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RESUMO

Os estudos classicos sobre a espermatogénese humana foram desenvolvidos na
década de 1960 quando os testiculos eram preservados com fixadores coagulantes e
incluidos em parafina, produzindo cortes espessos e tecidos com baixa resolugéo.
Atualmente, estudos correlatos estdo sendo desenvolvidos com a utilizagcdo de
fixadores que melhor preservam a estrutura tecidual e os componentes celulares e que
sdo incluidos em resinas plasticas, tais como glicol metacrilato e araldite, que
propiciam a obtencdo de cortes histoldégicos semifinos. No entanto, seria possivel
comparar os resultados morfolégicos e morfométricos obtidos dos estudos atuais com
agueles publicados no passado, levando em consideragdo a discrepancia entre os
processamentos histologicos? Desta forma, o presente estudo visa comparar
resultados morfolégicos e morfométricos (escores histopatolégicos, parametros
tubulares, didmetros nucleares, numero de células germinativas, somaticas, mitoses e
apoptoses e indices de eficiéncia da espermatogénese) do testiculo de homens
submetidos a diferentes processamentos histoldgicos. ApGs orquiectomia subcapsular
bilateral, o testiculo de cinco homens idosos com cancer de proéstata foram divididos
em trés partes e processados com (i) Bouin/parafina, (i) glutaraldeido/glicol
metacrilato e (i) glutaraldeido/araldite. O presente estudo confirma que os
processamentos histolégicos tém interferéncia marcante na morfologia tecidual e,
principalmente, na defini¢do citolégica. Em conjunto, os achados aqui obtidos mostram
que os processamentos com fixacdo em glutaraldeido e inclusdo nas resinas plasticas
podem ser comparados quanto a dados morfométricos e morfolégicos, a excecao de
avaliacbes da biologia espermatogonial, que s&o apenas confidveis apoés
processamento com glutaraldeido/araldite. JA& nos tecidos processados com
Bouin/parafina, estas correlagbes morfométricas, e mesmo morfolégicas, ndo podem
ser feitas diretamente principalmente devido ao alto grau de retracdo tecidual.
Verificou-se, ainda, que os dados morfométricos relativos aos nimeros celulares ndo
diferiram entre os varios processamentos, uma vez que as células foram identificadas,
mesmo com prejuizos da qualidade morfoldégica. Por outro lado, quando foram
comparados os achados relativos as medidas (um), tais como diametros tubulares,
diametros celulares e altura do epitélio seminifero, as diferencas foram
significativamente reduzidas apds o0 processamento com Bouin/parafina,
demonstrando que a retragdo tecidual interferiu nos achados morfométricos,
comprometendo a comparagdo dos resultados dos diferentes processamentos sem a
utilizacdo de fatores de correcéo.

Palavras-chave: técnicas histolégicas, espermatogénese, morfologia, escores
histopatologicos, testiculo, homem.
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ABSTRACT

The classical studies on human spermatogenesis were developed in the 1960's where
the testes were preserved with coagulants fixatives and embedded in paraffin,
producing thick sections and tissue with low-resolution. Currently, related studies are
being developed with the use of fixatives that best preserve the tissue structure and
cytology and embedded in plastic resins, such as glycol methacrylate and epoxy
resins, which provide obtaining semithin histological sections. However, it is unclear
whether it would be possible to compare the morphological and morphometric results
of current studies with those published in the past , taking into account the discrepancy
between histological processing. Thus, this study aims to compare morphological and
morphometric results (histopathological scores, tubular parameters, nuclear diameters,
number of germ cells, somatic, mitosis and apoptosis and rates of the spermatogenesis
efficiency) of the testis of men undergoing different treatments. After bilateral
subcapsular orchiectomy, the testicle from five elderly men with prostate cancer were
divided into three parts and processed with (i) Bouin/paraffin, (ii) glutaraldehyde/glycol
methacrylate and (iii) glutaraldehyde/araldite. The present study confirms that
histological processing have remarkable interference in tissue morphology and
especially the cytological definition. Together, the findings obtained here show that
processing with glutaraldehyde fixation and inclusion in plastic resins can be compared
based on morphometric data, and for the morphology, except for evaluation of
spermatogonial  biology, which are only reliable after processing with
glutaraldehyde/araldite. On the other hand, when in Bouin/paraffin, these morphometric
correlations, and even morphological data, cannot be made directly mainly due to the
high degree of tissue retraction. It was found, moreover, that the morphometric data on
cell number did not differ between the various processes, since the cells were
identified, even with loss of morphological quality. On the other hand, when the findings
relative to measurements (um) were compared, as tubular and cellular diameter and
seminiferous epithelium height, the differences were significantly reduced
demonstrating that tissue shrinkage affected the morphometric results, making it
impossible to compare the results of different processing without the use of correction
factors.

Keywords: histological techniques, spermatogenesis, morphology, histopathological
score, testis, man.



1 INTRODUCAO

A escolha de uma técnica para melhor analisar um tecido torna-se téao
essencial quanto a pergunta em estudo, exigindo de maneira equivalente que o
pesquisador domine ndo so a fisiologia ou a morfologia do tecido, mas também
0 quanto a técnica escolhida pode interferir em suas andlises. Assim também,
guestiona-se até onde podemos confrontar estudos em um mesmo tecido, mas
submetidos a diferentes técnicas histologicas, por exemplo. Por isto, analises e
comparacdes, mesmo em uma mesma linha de pesquisa, requerem cuidados
para que alteragdes no decorrer do processo nao contribuam para resultados
equivocados.

A utilizacdo de fixadores coagulantes, como o Bouin, tem sido aplicada
como um procedimento de relativo sucesso na preservacao histologica,
favorecido pelo baixo custo da técnica de inclusdo em parafina, facil acesso
aos reagentes e mais opcdes de andlises diante de coloracbes e
impregnacdes. No entanto, nota-se a presenca de muitos artefatos que
dificultam a observacdo de detalhes citolégicos, além da dificuldade de
obtencéo de cortes mais finos. Com isso, outros pesquisadores optam pelo uso
de fixadores ndo coagulantes e inclusées em resinas plasticas tanto para
obtencdo de cortes mais finos quanto para melhor preservacdo da amostra o
mais proximo de seu estado natural, pois apds o processo de fixacdo muitas
moléculas de &gua permanecem ligadas ao tecido resultando em maior
estabilizacdo estrutural. Dentre esses fixadores podemos citar o glutaraldeido
muito utilizado em microscopia eletrdnica, mas que pode também ser
empregado na microscopia de luz com muito éxito.

Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de comparar
aspectos morfolégicos e morfométricos de diversos componentes do testiculo
humano, vistos a microscopia de luz, quando submetidos aos métodos mais
comumente utilizados de preparacéo histoldgica. Os escolhidos foram fixacao

em Bouin e inclusdo em parafina, fixacdo em glutaraldeido e inclusdo em



resina plastica a base de glicol metacrilato e fixacdo em glutaraldeido e
inclusdo em resina epoxi araldite.

Considerando as diferencas nos processamentos histologicos para
estudos do parénquima testicular sob a microscopia de luz, perguntamos se as
avaliacbes morfologicas e morfométricas do testiculo humano podem ser
comparadas nas trés técnicas mais utilizadas atualmente e, se ndo, se as
diferencas sdo previsiveis a ponto de permitir interpretacbes semelhantes a
partir de resultados obtidos de métodos diferentes de processamento.

Além de buscar fatores de correcao entre as avaliacdbes morfométricas
visando comparar dados oriundos de materiais oriundos de diferentes
processamentos histolégicos, o presente trabalho também visa demonstrar
comparativamente os diferentes métodos com o objetivo de apresentar aquele
com melhor relacdo custo/beneficio em relagdo ao objetivo da pesquisa e em

relacdo ao diagnostico histopatolégico.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar de forma comparativa alguns parametros da espermatogénese
humana através de abordagens morfologias e morfométricas, apos
processamentos histolégicos com diferentes fixadores e meios de inclusdo e
verificar o quanto eles mudam em relacdo as alteracbes provocadas pela

qualidade do processamento histolégico.

2.2 Objetivos especificos

Verificar as alteracdes provocadas pela qualidade do processamento

histol6gico em relacdo aos seguintes aspectos:

a)Avaliar a morfologia das células germinativas e somaticas do epitélio
seminifero e do intersticio testicular.

b)Determinar os escores histopatol6gicos segundo cinco padrdes,
Johnsen e Bergmann

c)Avaliar os parametros tubulares: diametro tubular, diametro de limen,
altura do epitélio e espessura da tanica prépria;

d)Determinar o didmetro médio dos nucleos de célula de Sertoli e Leydig,
didmetro médio do ndcleo de células germinativas no estadio Il do
ciclo do epitélio seminifero (espermatogbnias Aescuras,
espermatogbnias Acaras, €spermatocitos primarios em preleptoteno
(PI), espermatdcitos priméario em paquiteno (Pq) e espermatides Sb1l

e)Determinar indices para calculo da eficiéncia da espermatogénese, tais
como 0s mitoticos, meidticos, de suporte das células de Sertoli e

eficiéncia geral da espermatogénese.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Caracterizacao testicular.

O testiculo € um 6rgado com funcbes exdcrina e enddcrina, revestido
externamente por cépsula, a albuginea, de onde partem septos de tecido
conjuntivo para o interior do mesmo. Estes septos se abrem numa regido
denominada mediastino e dividem os testiculos em I6bulos. Os lI6bulos
testiculares séo constituidos por dois compartimentos: o intertubular e o tubular
(Russell et al., 1990).

