimento intersticial ou intertubular,
localizado entre os tubulos seminiferos e formado por conjuntivo contendo grupos de
células produtoras de andrégenos, as células de Leydig. Para a producdao adequada de
espermatozoides, tanto quantitativa quanto qualitativa, é necessaria a integridade dos
dois compartimentos (Weinbauer et al., 2010).

Cada testiculo é dividido por septos conjuntivos em 250 a 300 Iébulos, no interior
dos quais encontram-se de 1 a 3 tubulos seminiferos bastante enovelados. Em média, o
testiculo humano contém 600 tubulos seminiferos, que representam 60 a 80% do
volume testicular total. Os tubulos seminiferos contém as células germinativas e dois
tipos diferentes de células somaticas, as células de Sertoli e as células peritubulares
mioides. Células germinativas compdem, juntamente com as de Sertoli, o epitélio
seminifero, um epitélio estratificado que reveste internamente o tubulo seminifero. E
nesse epitélio que ocorrem as divisGes das células germinativas para a formacdo de
gametas, com as células de Sertoli fornecendo suporte estrutural e funcional para todo o
processo. Células peritubulares mioides formam camadas concéntricas, intercaladas com
colageno, em torno dos tubulos seminiferos e constituem a tunica propria dos mesmos

(Hess & Francga, 2007; Weinbauer et al., 2010).

Células germinativas

A espermatogénese inicia-se com a divisdao de espermatogonias, células tronco
do epitélio seminifero, e termina com a formag¢ao de espermatozoides, os gametas
maduros. Células germinativas em diferentes estagios de maturagdo estdao arranjadas
em associagdes celulares tipicas nos tubulos seminiferos, conhecidas como estadios

espermatogénicos. O processo espermatogénico inteiro pode ser dividido em trés fases:



(1) mitética, que envolve a proliferagao e diferenciacdo de células espermatogénicas
diploides, as espermatogonias; (2) meidtica, que compreende a divisdo meidtica de
espermatacitos tetraploides para formar espermatides haploides; e (3) diferenciacdo ou
fase espermiogénica, que é a transformacdo de espermatides em espermatozoides (Hess
& Franga, 2007). As espermatogodnias se encontram no chamado compartimento basal
dos tubulos seminiferos e sao as células mais indiferenciadas do epitélio. No homem
constituem trés populac¢Oes, as espermatogonias Acscuras (A€), as espermatogonias Agjaras
(Ac) e as espermatogodnias do tipo B (B). As espermatogbnias B constituem a ultima
geracao de espermatogobnias e sofrem mitose para originarem os espermatdcitos
primdrios. Espermatogbnias Ae ndo mostram atividade proliferativa sob condi¢des
normais e parecem se dividir raramente, sendo consideradas as células-tronco
testiculares. Entretanto, sofrem mitose quando a populagdo geral de espermatogodnias é
drasticamente reduzida, como por exemplo, devido a radiagdo (de Rooij, 1998). Em
contraste, espermatogbnias Ac proliferam continuamente durante cada ciclo
espermatogénico. Ao se dividirem, podem renovar a si prdprias, mantendo sua
populacdo, ou diferenciarem em duas espermatogobnias B. (Clermont, 1966; Heller &
Clermont, 1964; Ehmcke & Schlatt, 2006; Ehmcke et al, 2006; Amann, 2008).
Espermatdcitos primarios em preleptéteno derivam da mitose das espermatogonias B e
iniciam a sintese de DNA para entrarem em divisdo meidtica. Ao entrarem na préfase |,
passam pelas fases de leptéteno, zigdteno, paquiteno e dipléteno. Apds passarem pelas
demais fases da primeira divisdo meidtica (metafase, anafase e teldfase), formam-se os
espermataocitos secundarios, os quais entram na préfase Il para sofrerem a segunda
divisdo meidtica e formarem as espermatides. Estas sdo células haploides que passam
pelo processo de diferenciacdo para se transformarem em espermatozoides.
Espermatides sao geralmente classificadas pelo sistema acrossémico, através do qual
podem ser distinguidas trés fases: (1) a fase de Golgi, quando brotam as vesiculas
acrossOmicas e surge a simetria cranio caudal; (2) a fase de capuz, quando se tornam
alongadas e o acrossoma se desenvolve, cobrindo a metade ou os dois tergos craniais do
nucleo; e (3) a fase acrossdmica e de maturacdo, quando o nucleo celular se condensa e
a célula continua a se alongar. Nessa fase o flagelo se torna maduro e parte do

citoplasma da célula é expulso, dando origem aos corpos residuais. Espermatozoides sao



entdo liberados, pelo processo denominado espermiagao, na luz dos tubulos seminiferos

(Clermont, 1963; 1966; Heller & Clermont, 1964; Amann, 2008).

Células de Sertoli

S3o as células somaticas do epitélio seminifero, mitoticamente inativas no
individuo adulto. Apoiam-se na membrana basal e se estendem até a luz do tubulo
seminifero. Sdo consideradas as células que dao suporte estrutural e funcional as células
germinativas, acompanhando seus processos de diferenciagdo e maturacdo em toda a
extensdo do epitélio seminifero. Em geral, considera-se que células de Sertoli
coordenam o processo espermatogénico, mas estudos mostram que células
espermatogénicas, por sua vez, também controlam as fung¢bes das células de Sertoli
(Pineau et al.,, 1993; Guitton et al., 2000; Chalmel et al., 2014). As membranas
basolaterais de células de Sertoli vizinhas apresentam especializacdes - juncdes de
oclusdo - que formam uma faixa de selagem entre as células, de forma a obliterar o
espaco intercelular. Essa organizacdo é parte constituinte da barreira hematotesticular,
mais conhecida hoje como barreira de células de Sertoli, cuja formacgdo coincide com o
inicio da meiose das células germinativas e divide o epitélio seminifero em duas regides
anatomica e funcionalmente distintas, os compartimentos basal e o adluminal. No
compartimento basal estdo células germinativas iniciais, que durante seu
desenvolvimento sao deslocadas para o compartimento adluminal. Esse deslocamento é
realizado através de processos sincronizados de dissolucdo e montagem das juncdes de
oclusdo, acima e abaixo da célula em migragdo. Uma importante fungdo das células de
Sertoli é a determinacdo do volume testicular e da producdo de espermatozoides no
individuo adulto. Cada célula de Sertoli estd em contato e suporta funcionalmente um
numero definido de espermatozoides. No homem, por volta de 10 células germinativas
ou 1,5 espermatozoides estdo relacionados com uma célula de Sertoli (Zhengwei et al.,

1998; Johnson et al., 2008).



1.2. Infertilidade Masculina

Infertilidade é a incapacidade de um casal obter uma gravidez de sucesso em um
ano de relagdo sexual regular e sem aplicagdo de método contraceptivo, sendo que essa
condicao afeta quase 15% dos casais no mundo, com o fator masculino sendo
responsdvel por até 50% dos casos. Entretanto, a maioria dos casais antes definidos
como inférteis sao agora classificados como subférteis, pois podem conceber apds um
ano de relagcdes sexuais regulares e sdo, portanto, tidos como sauddveis. No caso de
individuos que ndo concebem mesmo apds um ano nas condi¢cdes aqui citadas, a
infertilidade pode se apresentar em duas condigdes. A infertilidade absoluta é aquela
gue nao pode ser tratada, uma vez que se caracteriza por auséncia completa de
espermatogénese. Ja outros individuos inférteis podem alcangar a concepgdo por
tratamento uma vez que o processo espermatogénico esta afetado mas, em graus
variaveis, pode ser observada a producdo de espermatozoides. Nesses casos, a
concepcgdo envolve, muitas vezes, o uso de tecnologia de reproducdo assistida (ART),
como a extracdo cirdrgica de espermatozoides e ovdcitos seguida pela injecao
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Individuos subférteis também podem
optar por tratamento, mas nesse caso a ART iria, na melhor das hipdteses, apenas
antecipar a concepgao, que poderia ser alcangada por via natural (Esteves et al., 2011;
Jungwirth et al., 2012; Anawalt, 2013).

A causa mais comum da infertilidade masculina é a disfungao testicular primaria,
ou seja, infertilidade causada por anormalidade no processo espermatogénico. A
disfungao testicular primaria, na maioria dos casos, ndo possui causa definida e &, por
isso, denominada idiopdtica. Entretanto, existem muitas causas conhecidas para a
disfuncao testicular primdria, como: dano testicular devido a tratamentos para o cancer
local ou sistémico como a quimioterapia e radiacdo pélvica, mutacdes genéticas entre
elas a sindrome de Klinefelter, traumas testiculares, criptorquidismo, orquite causada
por infecgdes como a caxumba, orquiepididimite, varicocele, destruicdo autoimune e
drogas. Em adi¢do a disfungdo testicular primaria, outras causas de infertilidade incluem
desordens hormonais, doengas sexuais (disfungdo erétil ou anorgasmia), exposicdo a
toxinas ambientais e defeitos no transporte de espermatozoides, como a malformacao
congénita ou a obstrucdo de vias espermaticas (Esteves et al., 2011; Anawalt, 2013;

Bachir & Jarvi, 2014). Independentemente da causa da infertilidade, caso ndo se detecte



a presenca de espermatozoides no ejaculado, essa condicdo é dita azoospermia, que

serd tratada mais detalhadamente a seguir.