O compartimento intertubular contém vasos sanguineos, linfaticos e
nervos, além de células de Leydig e células do tecido conjuntivo, dentre as
quais se destacam os macrofagos e os mastécitos. As células de Leydig
localizam-se nos espacos angulosos entre os tubulos seminiferos e, com
frequéncia, encontram-se associadas a vasos sanguineos. Estas células,
normalmente de forma poliédrica, possuem grande quantidade de reticulo
endoplasmatico liso que esta relacionada com a sua capacidade de produzir
hormoénios esteroides, principalmente a testosterona, que atua no aparecimento
de caracteres sexuais secundarios e manutencdo da espermatogénese no
homem e nos animais sexualmente maduros (Sharpe, 1994).

Os tubulos seminiferos, que constituem o compartimento tubular, sado
formados pela tlnica prépria, epitélio seminifero e limen. Internamente a tlnica
prOpria encontra-se um epitélio estratificado altamente complexo e
especializado, denominado epitélio seminifero. Este epitélio € constituido por
duas populacdes celulares: (1) uma populacéo de células somaticas, as células
de Sertoli; e (2) uma populacdo de células germinativas, que se multiplicam e
se diferenciam migrando progressivamente da base do epitélio em direcao ao
[imen (Russell et al., 1990).

As células de Sertoli sdo células piramidais altas que se conectam as
células germinativas por juncdes gap, o que possibilita a troca ibnica e quimica
entre as células, além disso as células de Sertoli se associam extensivamente

umas as outras e a lamina basal dos tubulos seminiferos através de juncdes de



oclusdo baso-laterais, compartimentalizando o epitélio seminifero e
constituindo a base morfologica e funcional da barreira de célula de Sertoli ou
hematotesticular. Esta barreira forma dois compartimentos no epitélio
seminifero: (a) o compartimento basal, onde se alojam as espermatogonias; e
(b) o compartimento adluminal onde espermatdcitos e espermatides
permanecem em recessos das paredes laterais e do apice das células de
Sertoli. A barreira hematotesticular impede a passagem de moléculas grandes,
protegendo assim as etapas mais avancadas da espermatogénese. Desta
forma, as células de Sertoli desempenham fun¢Bes de sustentagdo, nutricao,
protecdo, absorcdo, fagocitose e secrecdo de hormdénios, que controlam a
manutencdo e diferenciacdo das células germinativas (Franca e Chiarini-
Garcia, 2005).

As células germinativas ndo estdo distribuidas ao acaso nos tubulos
seminiferos de animais sexualmente maduros, mas sim organizadas numa
série bem definida e ciclica de associacfes celulares - os estadios, ordenados
de modo espécie-especifico e constituindo o ciclo do epitélio seminifero (CES)
(Russell et al., 1990).

3.2 O processo espermatogénico

A espermatogénese é um processo sincrénico pelo qual geracdes
sucessivas de células germinativas, dispostas em camadas concéntricas bem
definidas, sofrem processos de mitoses, meiose, apoptoses e diferenciacao
celular, constituindo um evento biolégico altamente eficiente. As células
germinativas mais jovens Sdo as espermatogonias, localizadas no
compartimento basal do epitélio seminifero. Acima, no compartimento
adluminal, estdo presentes os espermatdocitos primarios, em varias fases de
evolucdo da meiose e por fim as espermatides arredondadas e alongadas
(Russell et al., 1990). Todo esse processo, que ocorre nos tubulos seminiferos,
dura cerca de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos (Franca e Russell, 1998)
e cerca de 72 dias no homem (Heller e Clermont, 1963), podendo ser dividido
em trés fases de acordo com mudancas morfologicas e bioquimicas dos
componentes do citoplasma e nucleo (Courot et al., 1970): (1) fase proliferativa

ou espermatogonial, na qual as espermatogdnias passam por sucessivas e



rapidas divisbes mitGticas, originando uma que vai manter a populacdo de
células-tronco e outra que vai se comprometer com a espermatogénese; (2)
fase meibtica ou espermatocitogénica, onde o material genético € duplicado,
recombinado e segregado, sendo uma fase muito importante para a
diversidade genética entre membros da mesma espécie; (3) fase
espermiogénica ou de diferenciacéo, na qual as espermatides, que sao células
hapldides, se diferencial em espermatozoides. Normalmente, quatro a cinco
ciclos sdo necessarios para que 0 processo espermatogénico se complete, ou
seja, para que haja liberacdo dos espermatozoides no lume do tubulo
seminifero a partir de uma espermatogbénia (Amann e Schanbachier, 1983;
Franca e Russell, 1998).

Embora a organizacéo geral da espermatogénese seja essencialmente a
mesma em todos os mamiferos, existem caracteristicas particulares entre as
diferentes espécies, relacionadas com o0 numero de geracdes
espermatogoniais e 0s aspectos morfologicos das células germinativas
presentes nas varias fases do processo espermatogénico (Russell et al., 1990).
Por exemplo, o numero de estadios que constituem o CES é variavel para cada
espécie, sendo dividido, dentre os primatas, em Xll estadios ho macaco rhesus
(Clermont e Leblond, 1959), vervet (Clermont, 1969) e stump-tailed (Clermont e
Antar, 1973), para o sagui foram descritos IX estadios (Millar et al., 2000) e
para o homem VI estadios (Clermont, 1963). Muciaccia e colaboradores (2013)
sugeriram um novo arranjo no CES em humano, no caso Xll estadios e nédo
mais VI, com o intuito de facilitar comparacfes entre os estudos do CES de
humanos e de animais de laboratério cujo ciclo é normalmente dividido em XiI|
estadios. Mas, no presente trabalho, consideraremos a classificacdo feita por
Clermont (1963).

Este arranjo em estadios do CES é segmentar na maioria das espécies,
isto €, apenas um estadio € observado em cada corte transversal de tubulo
seminifero (Leblond e Clermont, 1952; Russell et al., 1990). No entanto, em
algumas espécies de primatas, como no homem, chimpanzé e sagti, mais de
um estadio pode ser observado por secgdo transversal tubular, sugerindo que
os estadios estao distribuidos ao longo do comprimento do tibulo seminifero
de forma ndo segmentar (Clermont, 1963; Sharpe, 1994; Millar et al., 2000;
Leal e Franca, 2006).



Especificamente no homem, Clermont (1963) demonstrou que os VI
estadios do CES, descritos pela evolucdo do sistema acrossémico, ndo sdo
facilmente identificados e distinguiveis pela técnica de coloracdo com PAS,
como o € para outras espécies, sendo tal particularidade atribuida a
irregularidades na disposicdo das células germinativas. Como exemplo destas
irregularidades: (1) associacfes celulares de diferentes estadios sao
encontradas em um mesmo corte transversal de tubulo seminifero, (2) em um
conhecido estadio um determinado tipo de célula germinativa que deveria estar
presente, ndo € observado ou € visto em pequeno nuamero, (3) e alguns tipos
celulares podem estar em fase mais adiantada ou atrasada em relacdo ao
estadio dominante. A acdo conjunta dos fatores citados dificulta a separacdo

nitida dos VI estadios nos tubulos seminiferos do testiculo humano.

3.2.1 Fase espermatogonial

E a fase inicial da espermatogénese, em que células-tronco
denominadas espermatogonias, assim definidas a partir de um ponto funcional,
atuam na manutencdo da homeostase do epitélio seminifero devido a
capacidade de se autorenovar e também se diferenciar em células progenitoras
(Robey, 2000; Ehmcke et al., 2006). As espermatogsbnias perfazem cerca de
20% das células germinativas no tabulo seminifero e estdo preferencialmente
localizadas em um microambiente que desempenha papel importante para a
sobrevivéncia e ativacdo destas células, denominado nicho espermatogonial,
formado pelas células de Sertoli, células peritubulares, células germinativas
adjacentes, e o0s componentes da membrana basal (Chiarini-Garcia et
al., 2001, 2003). Estudos ja demonstraram que o numero de células de Sertoli
determina a quantidade de nichos e também o tamanho da populacdo de
espermatogbnias no tdbulo seminifero (Ryuet al,. 2003; Shinohara et
al., 2003).

Em primatas, a fase espermatogonial apresenta-se diferenciada em
relacdo aos demais mamiferos, dividindo-se apenas em espermatogobnias A e
B. Entre aquelas do tipo A foram identificadas Aescuras, CONsideradas
espermatogobnias-tronco; e Acaras qUe mantém o processo de auto-renovacao

(Clermont, 1969; revisbes em de Rooij e Russell, 2000; Ehmcke e Schlatt,
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2006; Dym, M. et al. 2009). Desta forma, as espermatogdnias Aescuras S€
dividem pouco durante os ciclos do epitélio seminiferos de um individuo normal
(menos de 1%) e se mantém como células quiescentes. Ja as
espermatogbnias Acaras atuam como células progenitoras, mantendo o
processo de autorenovacéao, produzindo novas Acaras. EStas se dividem uma ou
duas vezes em cada ciclo do epitélio seminifero e ddo origem diretamente as
espermatogobnias do tipo B (Heller e Clermont, 1963; Clermont, 1966a). Entre
as do tipo B, em primatas nao humanos, foram identificadas B1-B4 (Ehmcke et
al., 2006; .Hermann, B.P., et al., 2010). O numero de geracbes de
espermatogobnias do tipo B, por sua vez, € também variavel entre diferentes
espécies de primatas. Sao descritas 4 geracdes de espermatogobnias do tipo B
(B1-B4) no macaco rhesus (Clermont e Antar, 1973) e apenas uma geracao nos
saguis (Millar et al., 2000) e no homem (Clermont, 1963; Clermont, 1966).

3.2.2 A espermatogénese no homem idoso

O envelhecimento do organismo é geralmente caracterizado pela
diminuicdo da capacidade de resposta a desafios a funcédo organica. Esta
diminuicdo de manter a homeostase do organismo é refletida de varias formas
no tecido testicular, o qual se apresenta funcional desde a vida uterina e
permanece na senescéncia. No entanto, devido ao gradual declinio de
androgenos e outros fatores, observa-se reducdo na producdo espermatica
diaria, no peso do parénquima testicular e na porcentagem de epitélio
seminifero no homem idoso (Johnson, 1986).

O declinio androgénico no envelhecimento é caracterizado por
progressiva desregulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo, alterando os
niveis de LH, FHS e testosterona no organismo (Morley e Perry, 1999;
Hermann e Berger, 1999). Com a diminuicdo do niumero de células de Leydig,
devido a idade, observa-se queda da testosterona total sérica e aumento de LH
e FSH no sangue, o que afeta diretamente o processo espermatogénico
conduzindo a quadros de hipoespermatogénese, parada de maturacdo ou
mesmo tubulos seminiferos esclerosados.

Aléem disso, observa-se um espessamento da tdnica prépria e

degeneragcdo vascular com o avancar da idade e isso pode levar a atrofia



tubular (Soderstrom, 1986; Sasano e Ichijo, 1969; Suoranta, 1971) devido a
dificuldade do fluxo de metabdlitos para o epitélio seminifero e assim reducéo
do potencial de producéo espermatica.

Alteracdes provocadas pela idade também podem ter inicio no préprio
epitélio seminifero com a reducédo das funcdes e do numero das células de
Sertoli que pode causar reducdo no numero de células germinativas e
espessamento da tunica propria causando outros danos (Johnson et al., 1986).

Dessa forma, € dificil identificar causa e efeito no processo de
envelhecimento. No entanto, pode-se identificar caracteristicas morfolégicas
tipicas de tal processo: (1) acumulo excessivo de goticulas lipidicas e vacuolos
citoplasmaticos em células de Sertoli devido a fagocitoses de restos de células
germinativas (Schulze, 1984), (2) diminuicdo no numero de células de Sertoli
que pode enfraguecer a barreira hematotesticular e levar a formacdo de
diverticulos nos tubulos seminiferos (Harbitz, 1973; Nistal et al., 1988), (3)
ocorréncia de células germinativas multinucleadas (Holstein e Eckermann,

1986) e (4) ocorréncia de megaloespermatdcitos (Holstein e Eckmann, 1986).

3.3 O estudo de testiculo sob microscopia de luz

A histologia é fundamental para as ciéncias biol6gicas e médicas, uma
vez que se situa na interseccao entre a bioquimica, a biologia molecular e a
fisiologia, de um lado, e os processos patoldgicos e seus efeitos, de outro
(Stevens e Lowe, 2001). Dessa forma, destacamos aqui estudos histologicos
em testiculos, utilizando véarios métodos de fixagdo e inclusdo para o
entendimento de sua biologia, seja dos elementos somaticos ou germinativos.
Os trabalhos de Mori e Christensen (1980), em ratos, avaliaram as células de
Leydig utilizando fixacdo em glutaraldeido e inclusdo em glicol metacrilato, os
de Hikim e col. (1989) estudaram as células de Sertoli de hamsters utilizando
fixacdo em glutaraldeido e inclusdo em resina araldite, aléem de estudos
classicos em células germinativas humanas, desenvolvidos por Clermont
(1963, 1966), ha 50 anos, utilizando fixacdo em Bouin/Zenker-formol e incluséo
em parafina.

Estes estudos desenvolvidos por Clermont (1963, 1966), processados

com Bouin/Zenker-formol e inclusdo em parafina, foram bastante conclusivos e
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até hoje seus achados quanto aos estadios do ciclo do epitélio seminifero, tipos
morfologicos, cinética espermatogonial e modelos de auto-renovacdo séo
considerados nos estudos atuais sobre a fisiologia testicular. No entanto,
dependendo das técnicas de preparacéo, os resultados histol6gicos podem néo
fornecer detalhes suficientes para se estudar com profundidade e seguranca os
varios parametros do parénquima testicular. De fato, Ehmcke e Schlatt (2006)
afirmam que € dificil identificar morfologicamente os diferentes tipos
espermatogoniais em primatas ndo-humanos, pois a distincdo entre
espermatogonias Aescuras © Aclaras depende de fixagdo, inclusdo e coloracdo
adequadas, além de reconhecimento morfologico de delicados detalhes,
introduzindo grandes variacdes (de 25% a 50%) nos resultados quantitativos
encontrados, quando analisadas por diferentes observadores. Tais fatores
podem entdo impossibilitar estudos funcionais seguros e dificultar a proposicéo
de um modelo revisado e confiavel de autorenovacdo espermatogonial, por
exemplo.

No entanto, a inclusdo de materiais bioldgicos em parafina, por usar xilol,
por submeter o tecido a altas temperaturas e pela dificuldade de obter cortes
de pequena espessura, € um método muito grosseiro e demorado que
prejudica a definicdo histolégica do material em estudo (Howroyd et al., 2005).
A inclusdo em resinas plasticas, por outro lado, tem sido usada por apresentar
uma série de vantagens sobre os métodos usuais, que sao: (1) processamento
mais rapido, (2) sao hidrossoluveis, (3) facil de manejar, (4) obtém-se cortes
semi-finos (0,5 a 12um), (5) melhor resolucdo ao microscopio de luz, (6)
infiltracdo e polimerizacdo a temperatura ambiente, (7) menor distor¢édo e
menos artefatos (Chapin et al., 1984, Chiarini-Garcia et al., 2011). Deve-se
destacar também, o estudo feito por Ferreira e Chiarini-Garcia (1992) ao
descreverem o0s efeitos de varios tipos de fixadores (paraformaldeido,
karnovsky modificado, Helly, Bouin, Carnoy e Mota) e de meios de inclusao
(parafina e GMA) sobre a preservacgéao histolégica do intestino de peixe.

Atualmente, outra técnica de microscopia de luz considerada de alta
resolucéo, tem sido utilizada com sucesso. Utiliza-se fixacdo em glutaraldeido,
inclusdo em resina plastica araldite e cortes semifinos de 1um de espessura
(Chiarini-Garcia e Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al., 2001, 2003; Bolden-
Tiller et al., 2007; Nascimento et al., 2008; Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008 e
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Chiarini-Garcia et al., 2009, Drumond et al., 2011), possibilitando a identificacdo
morfologica, com bastante precisdo, dos diferentes tipos espermatogoniais, o
que permite estudos mais seguros de varios parametros do tecido testicular,
mesmo quando feito por diferentes observadores.

Portanto, para que possamos melhor analisar o testiculo humano, com
uma visao histolégica mais moderna e com menor custo, precisamos, ndo so
de novas metodologias, mas reavaliar a importancia e melhor aplicacdo das
principais técnicas em microscopia de luz utilizadas na atualidade para o
entendimento do testiculo: tanto intersticio, quanto parametros do tubulo

seminifero relacionados a morfologia e cinética.

3.3.1 Etapas no processamento histologico

O que se deseja avaliar ao microscopio é um preparado no qual os
tecidos estejam perfeitamente preservados, apresentando a mesma estrutura e
composicdo quimica que possuiam quando vivos (Junqueira & Carneiro, 2013).
Os principais fatores relacionados com a preservacdo morfoldgica seriam o tipo
de fixacdo e inclusdo utilizado, por exemplo. Para isso, faz-se necessario
seguir corretamente as etapas no processamento histolégico para entéo obter-
se um bom preparado permanente:

(1) Coleta: Dependendo do tipo de tecido e fixador devera ser
previamente reduzida em espessura para uma melhor penetracéao do fixador no
tecido, além de ter um prévio conhecimento da anatomia do tecido em estudo
para que o mesmo seja seccionado corretamente e analisado da melhor forma;

(2) Fixacdo: Imediatamente apos a coleta do tecido, a fim de interromper
o metabolismo celular e evitar a destruicdo das células por suas proprias
enzimas ou por bactérias (Ross e Pawlina, 2011), deve-se fixa-lo por
substancias quimicas, ou menos frequentemente por métodos fisicos
(utilizando o calor ou o frio), e assim tornar insollveis as proteinas desse
tecido. Na fixagdo quimica os tecidos podem ser imersos ou perfundidos por
solugbes de agentes desnaturantes ou de agentes que estabilizam as
moléculas formando pontes com moléculas vizinhas. Nesta fase de
processamento histolégico deve-se levar em consideragéo a acdo do fixador,

se penetra no tecido de forma lenta ou rapida, deve-se considerar o tempo de
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exposicao a esse fixador, bem como a temperatura e o pH em que ele se
encontra, pois tecidos mais delicados necessitam de uma penetracao lenta e o
mais indicado é o resfriamento do fixador entre 0°C e 6°C e pH entre 6 e 7 para
que ndo ocorra maior retracdo do tecido e perda de caracteristicas originais. De
modo geral, tais solucbes sado constituidas de um agente fixador principal
associado a outros, sendo que boas solucdes fixadoras sao constituidas por
duas ou mais substancias fixadoras, corrigindo uma as limitac6es da outra.

(3) Desidratacéo: Consiste na substituicdo da agua presente nos tecidos
vivos por um agente desidratante para que haja conservacdo do material. O
agente desidratante mais utilizado € o etanol, mas ha outros que podem ser
empregados como: alcodis butilico, metilico e isopropilico, a acetona, o éter, o
cloroférmio e o O6xido propileno (Michalant, 1988; Geneser, 2003). Este
procedimento consiste na imersdo do fragmento em solucéo desidratante de
concentracfes crescentes (70%, 80%, 95%, 100%) até a total remocédo da
agua do tecido. Deve-se considerar o tamanho e a delicadeza da amostra na
determinacao do tempo de exposi¢ao as solucdes.