Azoospermia

Condicao de infertilidade caracterizada pela auséncia de espermatozoides no
ejaculado. E um fendmeno importante, que atinge 3% da popula¢do mundial masculina
e representa 10 a 15% dos casos de infertilidade masculina (Esteves et al., 2011;
Wosnitzer & Goldstein, 2014). Existem dois tipos de azoospermia. A azoospermia
obstrutiva ocorre em 40% dos casos e é determinada pela obstrugdo das vias
espermaticas, que pode ocorrer em qualquer local ao longo do trato reprodutivo
masculino (rede testicular, ductulos eferentes, ducto epididimario, ducto deferente e
ducto ejaculatério). Nessa condicdo, geralmente, os testiculos tém tamanho normal e a
espermatogénese também é normal. Entretanto, alguns outros sintomas podem
aparecer, como o0 aumento do epididimo, por causa do acumulo de espermatozoides. As
causas da obstrucdo podem ser variadas, como por exemplo a agenesia do ducto
deferente, doencas infecciosas, traumas e vasectomia (Baker & Sabanegh, 2013;
Wosnitzer & Goldstein, 2014). Ja a azoospermia ndo obstrutiva é causada por fatores
variados que prejudicam o processo espermatogénico e, portanto, a producdo de
espermatozoides, como ocorre em casos de orquite, varicocele, criptorquidismo,
desordens hormonais e desordens genéticas (como a sindrome de Klinefelter), dentre
outras. Nessas condicdes, os testiculos sao frequentemente pequenos e a produgdo de
espermatozoides é nula ou reduzida, nesse ultimo caso a condi¢cdo sendo denominada
hipoespermatogénese (Berookhim & Schlegel, 2014; Wosnitzer & Goldstein, 2014). O
tipo de azoospermia é determinado clinicamente através de histdrico clinico, exame
fisico (apalpacdo), exames laboratoriais (dosagem de hormdnios) e, em alguns casos,
através de biopsias e caridtipos. Os tratamentos para individuos com azoospermia sao
bastante variados e incluem reposicdo hormonal, intervengdes cirdrgicas para
desobstrucdo de vias e técnicas de extracdo de espermatozoides. Para o tratamento da
azoospermia, dois procedimentos de sucesso se desenvolveram nas ultimas décadas: as
técnicas de extragao de espermatozoides do epididimo ou do testiculo e a técnica de
injecdo intracitoplasmdtica do espermatozoide (ICSI), que é a chamada fertilizagdo in

vitro. No caso da extragdo de espermatozoides, a mesma possibilita que homens



considerados antes inférteis e que s6 poderiam ter filhos por inseminacao da parceira
com sémen de um doador, possam ter filhos a partir de seus prdprios espermatozoides
(Esteves et al., 2011; Wosnitzer & Goldstein, 2014). Considerando que o numero de
espermatozoides nesses pacientes inférteis é, muitas vezes, bastante reduzido, faz-se
necessario o uso de métodos de busca dessas células cada vez mais elaborados, sendo

os mais empregados atualmente descritos a seguir.

1.3. Técnicas de extragao de espermatozoides
Existem diferentes técnicas de extracdo de espermatozoides para sua utilizacao

em ICSI, a saber:

PESA

A aspiracdo percutanea de espermatozoides do epididimo (PESA) é utilizada
somente em casos de azoospermia obstrutiva, consiste da aspiracdo percutanea de
espermatozoides do epididimo. A técnica é realizada através de inser¢des de uma agulha
na pele escrotal visando alcancar varias regides do epididimo. Segue-se com a aspiracao
do conteudo intraductal do epididimo, que é levado ao microscépio para a localizacdo e
isolamento dos espermatozoides. Importante ressaltar que, embora a regido da cauda
epididimaria seja local de maior concentracdao de espermatozoides, em vista de sua
funcdo de armazenamento dessas células, a mesma contém, em condicdes normais,
grande quantidade de espermatozoides de baixa qualidade e restos celulares, além de
outras células, como macrdfagos. Dessa forma, a aspiracao é feita em diferentes regides
do epididimo, garantindo a colheita de maior nimero de espermatozoides vidveis

(Esteves et al., 2011; Wosnitzer & Goldstein, 2014).

MESA

A aspiragao microcirurgica de espermatozoides do epididimo (MESA) é realizada
também em casos de azoospermia obstrutiva, trata da aspiracdo microcirdrgica de
espermatozoides do epididimo. A diferenca em relacdo a PESA é que na MESA faz-se um
corte na pele escrotal e na capsula epididimaria, de modo a expor o ducto epididimario,
permitindo a selecdo de regides do ducto mais dilatadas, onde a presenca de maior

guantidade de espermatozoides é mais provdvel. A aspiracdio e colheita dos



espermatozoides sdo realizadas como na PESA (Esteves et al., 2011; Wosnitzer &

Goldstein, 2014).

TESA

A aspiragdo percutanea de espermatozoides do testiculo (TESA) é geralmente
utilizada quando PESA ou MESA mostram-se ineficazes para pacientes com azoospermia
obstrutiva; e também em casos de hipoespermatogénese em azoospermia nao
obstrutiva. E um método bastante semelhante & PESA, porém a aspiracio dos
espermatozoides é feita diretamente no testiculo (Esteves et al., 2011; Wosnitzer &

Goldstein, 2014).

TESE

A extragdo de espermatozoides do testiculo (TESE) é aplicada quando os métodos
anteriores falham em pacientes com azoospermia obstrutiva, e em casos de
hipoespermatogénese em pacientes com azoospermia nao obstrutiva. A extragdao de
espermatozoides do testiculo é feita através de uma ou mais bidpsias testiculares. Apds
incisdao da pele, tunica vaginal e albuginea testicular, um ou mais fragmentos do tecido
testicular sao colhidos e colocados em meio de cultura préprio para espermatozoides.
Os fragmentos sdo passados através de um angiocateter para separacdao dos tubulos
seminiferos, e, posteriormente, sob microscépio invertido, os mesmos sdo
mecanicamente fragmentados, seguindo-se entdo com a busca dos espermatozoides. E
comum o uso de solug¢des enzimaticas para facilitar o processo de fragmentacao, o que
aumenta a chance de encontrar espermatozoides nas bidpsias (Esteves et al., 2011;

Wosnitzer & Goldstein, 2014).

MicroTESE

A extragdo microcirurgica de espermatozoides do testiculo (MicroTESE) é um
processo semelhante a TESE, porém todo o procedimento cirurgico é feito sob
microscépio estereoscopico. O uso do microscdpio durante todo o processo permite a
escolha de uma area da albuginea menos vascularizada para incisdo, de modo a evitar
processos hemorragicos importantes. Posteriormente, permite a selegao de regides do

tecido testicular onde os tubulos seminiferos aparecem dilatados e opacos, indicando,



uma maior quantidade de células germinativas e/ou espermatozoides na luz tubular, o
gue aumenta a chance de encontrd-los. Dessa forma, o nimero de bidpsias pode ser
reduzido a uma Unica, o que também contribui para menores complicagdes pos-

operatdrias (Esteves et al., 2011; Wosnitzer & Goldstein, 2014; Deruyver et al., 2014).

Poucos estudos sistematicos tém sido conduzidos para comparar a eficiéncia
desses métodos de extracdo de espermatozoides e as recomendacdes para o uso dos
mesmos baseiam-se em evidéncias acumuladas, fornecidas por estudos descritivos,
observacionais e controlados. A MicroTESE tem sido sugerida como o método de maior
sucesso na obtencdo de espermatozoides em pacientes azoospérmicos, mesmo aqueles
com reducdo importante do volume testicular (Berookhim & Schlegel, 2014; Bryson et
al., 2014). Por outro lado, em vista do menor custo envolvido no processo, um dos
métodos mais utilizados atualmente é a TESE. Em ambos os métodos, é feita a
fragmentagdao manual do tecido testicular para a busca de espermatozoides sob
microscopia de luz invertida. Entretanto, essa forma de fragmentagdo ndo garante que a
presenca dos espermatozoides seja detectada em pacientes com numero muito
reduzido dessas células e, nesse caso, deve ser questionado se os pacientes realmente
ndo possuem espermatozoides ou se estes estdo presentes em numero tdo pequeno
gue ndo foram percebidos pelo examinador. Em vista do exposto, um método mais
eficiente de busca poderia garantir maior sucesso na detecgdao de espermatozoides nas
bidpsias testiculares. A sonicacdao de fragmentos testiculares obtidos por bidpsia, com

busca de cabecas de espermatides sob microscépio seria um desses métodos.