(4) Diafanizacdo: diafanizar é retirar as impurezas da amostra tecidual,
deixando-a transparente, translicida com a utilizacdo de solventes. Esta etapa
€ definida de acordo com a proxima, a inclusdo. Pois, caso o tecido seja
incluido em parafina, devera ser imerso em um produto quimico em que o
alcool e a parafina sejam soluveis (Geneser, 2003), pois essas substancias nao
se misturam. Estes solventes, xilol, toluol, benzeno, 6leo de cedro e solventes
universais (acetato butilico, diéxido dietileno e benzoato metilico), tem acédo
clarificante sendo chamados diafanizadores. Caso seja adotado algum tipo de
resina para incluséo, esta etapa faz-se descenessaria, pois resinas como glicol
metacrilato e araldite s&o misciveis em alcool.

(5) Infiltracdo e inclusdo: Consiste em substituir o xilol por parafina, se
for o caso, e emblocar o tecido em substancia que confira rigidez e possibilite
corta-lo em espessuras bem finas, poucos micrometros. Quando o meio de
inclusdo € a parafina, durante a infiltracdo (também chamada de impregnacéao),
o xilol contido no material € completamente eliminado quando passado por
banhos de parafina fundida em estufa a 60°C. Posteriormente, serdo retirados
da estufa e deixados a temperatura ambiente até que a parafina endureca e

entdo conduzidos ao corte. Ao se utilizar resinas plasticas os fragmentos de
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tecidos sédo desidratados em etanol e antes da inclusdo, o material passa pelos
processos de pré-infiltracéo e infiltracéo.

(6) Microtomia: Nesta etapa € usado um equipamento especifico para
obtencado de cortes de material incluido tanto em parafina quanto em resina, o
micrétomo, que tem como unidade de medida o micrémetro (um) que
corresponde a milésima parte do milimetro. Normalmente, um micrétomo faz
cortes cuja espessura varia de 1 a 50 ym, mas as espessuras mais utilizadas
em microscopia 6ptica sdo de 3 a 6 ym quando em parafina, mas podendo ser
de 1 a 3 ym quando em resina.

(7) Coloracdo: Para serem analisados ao microscopio, 0s cortes
histol6gicos devem ser corados, pois, com raras excecfes, a maioria dos
tecidos é incolor. Dessa forma, foram desenvolvidos métodos de coloragédo que
tornam evidentes os varios componentes dos tecidos e facilitam a distincao
entre eles (Michalant, 1988; Bancroft e Stevens, 1996; Junqueira e Carneiro,
2013). As coloracdes de um modo geral se efetuam por processos fisico-
quimicos ou puramente fisicos. A maioria dos corantes se comporta como
compostos acidos ou basicos e tendem a formar ligacbes eletrostaticas
(salinas) com radicais ionizados dos tecidos (Junqueira e Carneiro, 2013). De
acordo com o numero de cores conferidas as estruturas pelas coloracfes
simples ou combinadas, estas tomam a denominacdo de coloracdes
monocrémicas (uma cor), bicromicas (duas cores), tricromicas (trés cores) e
policrdmicas (mais de trés cores) (Burtiz e Ashwood, 1998; Silveira, 2006). A
combina¢do mais comum de corantes usada em histologia e histopatologia é a
Hematoxilina e Eosina (HE) que por associagéo de acidez e basicidade permite
a diferenciacdo dos componentes celulares: a hematoxilina comporta-se como
um corante basico e, portanto, cora o nucleo de modo basdfilo e a eosina € um
corante acido e cora os elementos basicos da proteina do citoplasma de
maneira aciddfila. Outros corantes reagem com os componentes do tecido e 0s
coram com uma cor diferente da cor da solucédo corante o que se chama
metacromasia. O azul-de-metileno, o azul-de-toluidina e a tionina sdo exemplos
de corantes simples que exibem metacromasia. O fenbmeno da metacromasia
nao é totalmente compreendido, porém tem sido sugerido que € devido a

polimerizacdo das moléculas do corante. Julga-se que a presenca de
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macromoléculas com radicais eletronegativos no tecido facilita a polimerizacao

e provoca a mudanca de cor (Kiernan, 1989; Burtiz e Ashwood, 1998).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracdes Eticas

Este projeto de pesquisa foi um desmembramento do projeto
“Avaliagcbes morfofuncionais e moleculares da linhagem espermatogonial
humana antes e apOs tratamentos contra o cancer de prostata” que foi
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP) sob n° ETIC
117/07, no DEPE (Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital das
Clinicas da UFMG), sob Processo n° 079/2007 e na Comissédo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Saude do Ministério da
Saude, sob Registro CONEP n° 14.250 (Anexo ). Como previsto pelo COEP e
CONEP, os pacientes que doaram os testiculos, recrutados no servico de
Urologia do Hospital das Clinicas da UFMG, foram informados sobre os
objetivos do presente estudo e assinaram Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo II).

4.2 Coleta do material biolégico

Obteve-se fragmentos de testiculos apds orquiectomia subcapsular
bilateral de cinco pacientes com cancer de prostata localmente avancado ou
metastatico, cujas idades variaram entre 65 e 90 anos e cujo tratamento
indicado foi ablacdo hormonal cirlrgica, situagcdo em que o material biol6gico
retirado (parénquima testicular) seria totalmente descartado. Aqueles homens
gue nao sofreram nenhum tipo de tratamento prévio para cancer de prostata
antes da orquiectomia ou aqueles que foram tratados exclusivamente com a
prostatectomia radical foram considerados como portadores de testiculos

teoricamente normais e assim, utilizados neste estudo. No entanto, uma vez
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gque esse grupo de pacientes foi composto por homens idosos, alguns desses
testiculos (testiculo esquerdo do paciente 3 e testiculo direito do paciente 4)
tiveram alteracdes degenerativas relacionadas com a idade, sendo estes nao

utilizados nesta pesquisa (Tabela 1).

Tabela 1. Grupo experimental de cinco homens sexualmente maduros e com paternidade
comprovada.

PACIENTES IDADE (anos) | TESTICULOS UTILIZADOS NO ESTUDO
1 71 Testiculo direito/esquerdo
2 90 Testiculo direito/esquerdo
3 77 Testiculo direito
4 67 Testiculo esquerdo
5 65 Testiculo direito/esquerdo

A intervencao cirargica foi feita no Hospital das Clinicas da UFMG, sob
coordenacdo de equipe médica do Servico de Urologia do HC-UFMG. A
indicacdo de orquiectomia subcapsular bilateral foi feita por médicos que
trabalham na area de uro-oncologia, sem nenhuma influéncia do presente
estudo na conduta médica para o tratamento do cancer de préstata.

Dessa forma, com o paciente na posicdo de decubito dorsal, fez-se a
degermacédo da pele de toda a regido genital com solucdo PVPI degermante e
antisepsia da mesma com tintura de PVPI. Realizou-se bloqueio anestésico do
funiculo espermatico por puncao percutanea do escroto, utilizando-se seringa
estéril de 20mL acoplada a uma agulha de 21-gauge, com infiltracdo de 7mL de
solucéo 1:1 de lidocaina 1% e bupivacaina 0,5% em cada cordao espermatico
e 1mL dessa solucdo sob a pele e subcutéaneo da regido a ser incisada. Iniciou-
se 0 procedimento cirargico com uma incisdo da pele escrotal de
aproximadamente 4cm, 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 teve
toda sua tunica albuginea aberta da extremidade cranial a caudal, todo o
parénquima testicular exposto, completamente liberado da albuginea com
auxilio de uma gaze, este parénquima foi seccionado com um bisturi no nivel
da rede testicular. Nesse tempo cirdrgico novamente realizou-se hemostasia,

com auxilio do eletrocautério e suturou-se a albuginea com catgut 2-0. O
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mesmo fio foi usado na rafia dos outros planos separadamente até a pele.

Realizou-se o0 mesmo procedimento no testiculo contralateral.

4.3 Processamento das amostras

Fragmentos testiculares foram colocados em solucdes fixadoras para
fins especificos. Os fragmentos fixados em solu¢cdo de Bouin foram incluidos
em parafina — BP (i) enquanto aqueles fixados em solu¢do de glutaraldeido
tiveram como objetivos as inclusGes em resina plastica a base de glicol
metacrilato — GGMA (ii) e araldite - GA (iii), esta ultima inclusdo para estudos
sob microscopia de luz de alta resolucdo. Os procedimentos técnicos

especificos para cada um destes métodos estdo brevemente descritos a seguir.

4.3.1 Fixacdo em Bouin e inclusdo em parafina (BP)

Apébs orquiectomia, fragmentos testiculares foram fixados durante 12 a
24 horas em solugéo de Bouin, sendo a seguir, armazenados em etanol a 70%
a 4°C, até o momento da inclusdo. Estes fragmentos foram entdo desidratados
em série etandlica crescente até 100%, diafanizados em xilol e posteriormente
incluidos em parafina. Destes blocos foram obtidos cortes histolégicos de 4 e
7um de espessura, corados pela técnica hematoxilina-eosina.

4.3.2 Fixacdo em glutaraldeido e inclusao em glicol metacrilato (GGMA)

Outros fragmentos testiculares foram fixados por imersdao em
glutaraldeido a 5% em tampéo fosfato 0,05M pH 7,3, por 24 horas. Estes
fragmentos foram mantidos em tampao fosfato a 4°C até o momento da
inclusdo. No momento da incluséo, finos fragmentos de 1 a 2 mm de espessura
foram recortados da superficie dos fragmentos testiculares. Estes fragmentos
foram desidratados em série crescente de alcodis e incluidos em resina
plastica a base de glicol metacrilato (Historesina, Leica), conforme descrito por
Chiarini-Garcia et al. (2011). Dos blocos foram obtidos cortes histologicos de 3

e 5um de espessura que foram corados com azul de toluidina-borato de sodio.
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4.3.3 Fixacdo em glutaraldeido e inclusdo em resina araldite (GA)

Outros fragmentos testiculares foram fixados por imersao em
glutaraldeido a 5% em tampao fosfato 0,05M pH 7,3, por 10 a 15 minutos. Ap6s
ter adquirido certa consisténcia, estes fragmentos foram seccionados em
pedacos menores e adicionalmente fixados por mais 12 a 24 horas a 4°C, com
solucdo renovada de glutaraldeido. Apos este periodo, da superficie destes
fragmentos foram retiradas finas fatias, de aproximadamente 1mm de
espessura, que foram armazenadas em tampéao fosfato 0,05M pH 7,3 a 4°C até
0 momento da incluséo.