1.4. Sonicagao de tecido testicular

A sonicacdo trata-se de método de fragmentacdo, por ultrassom, do tecido.
Normalmente é feita utilizando-se uma sonda de ultrassom, conhecida como sonicador.
Dependendo da frequéncia e do tempo aplicados durante a sonicacdo, é possivel o
rompimento das células e separacdo de seus componentes (Priego-Capote & Castro,
2007). No que se refere ao tecido testicular, o processo da espermiogénese caracteriza-
se por uma série de mudangas morfologicas, que incluem a compactagdo e

reestruturacdao do nucleo da espermatide. A compactagao nuclear é alcangada pela



progressiva expressdo e deposicdo de proteinas de transi¢cdo (Tnp) e protaminas (Prm),
gue deslocam a maioria das histonas antes presentes na estrutura do DNA (Johnson et
al., 2016). Essa condensagdo nuclear confere maior resisténcia dos nucleos das
espermatides ao processo de sonicacao, permitindo que, em uma determinada
combinagao de frequéncia e tempo de ultrassom, ocorra a conservagao dos mesmos,
enquanto os nucleos das demais células presentes no tecido sdo destruidos (Meistrich et
al., 1976; Kuretake et al.,1996).

A sonicagdo de tecido testicular é técnica comum em diferentes procedimentos.
Para aplicagdao na clinica, a sonicagdao é sugerida como método de obtengao de
espermatozoides sem cauda, pois sabe-se que nessas condicdes os gametas sdo mais
estdveis para submissdo a criopreservacdo (Kuretake et al.,1996); e, também, que a
imobilizagao de espermatozoides imediatamente antes da ICSI aumenta a taxa de
sucesso de fertilizacdo (Palermo et al., 1996; Tateno et al., 2000).

Em estudos cientificos, a sonicacdo é utilizada para obtencdo de cabecas de
espermatozoides isoladas das caudas o que, segundo Amaral e colaboradores (2013),
reduz a complexidade da amostra, possibilitando estudos mais direcionados e
especificos para essas estruturas. Além disso, essa técnica tem sido aplicada
satisfatoriamente para predi¢ao da produgao espermatica de testiculo de camundongos
gue sofreram efeitos deletérios de tratamentos com agentes citotdxicos ou
guimioterapicos sistémicos (Meistrich, 1982; Drumond et al., 2011) bem como de ratos
qgue foram submetidos a restricdo proteica desde o periodo gestacional (Melo et al.,

2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Existem diferentes técnicas para o tratamento de infertilidade em casos de
azoospermia nao obstrutiva. Entretanto, o sucesso na extragdo de espermatozoides em
pacientes azoospérmicos ndo é total, com estudos mostrando, por exemplo, uma média
de taxa de extracdo de apenas 45% para TESE e 63% para MicroTESE (Donoso et al.,
2007; Berookhim & Schlegel, 2014). Nesses casos, a busca pelos espermatozoides é feita
por um microscopista apds fragmentagdo mecanica manual (com auxilio de enzimas ou
ndo) sob microscopia invertida de campo claro. No entanto, muitas vezes, o fato do
examinador n3o ter encontrado espermatozoides, utilizando esse tipo de busca, pode
nao implicar, necessariamente, na auséncia de espermatozoides no testiculo do
paciente; e sim que 0 mesmo apresenta 0 processo espermatogénico grandemente
prejudicado e, portanto, um numero muito reduzido de espermatozoides, dificultando
sua detecgdo. Desta forma, seria de grande aplicagdo um método que certificasse a
presenca de espermatozoides no testiculo de pacientes nessa condicao, de forma que a
busca manual pelo microscopista poderia ser intensificada, favorecendo a obtengdo de
espermatozoides para aplicacdo na ICSI. E importante a determinagdo de um método
gue nao s6 dependa da busca direta pelo examinador, mas procure responder esta
questao de forma mais precisa. Um método que poderia ter esta aplicagdo, de identificar
se o paciente possui espermatozoides, mesmo em numero muito reduzido, seria o da
sonicacdo. Estudos em roedores empregando a sonicacdo de fragmentos testiculares
tém predito a produgao espermatica destas espécies em diferentes condigOes
experimentais (Drumond et al., 2011; Melo et al., 2013). Em humanos, entretanto, essa
técnica ndao tem sido aplicada com esse objetivo e, caso se comprove sua eficiéncia na
busca de espermatozoides, poderia aumentar a probabilidade de pacientes com

infertilidade mais severa serem pais bioldgicos.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso do método de sonicagao de fragmento testicular como ferramenta

para determinagdo da presenga e do niumero de espermatides em testiculos humanos

3.1. Objetivos especificos

Em fragmentos testiculares, pretende-se:

1. Avaliar morfologicamente o parénquima testicular e classifica-lo em escores
histopatoldgicos do processo espermatogénico;

2. Verificar a presencga e preservagdao morfoldgica de cabegas de espermatides apds
concentracdo dos homogeneizados, pelo método do Cytospin e coloracdo com
kit Pandtico, obtidos de diferentes fragmentos testiculares processados por
sonicacdao em diferentes tempos e frequéncias;

3. Quantificar o nimero de cabecas de espermatides, em fragmentos testiculares
obtidos de diferentes regides do testiculo, processados por sonicagdao em
diferentes tempos e frequéncias, utilizando as microscopias de fluorescéncia e de
contraste de fase;

4. Determinar o melhor método de identificacdo das cabecas de espermatides nos
homogeneizados testiculares, comparando as microscopias de contraste de fase

e fluorescéncia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes

Os quatro pacientes que participaram desse estudo (P1 a P4) eram todos idosos,
com idade entre 66 e 75 anos (71,8 £ 4 anos), que foram submetidos a orquiectomia
devido a cancer de préstata e sem nenhum tipo de tratamento, seja hormonioterapia,
guimioterapia ou radioterapia. Foram utilizados ambos os testiculos dos pacientes P2 e
P4 e unilateral dos pacientes P1 e P3. Os procedimentos de coleta de material bioldgico
foram realizados no Hospital das Clinicas da UFMG, sob supervisao do Dr. Reginaldo
Martello. Os protocolos desse estudo foram aprovados pelo Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP, Parecer n2 189/2008 (Anexo 1), pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG, Parecer n2 ETIC 117/2007 (Anexo Il) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e
Extensdo do Hospital das Clinicas — DEPE, Parecer n2 079/2007 (Anexo Ill). Todos os
pacientes foram informados sobre o objetivo do estudo e assinaram termo de

consentimento livre e esclarecido (Anexo V).

4.2, Orquiectomia

As orquiectomias foram todas do tipo total. Para tal, foi realizado bloqueio
anestésico local por pungao percutanea do escroto, utilizando-se seringa estéril de 20
mL acoplada a agulha de 21-gauge, com infiltragao de 7 mL de solugdo 1:1 de lidocaina
1% e bupivacaina 0,5% em cada corddo espermatico e 1 mL dessa solugdo sob a pele e
subcutaneo da regido incisada. Com o paciente na posi¢ao de decubito dorsal, fez-se a
degermacado da pele de toda a regido genital com solugdo PVPI degermante e antissepsia
da mesma com tintura de PVPI. O procedimento cirdrgico iniciou-se com uma incisao da
pele escrotal de aproximadamente 4,0 cm, na regido da rafe escrotal, por onde foram
expostas todas as camadas, desde a pele até a tunica vaginal. A hemostasia foi realizada
com auxilio de um eletrocautério. O testiculo foi exteriorizado e retirado. Nesse tempo
cirurgico foi feito novamente a hemostasia, com auxilio do eletrocautério e sutura com
fio de catgut 2-0. O mesmo fio foi usado na rafia dos outros planos, separadamente até a
pele. Foi feito o mesmo procedimento no testiculo contralateral, caso presente (Mayor
& Zingg, 1975). Cada testiculo foi dividido em duas metades, uma delas armazenada

fresca e mantida sob refrigeracdo e outra fragmentada e imersa em solugao fixadora de
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glutaraldeido a 5% em tampao fosfato 0,05M pH 7,2-7,4. O material foi entdo levado ao

laboratdrio para processamento.

4.3. Delineamento experimental

Para alcance dos objetivos propostos neste projeto, foram realizados diferentes
experimentos, delineados na Figura 1. De cada testiculo, foi colhido um fragmento para
confecgdo de lamina para avaliagao histopatoldgica. Além disso, para cada combinagao
de frequéncia e tempo de sonicacdo aplicada, foram processados quatro fragmentos
testiculares, colhidos em diferentes regides do testiculo. Parte do homogeneizado,
obtido por sonicagdo dos fragmentos, foi concentrado em lamina pelo método de
Cytospin, para analise da preservagdao das cabegas de espermatides. Outra parte do
homogeneizado foi utilizada para contagem das cabegas de espermatides em camara de

Neubauer, sob microscépio de fluorescéncia e de contraste de fase.
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Figura 1. Delineamento experimental
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4.4. Processamento histolégico

Fragmentos testiculares foram fixados em glutaraldeido a 5% (Electron
Microscopy Science, biological grade) em tampao fosfato 0,05M pH 7,3 por 1 hora e
depois de recortados em fragmentos menores foram mantidos na solugdo fixadora por
uma noite, sendo entdo transferidos para o mesmo tampao, onde permaneceram até o
momento da inclusdo. Para inclusdo, as amostras foram desidratadas em série crescente
de etanol e incluidas em resina a base de glicol metacrilato, segundo Chiarini-Garcia e
colaboradores (2011). Dos blocos, foram obtidos cortes de 3um de espessura, utilizando-
se navalha de vidro e micrétomo rotativo automatico. Os cortes foram corados com azul
de toluidina em borato de sddio a 1%, montados com laminula de vidro e analisados por

microscopia de luz.