Apos desidratacdo em série etandlica crescente e banhos de acetona,
estes fragmentos foram incluidos em resina araldite (EMS), conforme protocolo
ja padronizado e em uso rotineiro no Laboratorio de Biologia Estrutural e
Reproducdo (LABER) do ICB/UFMG. Dos blocos de araldite foram obtidos
cortes semifinos de 1lum de espessura, que foram corados com azul de
toluidina com borato de sédio e estudados sob microscopia de luz de alta
resolucao (Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008).

4.4 Andlises morfologicas e morfométricas

Os estudos morfoldgicos e morfométricos foram analisados e
comparados entre as técnicas de Bouin/parafina, glutaraldeido/glicol
metacrilato e glutaraldeido/araldite e se constituem de: (1) avaliagdo dos
aspectos morfoldgicos; (2) avaliacdo dos escores histopatoldgicos testiculares;
(3) avaliacdo do diametro tubular e luminal e altura do epitélio seminifero e
espessura da tanica propria; (4) diametro médio dos nucleos das células
germinativas em estadio Ill bem como didmetro médio nuclear de células de
Sertoli e Leydig; (5) numero e apoptose de células germinativas e de mitoses
espermatogoniais; (6) de indices da espermatogénese.

Escolheu-se para varias das avaliagbes o estadio 11l do ciclo do epitélio
seminifero, segundo Heller e Clermont (1964) (ver detalhe no anexo Ill), pelo
fato de nele serem encontradas células germinativas das diferentes etapas do

processo espermatogénico (a excecdo das espermatides alongadas), que
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assim permitiram determinar com seguranca avaliacbes morfométricas nas

condicbes de processamento escolhidas.

4.4.1 Avaliagcéo dos aspectos morfolégicos

Quanto a morfologia foram considerados niveis de preservacéao tecidual
e citologica, comparando a presenca ou auséncia de artefatos gerados pelas
técnicas, tal como a retracdo. Tais caracteristicas foram observadas e
regristradas em fotomicrografias digitais obtidas com o auxilio de uma camera
fotografica Q-Color 3 acoplada a um microscépio BX-51, ambos da Olympus.
As fotomicrografias foram obtidas através do programa Image-Pro Express
(Media Cybernetics), tratadas com o Adobe Photoshop e montadas em
pranchas utilizando o programa Adobe Illustrator.

4.4.2 Avaliacado dos escores histopatoldgicos testiculares

Foram utilizados trés diferentes padrbes de avaliacdo da
espermatogénese. Um deles, classicamente, utilizado na anatomia patoldgica,
€ 0 (1) escore de cinco padrdes de alteracbes da espermatogénese, baseado
em Levin (1979) e revisto por McLachlan et al. (2007). Outro foi o (2) escore de
Johnsen (1970), que divide as alteracdes da espermatogénese em 10 escores,
que detalha com mais informacdo o padrdo de cinco escores, citado
anteriormente, separando os diferentes tipos de hipoespermatogénese e
parada de maturacdo. O terceiro (3) escore foi o de Bergmann (Bergmann et
al., 1994; revisdo em Bergmann e Kliesch, 2010), que avalia as alteracbes da
espermatogénese em relacdo a presenca de espermatides alongadas no
parénquima testicular, tal como aplicado por Reis (2012) e Martello (2013).

Abaixo descricédo detalhada dos escores.
4.4.2.1 Escore de Cinco Padrdes
A classificagdo dos cinco padrbes, rotineiramente utlizada nos

laboratorios de anatomia patolégica e pelos andrologistas na avaliagdo das

alteracdes testiculares, leva em consideracdo todos os cortes dos tubulos
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seminiferos das bidopsias para assim classificar o testiculo baseando-se na

descricéo dos padrdes, segundo a Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo histopatologica da espermatogénese adaptado de Levin (1970).

Padrdes

Aspectos morfolégicos da espermatogénese

Padrdo 5

Padrao 4

Padrdo 3

Padrao 2

Padrao 1

* Espermatogénese normal: quando se encontrou o epitélio germinativo
completo em toda a area avaliada da biépsia associado ao tecido intertubular
normal.

* Hipoespermatogénese: quando todos os estagios da linhagem do epitélio
germinativo foram identificados, mas, em alguns tubulos seminiferos ele
encontrava-se reduzido em varios graus. Esta classificacéo incluiu os padrdes
mistos com tubulos com padrdo de parada de maturacéo, aplasia de células
germinativas e fibrose testicular quando estes estavam associados ao
encontro de tibulos seminiferos com o epitélio germinativo completo.

* Parada de maturagdo: este padrdo descreve a parada total do epitélio
germinativo em algum estagio particular da espermatogénese, sem a
formacgédo de espermatides alongadas.

* Aplasia de células germinativas: este termo € usado exclusivamente para
descrever o padrdo de tubulos seminiferos com auséncia completa de
qualquer célula germinativa e apenas revestidos por células de Sertoli.

* Fibrose testicular. este padrdo descreve estruturas com aparéncia de
tubulos seminiferos, mas que ndo possuem nenhuma célula em seu interior
(epitélio germinativo ou células de Sertoli) e usualmente apresentam uma
fiborose peritubular e o acimulo de um depésito amorfo no seu interior
(hialinizacéo).

4.4.2.2 Escore de Johnsen

Este padrdo de avaliagdo da espermatogénese leva em consideracgao,

com mais detalhes, as alteracfes do epitélio seminifero por determinar com

exatiddo principalmente onde ocorrem as aplasias ou paradas de maturacdo

das células germinativas. Secdes transversais tubulares (em médias 100

seccgbes por individuo), em cada uma das trés técnicas consideradas neste

estudo, foram examinadas sistematicamente e cada uma delas recebe um

escore de 1 a 10 de acordo com os critérios na Tabela 3.
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Tabela 3. Classificacdo histopatologica da espermatogénese, segundo Johnsen (1970).

Escores Aspectos morfolégicos da espermatogénese

Escore 10 * Espermatogénese completa com muitas espermatides alongadas. Epitélio
germinativo organizado com espessura preservada e a luz do tabulo livre.
* Muitas espermatides alongadas estao presentes, mas, o epitélio germinativo

Escore 9 esta desorganizado com evidente descamacdo ou obliteracdo 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 presenca de muitas espermatides
em alongamento e arredondadas.

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

Escore 5 * Auséncia de espermatides e presenca de muitos espermatacitos.

Escore 4 * Presenca de poucos espermatécitos (menos de cinco) e auséncia de
espermétides.

Escore 3 * Espermatog6nias sao as Unicas células germinativas presentes.

Escore 2 * Auséncia de células germinativas e presenca de apenas células de Sertoli.

Escore 1 * Auséncia de células no corte transversal do tubulo seminifero.

Apenas os cortes transversais de tubulos seminiferos foram contados,

em aumento final de 200x, seguindo as recomendacdes de Johnsen (1970). Os

tubulos danificados pelo processamento ndo foram considerados na contagem

enguanto aqueles tubulos completamente hialinizados isto €, sem qualquer tipo

celular presente, foram sempre contados quando devidamente identificados.

Quando foi necessario identificar o tipo celular mais detalhadamente, foram

utilizados aumentos finais de 400x e 1000x. O célculo do escore médio foi

realizado pela multiplicacdo do numero de tabulos contados pelo seu escore de

um a dez. Todos estes valores foram somados e divididos pelo numero total de
tubulos contatos (Reis, 2012; Martello, 2013).
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4.4.2.3 Escore de Bergmann

A avaliacdo do critério de Bergmann foi feita baseando-se na
percentagem de tdbulos seminiferos que continham espermatides alongadas.
Todos os tubulos seminiferos presentes nos cortes histologicos foram
analisados e no final, o nimero total de tubulos contendo esperméatides
alongadas (escores 8, 9 e 10 de Johnsen) foi dividido pelo numero total de
tubulos contados (Reis, 2012; Martello, 2013).

Escore = E x10
NT

Onde: NE — n° total de tubulos seminiferos com esperméatides alongadas
NT — n° total de tibulos seminiferos contados

Obteve-se entdo, a porcentagem de tubulos com espermatides
alongadas, onde a nota 10 significa 100% de tubulos contendo espermatides
alongadas e a nota 1 significa 10% de tubulos contendo espermatides
alongadas. Quando menos de 10% (9% a 1%) dos tubulos seminiferos
apresentaram espermatides alongadas utiliza-se subclassificacdo com escore
de 0,9 a 0,1 (Tabela 4).

Tabela 4. Classificagéo histopatoldgica da espermatogénese (Bergmann e Kleich, 2010).
Aspectos morfolégicos da
%* Escore espermatogénese
100 — 95 10
94 -85 9 Espermatogénese normal
84 -75 8
74 — 65 7
64 — 55 6
54 — 45 5 Tabulos seminiferos com espermatogénese e
44 - 35 4 areas de atrofia.
34-25 3
24 -15 2
14-10 1
Raros tlbulos com espermatides alongadas,
9-1 09-0,1 e : e
predominio de atrofia do epitélio seminifero.
Aplasia de células germinativas, parada de
0 0 maturacao, atrofia testicular, tibulos
hialinizados.