4.5. Andlise morfoldgica e escores histopatoldgicos da espermatogénese

Para avaliagdo da condicdo do processo espermatogénico dos pacientes, foi
realizada analise de secgdes histologicas de testiculo. A partir dessa analise foram
aplicados dois métodos para classificagdo do epitélio seminifero em escores
histopatologicos, o método de Johnsen (1970) que avalia os diferentes tipos de
hipoespermatogénese e parada de maturagdo, e o método de Bergmann (Bergmann et
al., 1994; Bergmann & Kliesch, 2010), que avalia as alteracGes da espermatogénese em
relagdo a presenca de espermatides alongadas no parénquima testicular. Para o método
de Johnsen, as alteragdes da espermatogénese foram classificadas em 10 escores, de

acordo com os critérios abaixo:

Escore 10 - Espermatogénese completa, com muitas espermatides alongadas. Epitélio
germinativo organizado, com espessura preservada e a luz do tubulo livre.

Escore 9 - Muitas espermatides alongadas estdao presentes, mas, o epitélio germinativo
estd desorganizado, com evidente descamacgao ou obliteragao da luz do tubulo.

Escore 8 - Apenas algumas espermatides alongadas (menos de cinco) presentes no corte
transversal do tubulo seminifero.

Escore 7 - Auséncia de espermatides alongadas e presenga de muitas espermatides em

alongamento e arredondadas.
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Escore 6 - Auséncia de espermatides alongadas e presenca de poucas espermatides em
alongamento e arredondadas (menos de cinco).

Escore 5 - Auséncia de espermatides e presenca de muitos espermatocitos.

Escore 4 - Auséncia de espermatides e presenca de poucos espermatécitos (menos de
cinco).

Escore 3 - EspermatogOnias sao as Unicas células germinativas presentes.

Escore 2 - Auséncia de células germinativas e presenca apenas de células de Sertoli.
Escore 1 — Auséncia de células germinativas ou somaticas no corte transversal do tubulo

seminifero.

Para se obter o escore de Johnsen, multiplicou-se o nimero de tubulos contados
em cada um dos escores, de um a dez, pelo valor do seu escore. Os valores obtidos de
todos os escores foram somados e divididos pelo nimero total de tubulos seminiferos
contatos (Anexo V).

O escore de Bergmann foi determinado dividindo o niumero de tubulos contendo
espermatides alongadas (escores de 8 a 10 de Johnsen) pelo numero total de tubulos
contados (Anexo V).

Para avaliacdo de ambos os escores, apenas os cortes transversais de tubulos

seminiferos foram contados, em aumento final de 400x.

4.6. Sonicacao

Em quatro diferentes regides de cada testiculo, foram coletados 5 fragmentos
frescos (ndo fixados), pesando cada um 0,05g, totalizando 20 fragmentos. Cada
fragmento era imerso em 1 mL de agua destilada em tubo tipo Eppendorf e levado ao
processador ultrassénico (Cole Parmer,modelo GE 130PB; Vernon Hills, IL, EUA). Os
fragmentos das quatro diferentes regides dos testiculos foram submetidos a diferentes
testes de sonica¢do (40Hz/90seg; 60Hz/90seg; 80Hz/90seg; 60Hz/70seg e 60Hz/110seg)
(Figura 1). Os homogeneizados resultantes foram utilizados para contagem de cabecas
de espermatides sob microscépio de fluorescéncia e de contraste de fase e para andlise
morfoldgica e morfométrica das células espermatogénicas ap6ds aplicacdo do método de

Cytospin e coloragao com kit Panético.
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4.7. Avalia¢cao morfoldgica dos componentes presentes no sonicado

Para cada homogeneizado, 500 pL foram concentrados sobre lamina histoldgica,
pelo método do Cytospin, como se segue. Apds preparado 0 conjunto
lamina/filtro/suporte /prendedor, o volume de homogeneizado foi aplicado no suporte
da amostra, com auxilio de pipeta e sem tocar no filtro. O conjunto foi corretamente
fechado e levado a centrifuga, a 450 rpm por 5 minutos. Apds centrifugagdao as laminas
eram deixadas secar por 24h, a temperatura ambiente, e coradas com o kit Pandtico de
coloragdo. Sobre o material na lamina eram colocadas, sequencialmente, as seguintes
solugdes: solucdo 1, composta de triariimetano a 0,1%; solucdo 2, composta de xanteno
a 0,1% ; e solucdo 3, composta de tiazina a 0,1%. Todas as solu¢des eram aplicadas por 5
a 10 segundos e, apds a ultima solugdo, a lamina era lavada em agua corrente. As
laminas foram analisadas em microscépio éptico de campo claro.

Nos preparados obtidos pelo método de Cytospin, para cada combinagdo de
frequéncia e tempo, foi avaliado um total de 100 células e calculadas as frequéncias de
(1) nucleos de espermatides, (2) nucleos fragmentados e (3) nucleos de outras células.

As cabegas de espermatides foram identificadas pelo seu formato “em gota” ou
arredondado, tipico da espécie humana. Na porgao cranial do nucleo observa-se um

capuz de coloragdo mais intensa que corresponde ao acrossoma.

4.8. Nimero de espermatides obtido apds fluorescéncia e contraste de fase

Os nucleos das cabecas de espermatides, contidas no homogeneizado obtido
pela sonicagdo, foram marcados com fluorescéncia pelo marcador DAPI (4’,6-diamidino-
2-phenylindol). Foram utilizados 50uL do homogeneizado obtido por sonicagdo, aos
quais foram adicionados 50uL do marcador DAPI, diluido 1:1000 em PBS, deixando agir
por 5 minutos. O homogeneizado era entdo transferido para camara de Neubauer e
levado ao microscépio Olympus BX-51, equipado com sistema de analise por
fluorescéncia e por contraste de fase.

ApoOs o tempo para marcagao com DAPI do homogeneizado, 10 pL do mesmo
eram transferidos para cada um dos dois reticulos da camara de Neubauer (Figura 2) e
levados ao microscopio. A contagem foi feita com objetiva de 40X e foram contadas as

células presentes em cinco divisdes da area central de cada reticulo. Para cada reticulo,
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contava-se as cabecas de espermatides tanto por microscopia de fluorescéncia, quanto
por microscopia de contraste de fase. Todo o processo era realizado em duplicata,
totalizando a contagem de quatro reticulos da cdmara de Neubauer por homogeneizado.
ApOs a contagem, para cada tipo de microscopia utilizada, calculava-se a média das cinco
divisdes contadas, para cada reticulo. Procedia-se entdo com o calculo da média dessas
médias, obtendo-se um valor médio das contagens realizadas nos quatro reticulos. O
valor obtido era corrigido devido a diluicdo com DAPI (multiplicado por 2) e aplicado na

seguinte férmula (Carvalho, 1983):
VP = (M.25.10.10%).(VD + %)

Onde: VP: Valor procurado (nimero de células no homogeneizado)
M: média dos valores contados nos 4 reticulos
25: nimero total de quadrados num volume de 0,1 mm?
10: para converter 0,1 mm’ em 1 mm” (1pL)
10’ para converter de puL paramL
VD: volume do diluente em mL
m: peso do fragmento em gramas
d: densidade do tecido (testiculo = 1,05)
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Figura 2: Camara de Neubauer. A: esquema das subdivisdes do reticulo. B: posi¢do dos dois reticulos em
relagdo a cdmara e a altura da base da camara até a laminula
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Uma vez obtido o numero de células no homogeneizado, contido em 0,05g de
testiculo, o mesmo era corrigido para o peso total do érgdo, determinando o nimero

total de espermatides por testiculo.

4.9. Método estatistico

Todos os parametros avaliados foram testados quanto a normalidade antes da
anadlise. Os dados foram analisados como um delineamento inteiramente ao acaso. Uma
vez que os dados ndo estavam distribuidos normalmente nem foram normalizaveis,
foram aplicados os métodos ndao paramétricos de Mann-Whitney, para comparagao
entre dois grupos, e de Kruskal Wallis, seguido do teste de comparacdao multipla de
Dunn, para comparagao de mais de dois grupos. Foi considerado o nivel de significancia

de 5% (p <0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Morfologia testicular e avaliagao histopatoldgica da espermatogénese através dos
escores de Johnsen e Bergmann

A morfologia dos testiculos de homens idosos com cancer de prostata e que nao
sofreram nenhum tipo de tratamento se assemelha a de testiculo com
hipoespermatogénese (Figura 3). Muitos tubulos seminiferos apresentavam epitélio
mais baixo (Figuras 3A e 3B) e com poucas espermatides alongadas. Numa avaliagdo
citolégica mais detalhada, foram identificados os VI estadios do ciclo do epitélio
seminifero e os tubulos apresentavam mais de um estadio por sec¢ao transversal. As
células germinativas, incluindo espermatogbnias até as espermatides, apresentavam
morfologia aparentemente normal. Em alguns tubulos ndo foram observadas células
germinativas em determinados estadios onde eram previstas, enquanto em outros foi
observada a presenca de células em estadios onde normalmente ndo seriam frequentes.
Muitos tubulos apresentaram o [imen obstruido por células descamadas, associado com
a presenca de espacos no epitélio seminifero (Figura 3C). As células de Sertoli, por sua
vez, apresentaram-se com morfologia tipica. Em relagdo ao compartimento intertubular,
foram observadas, além de fibras e células tipicas do tecido conjuntivo, vasos
sanguineos, leucdcitos e mastdcitos. Ainda, foram observadas numerosas células de

Leydig (Figura 3D), muitas delas com citoplasma preenchido por goticulas lipidicas.
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Figura 3. Fotomicrografias de sec¢des de testiculo de paciente idoso com cancer de préstata. A. Visao
panoramica dos tubulos seminiferos, onde se observa alguns tubulos com epitélio seminifero mais baixo,
tipico de hipoespermatogénese (asteriscos); B. Detalhe de um tubulo seminifero, em corte transversal,
onde se observa epitélio seminifero com altura caracteristicamente mais baixa devido a presenga de
poucas células germinativas; C. Tubulo seminifero com células germinativas descamadas no limen (seta);
D. Tecido intertubular com numerosas células de Leydig (setas). Coloragdo com azul de toluidina. Barras: A

=140 ym; Be D =35um; C=70 um.
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Ao avaliar os testiculos pelos escores histopatolégicos da espermatogénese
segundo Johnsen (1970) e Bergmann e colaboradores (1994), verificou-se que os escores
médios dos pacientes foram muito semelhantes, demonstrando que o grupo de

pacientes utilizado no presente estudo foi bastante homogéneo (Tabela 1).

Tabela 1. Escores histopatoldgicos testiculares, segundo Johnsen (1970) e Bergmann e
colaboradores (1994).

Pacientes Escore de Johnsen Escore de Bergmann
TD TE TD TE
P1 7,92 - 0,68 -
P2 8,64 8,58 0,93 0,93
P3 - 7,87 - 0,63
P4 8,24 7,78 0,75 0,65

5.2. Morfologia e frequéncia dos componentes do homogeneizado testicular

Para avaliar a preservagao e a morfologia das cabegas de espermatides no
homogeneizado, apds sonicagao dos fragmentos testiculares, foram confeccionadas
laminas com concentracdo do homogeneizado pelo método do Cytospin e coloracao
com o kit Pandtico, para todos os testiculos dos pacientes avaliados. Quanto a
morfologia, observou-se que o concentrado na lamina histolégica apresentou diversos
restos celulares e grumos amorfos heterogéneos e dispersos, cuja frequéncia variou em

dependéncia da combinagdo de frequéncia (Hz) e tempo (seg) de sonicagdo (Figura 4).



22

Figura 4. Fotomicrografias do homogeneizado apds concentragdo por Cytospin e coloragdo por kit
Panético. A. Homogeneizado preparado a 60Hz/70s, com grande quantidade de material heterogéneo e
grumos (setas); B. Homogeneizado preparado a 60Hz/90s , com alguns grumos de material amorfo (setas);
C. Homogeneizado preparado a 60Hz/110s onde o material heterogéneo mostra-se bastante reduzido.
Barra = 145 pm.
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Entre esse material, foi possivel identificar alguns elementos celulares,
gue se encontravam integros ou fragmentados, em todas as combinacdes de frequéncia
e tempo de sonicacdo utilizadas. Dos componentes celulares que resistiram a sonicacao,
alguns foram mais frequentes e puderam ser identificados, dentre eles nucleos de

espermatides, nucleos fragmentados e nucleos de outras células (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografia de concentrado de homogeneizado sobre Iamina, preparado pelo método de
Cytospin e corado com kit Panédtico. Podem ser identificados: nucleos de espermatides (E), nucleos de
outras células (OC) e nucleos fragmentados (NF). Barra= 4um.

Quando se comparou as frequéncias desses elementos entre os diversos
processamentos, verificou-se que ndo houve diferencas entre as mesmas, exceto
qguando se comparou a combinacdo 60Hz/90s com a combinacdo 60Hz/110s. A
combinacdo 60Hz/90s mostrou maior frequéncia de nucleos de espermatides integros
em relacdo a combinagdo 60Hz/110s. Por outro lado, a frequéncia de nucleos
fragmentados foi maior quando o tempo de sonica¢do foi de 110 segundos (60Hz/110s)
comparado com o tempo de 90 segundos (60Hz/90s) (Figura 6). Em relagdo as outras
combinacdes, ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo aos dados

morfométricos através da anadlise apos Cytospin.
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Figura 6. Frequéncia (%) de células em homogeneizados de tecido testicular de quatro pacientes,
concentrados por Cytospin e corados pelo kit Panético (*p<0,05).

5.3. Morfologia das cabecgas de espermatides nos homogeneizados, sob microscopia de
fluorescéncia e de contraste de fase

Quanto ao aspecto morfolégico das cabegas de espermatides, obtidas apods
sonicagao dos fragmentos testiculares e observadas sob a microscopia de fluorescéncia,
as mesmas apresentaram nucleos fortemente fluorescentes pelo DAPI, com facil
identificagdo. Restos celulares, ou debris, do homogeneizado raramente eram vistos no
plano de fundo da preparagdo (Figura 7A). Ja sob a microscopia de contraste de fase, as
cabecas de espermatides eram vistas, frequentemente, misturadas a restos celulares
presentes no homogeneizado, tornando sua identificagdo mais dificil (Figura 7B). Em um
mesmo campo, observado pelos dois tipos de microscopias, foram detectadas
espermatides cujos nucleos fluorescentes ndao eram percebidos pela microscopia de
contraste de fase, e espermatides cujos nucleos eram percebidos por contraste, mas que

ndo emitiram fluorescéncia (Figuras 7A e 7B).
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Figura 7. Fotomicrografias de homogeneizado em cadmara de Neubauer, mostrando mesmo campo visto
sob microscopio de fluorescéncia (A) e de contraste de fase (B). As setas indicam nucleos de espermatides,
vistos em ambas as microscopias. Cabecas de setas simples indicam cabegas de espermatides identificadas
por contraste de fase , mas cujos nucleos nao fluorescem; cabecas de setas duplas indicam nucleos
fluorescentes que ndo foram identificados como espermatides sob contraste de fase. D= debris. Barras=
12pum.

5.4. Predicao do nimero de espermatides por testiculo: comparacao entre diferentes
tempos e frequéncias de sonicacao

Quanto ao numero de espermatides por testiculo, estimado através de
uma amostra testicular de 0,05 gramas, sob a microscopia de fluorescéncia, os seguintes
valores foram obtidos: 414 x 10° 4 40Hz/90s, 512 x 10° & 60Hz/90s, 312 x 10° & 80Hz/90s,
347 x 10° 3 60Hz/70s e 305 x 10° espermétides/testiculo & 60Hz/110s. Sob a microscopia
de contraste de fase, os seguintes valores foram obtidos: 368 x 10° 3 40Hz/90s, 482 x 10°
a 60Hz/90s, 296 x 10° a 80Hz/90s, 306 x 10° a 60Hz/70s e 269 x 10°
espermatides/testiculo a 60Hz/110s.

Ao comparar-se o numero de espermatides obtido apds diferentes frequéncias e
tempos de sonicagdo, nao foram observadas diferencgas significativas, em nenhumas das
miscroscopias utilizadas. Também ndo houve diferencas significativas quando se
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comparou a microscopia de fluorescéncia com a de contraste de fase, em uma mesma
combinagdo de frequéncia e tempo (Figura 8).
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Figura 8. Comparagdo do numero de espermétides por testiculo obtido apds diferentes frequéncias (Hz) e
tempos (seg) de sonicagdo e avaliagdo pelo método de fluorescéncia (DAPI) ou contraste de fase (*p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Um dos procedimentos frequentemente usados para a determinagao da
presenca de espermatozoides em testiculos de pacientes com azoospermia, que
desejam ser pais através da fertilizacdo in vitro, é a extracdo dessas células de bidpsias
testiculares. Os espermatozoides encontrados sao entdo isolados e utilizados para a
injecdo em ovocitos, técnica conhecida como injegdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) (Nijs & Elst, 2000; Esteves et al., 2011; Wosnitzer & Goldstein,
2014). A busca pelos espermatozoides é normalmente realizada por fragmentacdo
mecanica manual, sob microscépio, dos componentes do parénquima testicular, o que,
muitas vezes ndo garante o sucesso na obtencdo dessas células, principalmente quando
0 paciente possui quantidade reduzida de espermatozoides no testiculo (Donoso et al.,
2007; Berookhim & Schlegel, 2014; Bryson et al., 2014). Dessa forma, torna-se de grande
interesse o estabelecimento de um método mais eficaz na deteccdo de espermatozoides
em bidpsias testiculares, aumentando as chances de que pacientes, mesmo aqueles com
reduzida producdo espermatica, possam alcancar o objetivo de se tornarem pais.