* Porcentagem de tubulos seminiferos com espermatides alongadas.
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4.4.3 Avaliacdo do diametro tubular, diametro luminal, altura do epitélio

seminifero e espessura da tanica propria.

O diametro tubular e luminal médio foi obtido a partir da mensuracéo, ao
acaso, de 50 secc0es transversais de tubulos seminiferos com contorno o mais
circular possivel. Nas mesmas secc¢fes, foi mensurada a altura do epitélio
seminifero, a qual foi tomada da membrana basal até a borda luminal. Para
isso, foram utilizadas imagens fotograficas digitais, obtidas com o auxilio de
uma camera fotografica digital Q-Color 3 acoplada a um microscopio Olympus
BX-51. Para mensuracao das estruturas avaliadas foi utilizado o programa de
analise de imagens Image-Pro Express (Media Cybernetics). Em tabulos ovais,

foram medidos os menores didmetros e altura do epitélio.

4.4.4 Diametro médio dos nucleos das células germinativas, células de Sertoli e

células de Leydig.

Os diametros médios nucleares (soma dos diametros maior e menor
dividido por dois) foram obtidos dos tipos celulares presentes no estadio Il do
ciclo do epitélio seminifero do homem (espermatogbnias Aescuras
espermatogbnias  Acaras, €Spermatocitos  primario  em  preleptoteno,
espermatécitos primario em paquiteno e esperméatides arredondadas Sb1l),
bem como dos ndcleos das células de Sertoli e Leydig. Para isto, usou-se
régua graduada acoplada a ocular de um microscopio Olympus BX-41 em
aumento de 1000X. Esta régua foi aferida em micrébmetros através de uma
régua micrométrica da Leitz. Mediu-se pelo menos 10 nucleos por individuo.

445 Numero e apoptose de células germinativas e de mitoses

espermatogoniais

Os numeros de células germinativas (espermatogdnias Aescuras,
espermatogbnias  Acaras,  €spermatoécitos  primario  em  preleptéteno,
espermatocitos primario em paquiteno e espermatides arredondadas Sbl) de
apoptoses e de mitoses espermatogoniais foram determinados pela razéo entre

0 numero obtido para cada célula em relacdo a 100 nucléolos de células de
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Sertoli. As contagens foram realizadas em pelo menos 10 tabulos seminiferos
escolhidos aleatoriamente, para cada individuo. As células em divisdo celular
contadas foram apenas aquelas presentes em posicao justaposta a membrana
basal dos tubulos seminiferos, correspondente ao compartimento basal dos

tubulos seminiferos, onde estéo localizadas as espermatogonias.
4.4.6 indices da espermatogénese

Com o objetivo de comparar a eficiéncia do processo espermatogénico e
da célula de Sertoli, em relacdo as trés técnicas aplicadas, foram contados
todos os nucleos das células germinativas e nucléolos das células de Sertoli
presentes no estadio Ill do ciclo do epitélio seminifero, caracterizado por
Clermont (1966), em seccdes transversais de tubulos seminiferos que
apresentaram formato o mais arredondado possivel.

Essas contagens foram corrigidas para a espessura do corte histologico
e para o diametro nuclear das células germinativas e nucleolar das células de
Sertoli, de acordo com Abercrombie (1946) modificado por Amann (1962), tal
como aplicado previamente por estudos realizados pelo nosso grupo (Melo et
al., 2013; Martello, 2013).

A seguinte formula foi utilizada para obtencao do numero corrigido:

EC

EC +(D|\%)2 _(D|\%)2

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

NC = NO

A partir da obtencdo das contagens corrigidas das células presentes no
epitélio seminifero no estadio Il (espermatogbnias Aescura, €Spermatocitos
primarios em preleptéteno, espermatdcitos primarios em paquiteno,
espermatides arredondadas Sbl e nucléolos de células de Sertoli), foram
obtidas as seguintes razoes:

1) indice mit6tico: nimero de espermatdcitos primarios em preleptéteno

dividido pelo numero de espermatogbnias Aescura, para se determinar o

coeficiente de eficiéncia das mitoses espermatogoniais;
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2) Indice meidtico: nimero de espermatides arredondadas (Sb1) dividido

pelo numero de /espermatdcitos primarios em paquiteno, para se estimar o
rendimento celular obtido durante a fase meibtica;

3) Eficiéncia das células de Sertoli: numero de esperméatides

arredondadas (Sbl) dividido pelo numero de nucléolos de célula de Sertoli,
para se estimar o niumero de espermatozoides que poderiam ser suportados
por cada célula de Sertoli e,

4) Eficiéncia da espermatogénese: numero de esperméatides arredondas

(Sbl) dividido pelo nimero de espermatogdnias tipo Aescura, Para determinar o
namero de espermatides obtidas apds o0s processos mitético e meidtico,

estimando-se assim o rendimento geral da espermatogénese.

4.5 Andlise estatistica

Todos os parametros medidos foram testados quanto a normalidade
antes da analise, usando o procedimento univariado do programa Statistical
Analysis System (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Os dados foram analisados
como um delineamento inteiramente ao acaso e o modelo estatistico incluiu
pacientes como fatores fixos e a morfologia das células como fator aleatorio.
Os efeitos dos tratamentos sobre a morfometria e a morfologia celulares e
tubulares foram analisados utilizando o modelo linear geral (GLM) do SAS. Os
eventos nos quais os tratamentos foram significativos, comparacdes multiplas
foram realizadas utilizando-se a probabilidade de diferencas (pdiff) entre
médias de quadrados minimos, ajustadas pelo teste Tukey-Kramer (SAS,
2001), com P <0,05 sendo considerado significativo. Nas tabelas e graficos, os

dados sdo apresentados como médias * erro padrdo da média.
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5 RESULTADOS

5.1 Morfologia

Ao avaliar as caracteristicas morfologicas das células germinativas e
somaticas do epitélio seminifero e do intersticio testicular de homens, nos quais
os fragmentos testiculares foram submetidos a diferentes processamentos
histologicos, verificaram-se diferencas expressivas na preservacao tecidual
(Figura 1).

N T
g L. %
& 3 e

B B R | e — =

Figura 1. Fotomicrografia comparativa da preservacdo tecidual e citolégica de fragmentos
testiculares processados pelos trés diferentes métodos: A. Bouin/pafarina, B.
glutaraldeido/glicol metacrilato e C. glutaraldeido/araldite. Barras: 15 pm.

Quando os fragmentos foram fixados com solu¢do de Bouin e incluidos
em parafina, verificou-se nitida retracdo tecidual com aumento de espacos
entre as células germinativas e aumento de espaco no intersticio fazendo com
que os tabulos seminiferos se apresentassem distantes uns dos outros (Figs.
2A e 2B). Quanto os tubulos, foram frequentes desprendimentos do epitélio
seminifero em relac&o a tunica propria bem como para o lumen tubular (Figs.
2A-2B). Em relacdo ao aspecto citologico, detectou-se nitida retracédo
citoplasmatica e nuclear tanto das células germinativas quanto somaticas (Figs.
2C-2E), que se apresentavam com aspecto bastante granuloso. As células de
Sertoli ndo apresentaram nucléolo tdo evidente e, apesar do formato irregular
do ndcleo, ndo puderam ser observadas as dobras da membrana nuclear
caracteristicas deste tipo celular. Houve dificuldade na identificacdo dos



26

Figura 2. Fotomicrografias de tdbulos seminiferos de testiculos de homem submetidos a
fixacdo em solugdo Bouin e incluidos em parafina. Em A, observa-se panoramica de tecido
testicular com presenca de vaso sanguineo (Vs) no espaco intersticial (Ei) e cortes de tubulos
seminiferos (Ts), ambos retraidos (setas). Em B, tem-se retracao do epitélio seminifero (setas)
e retracdo citoplasmética de células de Sertoli (S) e célula germinativa (Cg). Observa-se em C:
tubulo seminifero com espessa tinica propria (Tp), retracdo do epitélio (seta), presenca de
vacuolos (V), espermatogbnia escura (Ae), espermatides arredondadas do tipo Sal e em
alongamento do tipo Sd1, além de células de Sertoli (S) com varios formatos. Em D e E
evidencia-se espermatogbnias escuras (Ae) com e sem vacuolo, espermatogdnias claras (Ac),
espermatides arredondadas do tipo Sal e em alongamento do tipo Sd1, além de células de
Sertoli (S). Em F, imagem da regido intersticial evidenciando células de Leydig (L) e vaso
sanguineo (Vs). Barras: A, 150um; B,F, 40um; C-E, 15um.
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diferentes tipos de espermatogonias (Aescuras: Aclaras € B) devido a preservacéo
morfolégica das mesmas. Estas se apresentavam muito coradas, com pequena
definicdo da cromatina nuclear e alteracdo da forma nuclear, sendo que muitas
espermatogonias Aescuras S€ apresentavam arredondadas e ndo ovais, como
era esperado (Fig. 2D). Tal caracteristica dificultou também a diferenciacdo
destas

espermatogbnias com espermatocitos em preleptoteno também localizados no
compartimento basal do epitélio seminifero. Da mesma forma, a identificacdo
das espermétides arredondadas (Sal, Sa2, Sbl e Sb2) ficou comprometida,
pois a vesicula acrossdmica que caracteriza tais células nos estadios do ciclo
do epitélio seminifero ndo foi de facil visualizacdo (Fig. 2E) e, a classificacédo
dessas células acabou sendo determinada pela posi¢do no epitélio seminifero
e pela associacdo com as outras células germinativas. No intersticio, foram
evidentes as retracdes e as células de Leydig, encontradas em grupos, foram
visualizadas sem boa definicdo morfolégica (Fig. 2F).