A sonicagao de tecidos trata-se de método em que ondas ultrassonicas sdo
aplicadas ao tecido, normalmente imerso em liquido, causando a separacao de seus
componentes, possibilitando assim o isolamento dos mesmos. O grau de separa¢do dos
componentes depende da frequéncia e do tempo de sonicacdo e esses dois parametros
sdo entdo determinados conforme os objetivos do procedimento (Priego-Capote &
Castro 2007). No caso do tecido testicular, sabe-se que é possivel a obtengdo exclusiva
de cabecas de espermatides pela sonicacdo, uma vez que os nucleos das mesmas sao
mais resistentes ao processo, quando comparados com os nucleos dos demais tipos
celulares. Sabe-se que no processo de espermiogénese ocorre compactacao nuclear pela
associacdo de diferentes proteinas ao DNA, o que confere essa maior resisténcia
(Meistrich et al.,1976; Kuretake et al.,1996; Johnson et al., 2016).

Para a clinica, o método de sonicagdo vem sendo sugerido como ferramenta
para separagao das cabecas de espermatides alongadas ou espermatozoides de suas
caudas, uma vez que tem sido demonstrado que a cabega isolada possui maior
estabilidade para a ICSI (Kuretake et al.,1996; Palermo et al., 1996; Tateno et al., 2000).
Apesar de estudos prévios indicarem que a sonicacdo pode causar alteracdes

importantes na estrutura do espermatozoide, como o estabelecimento de aberragdes
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cromossOmicas (Martin et al., 1988), sabe-se atualmente que a sonicacdo por si s6 ndo é
prejudicial para o cromossoma, mas sim a exposicdao prolongada da célula ao meio
externo utilizado no procedimento (Tateno et al., 2000).

Ja em estudos cientificos , a sonicagdo tem sido utilizada, com o objetivo, entre
outros, de predizer a producdo espermatica testicular através da contagem, em camara
de Neubauer, de cabegas de espermatides (Meistrich, 1982; Drumond et al., 2011; Melo
et al., 2013). Entretanto, tal método ndo foi, até o momento, avaliado para aplicagdo
com esse objetivo em humanos.

Nesse estudo, foi avaliada a utilizagdo do método de sonicagao de fragmentos
de testiculo humano, para obtencao de cabecas de espermatides e, através da contagem
das mesmas, predicao da producao espermdtica, com possivel aplicagdo em reproducao
assistida. Foram utilizados testiculos de pacientes idosos com cancer de préstata, mas
gue ndo foram submetidos a nenhum tipo de tratamento que pudesse comprometer de
forma contundente a producdo espermadtica, o que os tornaria inaptos ao estudo
proposto. Apesar de ndo serem pacientes sauddveis, por estarem acometidos pelo
cancer de préstata, os testiculos desses pacientes passaram por uma avaliacdo
histopatoldgica, incluindo a classificacdo do processo espermatogénico em escores, a fim
de verificar seu grau de comprometimento e, também, se os pacientes poderiam
compor um grupo homogéneo para o presente estudo. Quanto a analise histopatoldgica,
verificou-se que em todos os pacientes, os testiculos apresentavam muitos tubulos
seminiferos com epitélio mais baixo e com poucas espermatides alongadas. Ainda,
muitos tubulos possuiam o lumen obstruido por células descamadas, associado com a
presenca de espacos no epitélio seminifero. Este aspecto morfoldgico demonstra que os
testiculos destes pacientes possuem processo espermatogénico normal, mas em estado
de hipoespermatogénese compativel com a idade. Jd estd bem estabelecido que em
individuos idosos, em comparacdo com individuos adultos, o parénquima testicular
apresenta-se com menor peso e com redugado tanto da porcentagem relativa de epitélio
seminifero quanto da produgdo espermatica diaria. Os tubulos seminiferos de homens
idosos caracterizam-se por apresentarem estdgios progressivos de involugdo, com
redug¢ao do numero de espermatides alongadas e presenga de anomalias morfoldgicas
nas células germinativas, o que caracteriza a hipoespermatogénese (Johnson, 1986;

Paniagua et al., 1987).
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Quanto a classificagdo do processo espermatogénico, o fato de todos os
pacientes terem um escore de Johnsen médio de 8,17 com desvio padriao de apenas
0,37, comprova a homogeneidade entre eles, nesse aspecto. O escore de Johnsen em
aproximadamente 8 indica que predominam, nesses pacientes, tubulos nos quais sao
observadas “apenas algumas espermatides alongadas (menos de cinco) presentes por
corte transversal do tubulo seminifero”. Este escore esta de acordo com nosso achado
morfolégico, confirmando que s3ao pacientes com testiculos em estado de
hipoespermatogénese, compativel com a idade. Avaliando os testiculos dos mesmos
pacientes segundo o escore de Bergmann (Bergmann et al., 1994), que foca na presenca
de espermatides alongadas, onde o escore varia entre 0 (auséncia de espermatides
alongadas) e 1 (presenca de muitas espermatides alongadas no epitélio seminifero),
verificamos que os pacientes apresentaram média de 0,73 + 0,11. Mais uma vez
demonstrou-se que, apesar da espermatogénese estar ativa, a redu¢do no numero de
espermatides alongadas foi evidenciada pelos escores apresentados, o que seria
esperado para testiculo de pacientes idosos. No caso do escore de Bergmann, um dos
pacientes teve um melhor desempenho. Enquanto o paciente P2 apresentou escore de
0,93 demonstrando uma espermiogénese bem preservada, para os outros trés pacientes
o escore variou de 0,63 a 0,75. Importante ressaltar que, apesar de muitas vezes
guestionados por nao refletirem de maneira fiel e detalhada a condicdo do processo
espermatogénico, os escores de Johnsen e de Bergmann s3ao amplamente utilizados na
clinica para classificagdo da espermatogénese (Bergmann & Kliesch, 2010; Dohle et al.,
2012) e, considerando a possivel aplicagdo do método de sonicagdo na clinica, resolveu-
se por seguir esse padrdao de classificacdo. Apesar dos pacientes apresentarem
hipoespermatogénese evidente, verificou-se a presenca de espermatides alongadas em
tubulos seminiferos, o que os tornava adequados para o estudo em questdo, ou seja, a
contagem de cabegas de espermatides apds sonicagdo do fragmento testicular.
Inclusive, o baixo numero deste tipo celular, se detectado pelo método proposto,
comprovaria, pelo menos em parte, sua eficiéncia.

Para a sonicagdo dos fragmentos testiculares de humanos, foram utilizadas
diferentes frequéncias e tempos, determinadas a partir de diferentes combinacdes
descritas em estudos utilizando o0 mesmo método (Meistrich et al., 1976; Meistrich,

1982; Kuretake et al., 1996; Drumond et al., 2011; Melo et al., 2013). Este cuidado foi
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tomado uma vez que a resisténcia das cabecas de espermatides ao processo de
sonicacdo pode diferir entre as espécies (Tateno et al., 2000), devendo ter-se cautela na
determinacdo da frequéncia e do tempo utilizados. O método do Cytospin, seguido de
coloragdo com o kit Panético, para analise do homogeneizado, permitiu verificar a
eficiéncia das diferentes combinagdes de frequéncia e tempo de sonicagao para a
obtencdo de cabecas de espermatides isoladas e integras. Observou-se que quando
utilizava-se a combinagdo 40Hz/90s, apesar de ndo haver diferenga significativa nas
contagens em relagao as demais combinagdes, o homogeneizado apresentava grande
guantidade de grumos amorfos e heterogéneos, o que prejudicava sobremaneira a
anadlise das células preservadas. Ainda, foi observada uma maior frequéncia de células
preservadas que ndo possuiam a morfologia de espermatides, o que poderia
comprometer a contagem das mesmas em cdmara de Neubauer, principalmente quando
se utilizasse o método de fluorescéncia, ja que o DAPI cora indiscriminadamente nucleos
celulares. A composi¢cdo deste homogeneizado (40Hz/90s) demonstra que a frequéncia
de 40Hz ndo foi suficiente para destruir por completo os outros tipos celulares que nao
as espermatides. Por outro lado, ao se utilizar a combina¢do 60Hz/110s, verificou-se
grande destruicdo de células, incluindo espermatides. A frequéncia de nucleos
fragmentados nessa combinagao foi, inclusive, significativamente maior em relagao a
combinacdo 60Hz/90s. Este achado demonstra que, quanto a morfologia das cabecas de
espermatides, o aumento do tempo de sonicacdo — de 90 para 110 segundos — provocou
a destruicdo das mesmas, quando a frequéncia foi mantida constante (60Hz). Desta
forma, indica que o tempo de sonicacdo maximo deve ser de 90 segundos. Ja as
combinacGes de 80Hz/90s e 60Hz/70s, ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas em relagdo as demais combinagdes - pela andlise morfolégica e
morfométrica do homogeneizado concentrado pelo método de Cytospin - indicando que
qualquer uma dessas combinagdes poderia ser utilizada para o isolamento de cabegas de
espermatides por sonicacdo de tecido testicular humano. Entretanto, observa-se que o
valor da predicdo espermatica testicular obtida quando se utiliza a combinagao de
60Hz/90s é maior em relagdo as demais combinagGes, indicando que essa possa ser a
melhor combinacdo a ser utilizada. Para comprovacdao dessa indicacdo, estudos

adicionais, incluindo maior nimero de pacientes, sdo necessarios.
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Finalmente, quando se realizou a predicao da producdo espermatica a partir da
contagem de cabegas de espermatides obtidas por sonicagdo, verificou-se que nao
houve diferenca entre as diferentes combina¢bes de frequéncia e tempo testadas,
independente da microscopia utilizada para a contagem. Dessa forma, todas as
combinagbes poderiam ser aplicadas para tal predi¢ao. Entretanto, considerando a
avaliacdo da integridade e isolamento das cabecas de espermatides pelo método do
Cytospin, considera-se prudente a eliminacdo das combinacGes 40Hz/90s e 60Hz/110s,
uma vez que as mesmas poderiam, por preservarem outras células além de
espermatides e por destruirem parte das espermatides, respectivamente, levarem a
conclusdes incorretas sobre a producdo espermdtica do paciente. Quanto ao tipo de
microscopia a ser empregado, uma vez que ndao houve diferenga entre a contagem sob
microscépio de fluorescéncia e sob microscdpio de contraste de fase, deve-se levar em
consideragao a viabilidade do método e disponibilidade do equipamento. A contagem
através da microscopia de contraste de fase ndao demanda nenhuma preparagao especial
do material, como acontece na contagem através do método de fluorescéncia e, além
disto, ndo requer equipamento com sistema de fluorescéncia, o que poderia dificultar
uma vez que nem todos os laboratérios de reproducdo assistida possuem ou podem
adquirir este tipo de equipamento.

Quando o laboratério ndo possui microscépio com sistema de contraste de fase,
pode-se fazer contagem num microscopio de pesquisa que possua acessorios para
ajustes de seu sistema de luz através do método proposto por Koehler (1894). Neste
caso, deve-se aplicar o método e posteriormente, de forma anormal, baixar o
condensador e fechar o seu diafragma. Apesar de ndo ser o ideal, pode-se desta forma
observar as linhas da camara de Neubauer e identificar cabegas de espermatides. No
entanto, neste tipo de microscopia a resolugdao é grande e ndo permite certificar se o
tipo celular observado seria mesmo cabecas de espermatides ou restos celulares.

Esse estudo trata pela primeira vez da sonicagao de fragmentos testiculares
humanos para obtencdo de cabecas de espermatides para contagem, com o objetivo de
verificar a possibilidade do uso desse método para verificacdo da presenca de
espermatides em testiculos de individuos azoospérmicos e predizer a produgao
espermatica testicular nos mesmos. Nossos dados apontam para uma eficacia do

método nesse sentido, uma vez que, em pacientes caracterizados por apresentarem
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hipoespermatogénese, ou seja, baixa producdo de espermatozoides, em todas as
amostras analisadas foi possivel a detec¢ao de cabegas de espermatides. Entretanto,
estudos adicionais para validagdo do método de sonicagdao na busca de cabegas de
espermatides em pacientes azoospérmicos, em que a procura manual ndo teve sucesso,

bem como na predicdo da producao espermatica, fazem-se necessarios.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho nos permitiram chegar
as seguintes conclusdes:

- A frequéncia de 60Hz mostrou-se a melhor para obtencdo de cabecas de espermatides
com morfologia integra em homogeneizados obtidos a partir da sonicagao de
fragmentos de testiculo humano.

- O tempo de 90s, associado a frequéncia de 60Hz, mostrou-se o melhor para obtencao
de cabecas de espermatides com morfologia integra em homogeneizados obtidos a
partir da sonicagdo de fragmentos de testiculo humano.

- A microscopia de contraste de fase mostrou-se a mais aplicavel para a contagem de
cabecas de espermatides em homogeneizados obtidos a partir da sonicacdo de

fragmentos de testiculo humano.
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ANEXOS

Anexo I

MINISTERIO DA SAUDE

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

FARECER N° 189/2008

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

CAAE — 0117.0.203,000-07 Processo n°. 25000.147585/2007-38
Projeto de Pesquisa: “Avaiiagles Morfofuncionais & Moleculares da Jinhagem
espermatogonial humana antes & apos tratarmentos conira 0 cancer de prostata.”
Pesquisador Responsével: Dr. Hélio Chiarini Garcia

Instituigdo: Instituto de Ciéncias Biologicas /Universidade Federal de Minas Gerais -
(Centro Unico)

CEP de origeim: COEP/UFMG

Area Tematica Especial: Reprodugdo Humana, Cooperacac Estrangeira
Patrocinador: A ser definido (Instituicio/Agéncias Financiadoras/ Préprios)

Surnario Geral do Protocolo
£ um trabalho de nivel académico a ser realizado pelo Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (IC8 / UFMG), visando estudar a
biologia das células sspermatogoniais humanas com = intencio de esclarecer a
biclogia espermatogonial desde o cicio do spitélio seminifero guanto & merfolegia,
cinética e descricdo dos nichos espermatogoniais (até agora pouco estudados).
Pretende ainds determinar a presenga elou auséncia de mRNAs que poderiam estar
relacionados com a diferenciagic espermatogonial e sua localizagdo especifica no

parénquima testicular. Determinar a presenga/auséncia e os niveis relativos de
proteinas sintetizadas a partir destes genes, bem como sua localizagéo no parénquima

testicular, bem como determinar as concentragbes hormonais. Todos esses paréametros
serdo analisados em testiculos obtidos de pacientes tratados no Hospital das Clinicas
da UFMG-HG/UFMG ou em Hospitais e Unidedes de Oncologia ligados 3 Instituicio,
para os quais tenha sido recomendado a orguiectomia subcapsular bilateral como
tratamento para céncer avangacio de prosiata.

Os pacientes, em ndmero de 30 a 40, mas gque podem chegar & 80 (como esta
previsto na Folha de Rosio) que compordo os varios grupos experimentais, seréoc

avaliados pelos médicos do Setor de Androiogia do HCIUFMG & a coleta se fard com 8

participagio de membros da equipe proponente, do Setor de Urologia & Uro-Oncologia
do HCMUFMG, presentes no momento da cirurgia de orquiectomia. Anteriormente 2
coleta sera feito o levantamento dos dados clinicos dos pacientes e © esclarecimento
para a obtengéc do TCLE.

Os grupos experimentais serdo compostos de testiculos de pacientes com
cancer de prostata sem nenhum tratamento prévio (grupe AJ, submetidos a
prostatectomia radical (Grupo B); submetidos a radioterapia (grupo C); submetidos a
biogueio antiandrégeno (Grupo D) e submetidos = radioterapia e bloqueio
antiandrogeno (Grupo E).

imediatamente 2pés 2 orquiectomia 0s parénquimas testiculares dirgifo e
esquerdo serdo preparados para os fins especificos da pesquisa. Trate-se de material
que seria normalmente descartado.

As andlises morfoldgicas e morfométicas serdo reslizedas no Laboratéric de

1R

Binloaiz Estrutural e Reproducio - LABERUICE/UFMG.
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diferenciagdo. espermatogonial ser&o feitas na Universidade do Texas, Huston, USA
em colaboragdo com missdes dos pesquisadores brasileiros da UFMG.

Apresentacac do Protocolo

O protocoio esta devidamente instruido.

A Folha de Rosto estd devidamente preenchida e assinada, especialmente ne
que se refere 20s compromissos do Investigador e da Instituicéo.

As Declaracbes dos diversos departamentos e as licenicas para a realizagéo da
pesquisa estdo presentes, inclusive o esclarecimento sobre o grau de relagdo dos
profissionais da equipe de Uro!ogia'(3 pesguisadores) e os pacientes submetidos a
orquiectomia.

O protocolo esta dewdamente classificado como sendo de cooperagio
estrangeira devido ao Contrato de colaboragdo entre 2 UFMG e a UT/M.D. Anderson
Cancer Center de Huston, Texas, USA, que também consta do protocolo e estd
‘devidamente traduzido,

Constam os Curriculum Vitae- CV do Pesquisador Principal e de seus
colaboradores, bem com os CV dos pesquisadores colaboradores da Universidade do
Texas.

Néao existe propriamente um Orgamento financeiro, mas um detalhamento e uma
explicagdo dos diversos custos e da perspectiva de onde deverdo vir esses recursos
para cobrir os custos. Consta, inclusive, uma explicagio sobre a participagéo do proprio
SUS no processo, visto que 0s pacientes orguiectomizados pertencem a0 SUS e a
cirurgia é coberta pelo Sistema Unico de Saude.