Ja& nos fragmentos fixados em glutaraldeido e incluidos em resina
plastica a base de glicol metacrilato, foi evidente a melhora na preservagéo
morfologica do tecido como um todo, evidenciando detalhes da morfologia das
células germinativas e somaticas. Os tubulos seminiferos ndo se apresentavam
retraidos em relacdo ao intersticio e se encontravam mais agrupados (Fig. 3A).
As células germinativas e somaticas se apresentavam aparentemente maiores
gue aquelas processadas com Bouin/parafina. Quanto a citologia, este método
demonstrou melhor preservacdo sendo que as células se apresentavam com
aspecto mais homogéneo e com pouca granulosidade citoplasmatica e nuclear.
No epitélio seminifero a retracéo tecidual foi pequena (Fig. 3B). As células de
Sertoli apresentaram nucléolo bem evidente e menor retracao citoplasmatica e
nuclear (Fig. 3C). Neste processamento histolégico, as espermatogbénias foram
mais facilmente identificadas, visto que as caracteristicas nucleares
(heterocromatina) foram bem preservadas assim como o formato caracteristico
dessas células. (Fig. 3C). Foram raros os artefatos no intersticio e os

agrupamentos das células de Leydig foram mais evidentes.
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etidos a
fixagcdo em solucéo glutaraldeido e incluidos em glicol metacrilato. Em A, observe panoramica
de tecido testicular com espago intersticial (Ei) e cortes de tubulos seminiferos (Ts) bem
preservados. Em B, tem-se corte transversal de tibulo seminifero (Ts) com diferentes estadios
do ciclo do epitélio seminifero, evidenciando células de Sertoli (S), células germinativas (Cg) e
vacuolo (V) compondo o epitélio. Em C, tem-se um maior aumento em epitélio seminifero,
apoiado na tanica propria (Tp) e que evidencia espermatogbnias escuras (Ae) e claras (Ac),
espermatides arredondadas em Sb1, corpo apoptotico (Cap) e células de Sertoli (S). Observa-
se em D tdbulos seminiferos (Ts) e intersticio com células de Leydig (L). Barras: A, 75um; B,D,
40um; C, 15um.

O processamento empregando o glutaraldeido como fixador e a resina
epoxi araldite como meio de inclusdo, foi o que melhor preservou as
caracteristicas morfologicas do tecido testicular com pouca retragéo intersticial
(Fig. 4A). Apo6s este processamento histoldgico foi nitida e melhora na
resolucédo citolégica (Fig. 4B). Nas células de Sertoli foi possivel visualizar as
dobras nucleares (Figs. 4C-4E), nas células de Leydig foram evidentes as
goticulas lipidicas (Fig. 4F) e nas células germinativas era possivel ver detalhes
nucleares que possibilitaram a diferenciacéo entre os tipos de espermatogonias
Aescura; Aclara € B, que confere seguranca para estudos relacionados com a
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Figura 4. Fotomicrografia de tubulos seminiferos de testiculos de homens submetidos a
fixacdo em solucdo glutaraldeido e incluidos em araldite. Em A, observa-se panoramica de
tecido testicular com espaco intersticial (Ei) e cortes de tubulos seminiferos (Ts) bem
preservados. Em B, tem-se corte transversal de tdbulo seminifero (Ts) evidenciando a tdnica
propria (Tp) e epitélio em estadio 1V: espermatides em alongamento do tipo Sb2 com formacgao
de vesicula acrossdmica caracteristica (cabega de seta) e espermatocito em paquiteno (Pq).
Em C, tem-se imagem em maior aumento de epitélio seminifero em estadio Il: espermatogdnia
clara (Ac), espermatides arredondadas Sa2, espermatides alongadas Sd2 e célula de Sertoli
(S). Em D e em E tem-se evidéncia de tanica propria (Tp) e epitélio seminifero com
espermatogOnia clara (Ac), escura (Ae), célula de Sertoli (S) e espermatide com formacéo da
vesicula acrossdmica (cabelca de seta), evidenciando espermétides arredondadas Sal na
imagem E. Em F, observa-se tlbulos seminiferos (Ts) e intersticio com células de Leydig (L).
Barras: A, 75um; B-F, 15pm.
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biologia desse tipo celular (Figs. 4B-4E). Aléem de detalhes citoplasmaticos, tais
como complexos de Golgi e mitocondrias, este método possibilitou excelente
visualizacdo do processo de formagdo da vesicula across6mica nas
espermétides, podendo acompanhar com bastante detalhe todo o processo

espermiogénico (Figs. 4B-4E).

5.2 Escores histopatoldgicos

A Tabela 5 e a Figura 5 representam os resultados dos escores
histopatolégicos de Cinco Padrbes, de Johnsen e de Bergmann. Apds a
aplicacao dos trés processamentos histolégicos propostos, constatou-se que 0s
valores dos escores nao foram significativamente diferentes em relacdo aos
pacientes utilizados neste trabalho, isto €, individuos idosos com céncer de
préstata e que ndo sofreram qualquer tipo de tratamento até o0 momento da

orquiectomia.

Tabela 5. Escores de Cinco Padrées, Johnsen e Bergmann apés diferentes tratamentos
histolégicos.

Grupo 5 Escores Johnsen Bergmann
BP 48+0,2a 7,96+0,2a 7,40+0,6a
GGMA 4,8+0,2a 7,93+0,2a 7,45+0,6a
GA 48+0,2a 7,90+0,2a 6,90+0,6a

BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 5. Escores de Cinco Padrdes, Johnsen e Bergmann nas técnicas histolégicas de
Bouin/parafina (BP), glutaraldeido/glicol metacrilato (GGMA) e glutaraldeido/araldite (GA). Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas.

5.3 Parametros tubulares

ApoOs os diferentes processamentos histolégicos, constatou-se que
houve retracdo nos didmetros tubulares (cerca de 8%), na altura do epitélio
(cerca de 26%) e na espessura da tanica propria (cerca de 39%) nos
fragmentos tratados com BP em relacdo aos tratados com GGMA e GA.
Quanto ao diametro do lumen, os grupos nao apresentaram diferencas
estatisticas significativas. Por outro lado, os grupos GGMA e GA apresentaram
caracteristicas semelhantes, com melhor preservagédo do parénquima testicular
(Tab. 6 e Fig. 6).

Tabela 6. Parametros dos tubulos seminiferos de homens apés diferentes tratamentos
histolégicos.

Grupo Diametrodo Tubulo Diametro do Limen Alturado Epitélio Espessurada Tunica Prépria

BP 201,6+6,0a 104,8+6,7a 41,6+6,0a 6,8+0,3a
GGMA 233,6+£6,0b 97,2+6,7a 56,8+6,0b 11,4+0,3b
GA 220,8+6,0ab 85,6+6,7a 56,4+6,0b 11,2+0,3b

BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite
Diferentes letras na mesma coluna P < 0,05
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Figura 6. Parametros dos tubulos seminiferos de homens apods diferentes tratamentos.
Diametro tubular (D. Tubular), didametro do lumen (D. Lumen), altura do epitélio (A. Epitélio) e
espessura da tdnica prépria (E. TP). BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol
metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite. Diferentes letras para 0 mesmo parametro significa
diferenca estatistica de P<0,05.

5.4 Diametros nucleares

Nas analises de diametro nuclear, tanto de células germinativas
(espermatogdnias, espermatocitos e esperméatides) quanto de células
somaticas (Sertoli e Leydig), ndo foram encontradas diferencas significativas
apos processamento em GGMA e GA, diferente do que ocorreu apés
processamento em BP. As células germinativas quando em BP apresentaram
maior retracdo (30% em média) em comparacao as células somaticas (cerca
de 15%) quando comparadas a GGMA e GA. (Tabs. 7-8; Figs. 7-8).

Tabela 7. Diametros nucleares de células germinativas apés diferentes tratamentos
histologicos.
Grupo Aescura Aclara Preleptéteno Paquiteno EspermadtideSbl Mitose Apoptose
BP 21+2,7a 20,1+3,8a 483*52a 300%55a 174,0+13,4a 1,2+1,2a 4,4+1,0a
GGMA 25+2,7b 22,8+38b 42,0+52b 40,5+55b 159,4+13,4b 3,5+1,2b 7,1+£1,0b
GA 18+2,7b 16,6+3,8b 31,7+52b 31,0+55b 101,7+13,4b 1,7+1,2b 5,8+1,0b

BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite
Diferentes letras ha mesma coluna P < 0,05
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Figura 7. Diametros nucleares de células germinativas de homens apés diferentes tratamentos
histologicos. Ae, espermatogbnia Aescua; AC, espermatogdnia Agaa; Pl, preleptoteno; P,
paquiteno; Sbh1, espermatide Sb1l. BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato;
GA, glutaraldeido/araldite. Diferentes letras para 0 mesmo tipo celular significa diferenca
estatistica de P<0,05.

Tabela 8. Diametros nucleares de células somaticas de homens apés diferentes tratamentos

histolégicos.
BP 84+0,3a 6,8+0,2a
GGMA 9,8+0,3b 8,4+0,2b
GA 10,0£0,3b 7,8%£0,2b

BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite
Diferentes letras na mesma coluna P < 0,05
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Figura 8. Diametros nucleares de células somaticas de homens apds diferentes tratamentos
histolégicos.  BP,  Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol  metacrilato;  GA,
glutaraldeido/araldite. Diferentes letras para o mesmo tipo celular significa diferenca estatistica
de P<0,05.
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5.5 Numero e apoptose de células germinativas e de mitoses

espermatogoniais.

A contagem do numero de células presentes no estéadio Il do ciclo do
epitélio seminifero do testiculo de homens ap0s os trés processamentos
histol6égicos mostrou um mesmo padrdo para a maioria das células diferindo
apenas na contagem de espermatides arredondadas Sb1l, onde os tratamentos
em BP e GGMA apresentaram-se semelhantes e diferentemente de GA. Além
disso, ndo houve diferenca significativa na contagem de mitoses e apoptoses

apos os trés processamentos (Tab. 9 e Fig. 9).