Local de Realizagao do Estudo
E projeto nascido e a ser executado na Universidade Federal de Minas Gerais,
como Centro Unico, que contara com a parceria da Universidade do Texas na Andlise

dos dados. O pais de origem do projeto &, portanto, o Brasil.

Comentarics
O projeto estd sendo reapresentado com documentos solicitados pela CONEP

que estavam ausentes na sua apresentacfio anterior (Reg. CONEP 14033), estando o
protocolo também com paginas incompletas.

O presente protocolo esta, em geral, de acordo com o que vem preconizado pela
Resolugdo CNS 196/96 e suas complementares, oferecendo aos sujeitos de pesquisa -

todas as garantias e seus direitos.
£ um trabalho inédito ¢ a equipe da UFMG, de acordo com seus curriculos, estd

capacitada para a sua realizagéo.

O material utilizado no estudo {retirado na orguiectomia — e pmvenienta do
tfratamento de cancer de prostata avangado) seria normalmente descartado™apés o
procedimento cirlrgico, portanto & informado que ndo haverd riscos adicionais aos
sujeitos da pesquisa nesse sentido.

Certamente os resuitados da pesquisa poderdo trazer compreensdo da
espermatogénese humana, no conhecimento das causas da infertilidade, mostrar como
os diversos tratamentos de céncer podem prejudicar o processo espennatogemco e
sugerir modos de minorar tais efeitos danosos.

A metodologia é adequada aos fins desejados.

O pesquisador esclarece que os medicos pesquisadores ndo tém nenhuma
influéncia na indicagdo & realizagdo da ablagio cirlirgica (orquiectomia bilateral) em
pacientes portadores de cénoer avangado de prostata e que esses procedimeritos séo
sempre indicados pelos médicos do Setor de Uro-Oncologia, visando apenas o
tratamento da doenca em questao. .
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Cont. Parecey CONEF 1922088

Mevers snvio de metersl bivkigics para o exterior {Universidade dn Texas) que

devera sor ulilizade apsnas pars o8 1S PICPOSDS DO HSRICE.

O Temmo te Corsentiments Live e Eseiereside - TCLE garante o sigie dog
dados, apresents os principals beneficios esperados oa peaguiss, Mostra 8 auskncia
prética de malores fscos destenando os desconforios de detarminades provedimentos.
Map prevé nam ressanimoning, pe NOBREALDES. ' .

Consigersodes sobre x andlise 0S8 respostas ac Pareser COMEP W®
432007, rolptive 2o praists do DesqUiss em guestie!

1. Foi informecio pelo pesquisator 8 orguiectomia continus sendo © rataments

padréo ourg, _
Z. A oigdnoin dessa pritisa na sthuigdo em pausa iol de 21 procedimentos
em 2008 & 37 em 208, N

8 O TOLE fol reviste sonfonmee soliciistio) '

a. O TOLE tanexe 4} fol mcorpenedc go protocoin;

b. Quante 3 orientscio pars o dingio de resbiliecdd {possibiidade de
colvcngic de prdtess) ol esclmcide gue & feits apenas B orquiestornia
wilatarsl subcasular (& nEo a total), onde & refiredo apanas © parenquima
tasticylar @ cuio tesultado fingl & melhor do que & colecacdn ds uma
profeme,

Biamts do uxposis, & Comdssio Nagional de Eica em Pesquiss - SOREP,
de aoorde som ae atibuivies definides na Ros. CND 125198, maniiseta - Be pola
spiovagio dis projeto de pesguiss propeste.

Situagie: Projefe sprovade
Brasilia 07 de abril ge 2008,
fd

f
. - } :-ﬁ’{:f- 4
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Anexo |l

UF/{,\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n°. ETIC 117/07

Interessado(a): Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Departamento de Morfologia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas-UFMG

DECISAO

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

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

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apods o inicio do projeto.

Profa. Dra. I}ééa‘ Elertia @3 Lima Perez Garcia
Presidente do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 11 - 2° andar — Sala 2005 — Cep: 31270-901 — BIEMG 7 .
Telefone: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - g-mail: prpuZicoep.ufmybr S
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Universidade Federal de Minas Gerais

7 Hospital das Clinicas U IMG

& ‘/ Diretoria de Ensino, Pesquisa ¢ Extensio - DEPE

Belo Horizonte,19 de outubro de 2007.
Anexo I

PROCESSO N° 079/2007

TITULO: <«Avaliagdes morfofincionais e moleculares da linhagem

espermatogonial humana antes e apoés tratamento contta o cincer
de prostata.”

Sr(a) Pesquisador(a):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordancia com o parecer da Comisséo de Avaliagdo Econdmico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovacgéo pelo COEP/UFMG em 22/maio/2007,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional.

Solicitamos enviar & DEPE relatario parcial ou final, apés um ano.

Atenciosamente,

o

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

Ao Sr.

Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Depto. Morfologia

. C. B/JUFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110— I° andar
Bairro Santa Efigénia — CEP 30130-100 — Belo Horizonte - MG
Telefone: (031) 3248-9379 ~ 3248-9375 - FAX: (031) 3248-9380 - depe@ he.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Hospital das Clinicas
Laboratorio de Biologia Estrutural e Reproducio

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

ANTES E APOS TRATAMENTOS CONTRA O CANCER DE PROSTATA

l. INTRODUGCAO:

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

I. INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa visa 0 estudo das células tronco dos testiculos. Como estas células séo as responsaveis por manter o
individuo fértil por toda a sua vida adulta, alteracdes e doencas relacionadas com estas células tronco podem levar o
individuo a sub-fertilidade ou mesmo a infertilidade. Apesar dos grandes avancos na area médica, ainda sabe-se
muito pouco como estas células funcionam em um individuo normal e, muito menos ainda, como elas sao afetadas
em diferentes doencas. Diante disto, pretendemos neste projeto de pesquisa, estuda-las em homens portadores de
cancer avancado de préstata, nos quais a indicacdo médica foi a retirada dos testiculos. Estes homens serédo
divididos em grupos levando-se em consideracdo aqueles que nao sofreram nenhum tratamento prévio contra o
cancer de prostata e aqueles que se submeteram a diferentes tratamentos. Pequenos pedacos dos testiculos que
seriam desprezados, serdo preservados em formol e estudados em laboratérios de pesquisa. Estes estudos seréo
desenvolvidos principalmente no Laboratério de Biologia Estrutural e Reprodugdo do Departamento de Morfologia
do ICB/UFMG.

M. SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade n&do sera revelada publicamente em hip6tese alguma e
somente 0s pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a estas informagfes que serdo utilizadas somente
para fins de pesquisa. Os dados obtidos nesse estudo podem ser revisados pelo Comité de Etica em Pesquisa e
pelas autoridades reguladoras do Brasil, com fins de verificar procedimentos e/ou dados do estudo. Os resultados
dessa pesquisa deverdo ser publicados em revistas cientificas nacionais ou internacionais.

A4 BENEFICIOS DA PESQUISA

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

V. RISCOS

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

Nao estd prevista qualquer forma de remuneracdo para 0s pacientes voluntarios. As despesas especificas
relacionadas com o desenvolvimento do presente estudo séo de responsabilidade do Laboratorio de Biologia
Estrutural e Reproducéo do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG.

DEMAIS ESCLARECIMENTOS

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

VII. TERMO DE CONSENTIMENTO

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

Nome completo do paciente: N° Registro do paciente:

Assinatura do paciente ou representante legal:

Local e data:

Nome da pessoa que obteve o Consentimento Livre e Esclarecido:

Assinatura da Pessoa que obteve o consentimento Livre e esclarecido:

Local e data:

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

Pesquisadores:

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

Prof2 Fernanda RCL Almeida - Laboratério de Biologia Estrutural e Reprodugéo, UFMG — (31) 3409.2992

Laura Toledo Vellez — Pesquisadora, Laboratério de Biologia Estrutural e Reprodugéo, UFMG — (31) 3409.2994 ou 9362.2263

Lilian Massara Martinelli - Pesquisadora, Laboratdrio de Biologia Estrutural e Reprodugéo, UFMG — (31) 3409.2994 ou 9996.0696

Dr. Reginaldo Martello - Setor de Urologia do Hospital das Clinicas da UFMG — (31) 3248.9488 ou 9974-9590

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

Dr. Marcos de Lucca Moreira Gomes, Pesquisador - Laboratério Biologia Estrutural e Reprodugéo - (31) 3409.2994 ou (31) 9416.7035

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

Endereco do Comité de Etica:

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — UFMG
Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005
Av. Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
31.270-901 — Belo Horizonte — MG

Telefone: (31) 3409.4592
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Anexo V

Classificagdo histopatologica do testiculo nos diferentes escores.

Paciente: P1
Testiculo: Direito

1) Critério de Johnsen

Escores 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 Totais
N° de
tabulos 100
por 1 45 22 17 7 8 0 0 0 0
escore
Escore
N°T x 10 405 176 119 42 40 0 0 0 0 medio
escore
7,92

2) Critério de Bergmann Somatério do n° de tubulos com escores de Johnsen de 8 a 10 / N° total de tubulos
seminiferos contados: 68 / 100 = 0,68
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