Tabela 9. Contagem das células germinativas, mitoses e aopotoses em estadio Il de
fragmentos testiculares submetidos a trés diferentes tratamentos histolégicos.
Grupo Aescura Aclara Preleptéteno Paquiteno Espermatide Sbl Mitose  Apoptose
BP 21+2,7a 20,1+3,8a 48,3+52a 30,0+55a 1740+13,4a 1,2+12a 4,4t10a
GGMA 25t2,7a 22,8+3,8a 42,0+52a 40,5+55a 159,4+134a 3,5t12a 7,1+10a
GA 18+2,7a 16,6 +3,8a 31,7+5,2a 31,0+55a 101,7+13,4b 1,7+1,2a 58+10a

BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite
Diferentes letras na mesma coluna P < 0,05
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Figura 9. Numero de células germinativas, mitoses e apoptoses presentes no estadio Ill do
ciclo do epitélio seminifero de homens apos diferentes tratamentos histologicos. BP,
Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite. Diferentes
letras para 0 mesmo tipo celular significam diferenca estatistica de P<0,05.
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5.6 Indices da espermatogénese

Os diferentes tratamentos histolégicos ndo afetaram a maioria dos
indices da espermatogénese de forma significativa. Observou-se apenas um
maior indice meidtico, com uma diferenca de ~50% no tratamento com BP em
comparacdo aos demais tratamentos (Tab. 10 e Fig. 10). Este indice
corresponde a razdo entre o numero de espermatides (Sb1l) em relacdo ao
namero de espermatocitos (paquiteno), presentes no estadio Il do ciclo do

epitélio seminifero.

Tabela 10. indices de etapas do processo espermatogénico do homem, apos diferentes
processamentos histoldgicos.

Grupo indice Mitético indice Meidtico  Eficiéncia da Célula de Sertoli  Eficiéncia da Espermatogénese
BP 2,3+0,2a 6,7+0,6a 2,8+0,7a 8,6+0,8a

GGMA 1,7+0,2a 3,9+0,6b 3,2+0,7a 6,4+0,8a
GA 1,8+0,2a 3,3+0,6b 4,0%0,7a 59+0,8a

BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA, glutaraldeido/araldite
Diferentes letras na mesma coluna P < 0,05

indices da Espermatogénese
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Figura 10. indices de etapas do processo espermatogénico do homem, apds diferentes
processamentos histologicos. BP, Bouin/parafina; GGMA, glutaraldeido/glicol metacrilato; GA,
glutaraldeido/araldite. Diferentes letras para o mesmo indice significa diferenca estatistica de
P<0,05.
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6 DISCUSSAO

O testiculo humano é um 6rgdo que desempenha tanto funcéo
hormonal, na producdo de androgenos, quanto na producdo de
espermatozoides, através de um complexo processo de divisbes mitéticas e
meidtica. Diferente da gonada feminina, os testiculos sdo mais suscetiveis a
impactos, lesdes, agentes toxicos ambientais ou terapéuticos que podem até
comprometer a espermatogénese do individuo (Lellei et al., 2001; Boekelheide,
2005). Nos trabalhos desenvolvidos até o0 momento que abordam os efeitos
experimentais e patolégicos sobre o testiculo, alguns dos pontos principais de
avaliacdo testicular estdo vinculados aos parametros morfoldégicos e
morfométricos dos tubulos seminiferos (Pannocchia et al., 2008). Esta
alteracbes qualitativas e quantitativas dos componentes testiculares
demonstram que alteracfes detectadas nos parametros tubulares, bem como
no namero e distribuicdo das células germinativas e de Sertoli ao longo do ciclo
do epitélio seminifero estdo relacionadas a impactos negativos que podem
provocar alteragcdes na funcdo testicular e ainda demontrar como podemos
interferir no processo espermatogénico na tentativa de amenizar estes diversos
efeitos deletérios.

Os resultados destes estudos, desde aproximadamentel950, tem sido
obtidos de testiculos submetidos aos mais diferentes métodos de
processamento histolégicos. A fixacdo do material biol6gico € uma das etapas
mais criticas na preparacdo histologica, principalmente em testiculo
(Pannocchia et al., 2008). Inicialmente foram utilizados o Zenker-formol
(Clermont e Leblond, 1955; Clermont, 1963; Heller e Clermont, 1964; Heller et
al., 1969; ) e o Bouin (Roosen-Runge, 1956; Clermont, 1966a,b), com inclusédo
em parafina. Nestes estudos foram feitas as primeiras e bem primorosas
descricbes morfologicas e morfométricas do testiculo humano, demonstrando o
ciclo do epitélio seminifero, a duracdo do processo espermatogénico bem como
a biologia espermatogonial.

Posteriormente, na década de 1960, foi introduzido o glutaraldeido como
fixador primario para microscopia eletronica (revisdo em Bozzola e Russell,

1999). Por sua propriedade ndo coagulante e de preservar as proteinas
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celulares, este fixador, que € um aldeido glutarico de alta pureza, melhorou
significativamente a preservacao citologica tanto no nivel da microscopia de luz
quanto eletrbnica. Nesta época também foram introduzidas as resinas
plasticas, tanto as epoéxi (araldite) quanto o glicol metacrilato. Desta forma, a
associacdo entre melhores métodos de fixacdo e inclusdo (Chiarini-Garcia e
Meistrich, 2008; Chiarini-Garcia et al., 2011) melhoraram significativamente a
preservacao morfolégica sob qualquer tipo de microscopia, inclusive ao nivel
da microscopia de luz. A associagéo entre fixacdo com glutaraldeido e incluséo
em resina araldite e avaliagdo em cortes semifinos de 1um de espessura
produziram tanta resolucdo no nivel da microscopia de luz que o método tem
sido chamado de microscopia de luz de alta resolucdo (Chiarini-Garcia e
Meistrich, 2008). Inimeros estudos foram desenvolvidos por Chiarini-Garcia e
colaboradores em individuos normais (Chiarini-Garcia e Russell, 2001; Chiarini-
Garcia et al.,, 2001, 2003, 2009; Drumond et al.,, 2011), submetidos a
tratamentos experimentais (Nascimento et al., 2008) e sob condicdes
patolégicas (Russell et al., 2002; Bolden-Tiller et al., 2007), principalmente
relacionados com a biologia espermatogonial.

Utilizando outro tipo de resina plastica para incluséo testicular, o glicol
metacrilato, mesmo com a fixacdo com glutaraldeido a preservacao
morfolégica apresentou menor resolucdo em relacdo aquele observada no
processamento glutaraldeido/araldite (Chiarini-Garcia et al., 2011). No entanto,
foi de qualidade morfolégica bem superior a daqueles testiculos incluidos em
parafina. O glutaraldeido associado ao glicol metacrilato, por uma questao de
custo x beneficio, tem sido usado com bastante sucesso para estudos diversos
da espermatogénese (Drumond et al., 2011; Melo et al., 2013; Albuquerque et
al.,, 2013), onde a distincdo entre subtipos espermatogoniais ndo sao
determinantes no estudo.

Os artigos de décadas passadas continuam importantes para o
entendimento da espermatogénese dos homens e séao frequentemente
revisitados como base de conhecimento para estudos atuais, principalmente
para estudos em individuos sob diferentes tratamentos, condi¢des ambientais
ou patoldgicas. No entanto, cuidados devem ser tomados quando se compara
os resultados destes trabalhos onde os testiculos sofreram diferentes tipos de

processamentos, principalmente no que se refere aos achados morfométricos.
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Consultado a literatura pertinente, ndo encontramos estudo que avaliasse no
homem o impacto destes diferentes processamentos nos achados
morfométricos e que permitissem, atraves de fatores de correcéo, extrapolar os
achados oriundos de dados semelhantes obtidos de testiculos que sofreram
diferentes processamentos.

Tal como demonstrado por outros autores (Howroyd et al.,, 2005;
Silveira, 2006; Pannocchia et al., 2008; Junior, 2010; Reis, 2012), o presente
estudo confirma que o0s processamentos histologicos tém interferéncia
marcante na morfologia tecidual e, principalmente, na definicdo citolégica no
nivel da microscopia de luz. Enquanto nos fragmentos testiculares processados
com GA foi possivel distinguir com seguranca os diferentes tipos
espermatogoniais humanos, nos outros dois processamentos, principalmente
naquele que empregou BP, a distingdo entre estes tipos celulares foi
comprometida. Isto certamente dificulta estudos morfométricos confiaveis,
principalmente quando se avalia a biologia espermatogonial. De fato, uma série
de estudos desenvolvidos por Chiarini-Garcia e colaboradores, em relacdo a
biologia espermatogonial s6 foram possiveis quando os testiculos foram
processados com GA (Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008).

O fato de néo ter sido encontradas diferencas significativas em relacéo
aos escores histopatolégicos se deve, a nosso ver, ao grupo homogéneo de
pacientes que foi utilizado no presente trabalho. Isto é, foram cinco individuos
com cancer de prostata que nao foram submetidos a qualquer tipo de
tratamento até o momento da orquiectomia e apresentavam uma
espermatogénese relativamente bem preservada. Acreditamos que esta
pequena diferenca entre eles possa nao ter sido suficiente para detectar o
guanto o processamento possa interferir no diagnoéstico. Estudo desenvolvido
por Reis (2012) demonstrou que o processamento histologico pode interferir no
diagndstico histopatolégico, mas que esta mudanca de diagnéstico foi mais
evidente principalmente em individuos nos quais a espermatogénese esta mais
comprometida, tal como nos casos de parada de maturagcdo em espermatocitos
e principalmente em espermatogdnias e ainda no diagndstico preciso de
individuos com Sertoli cell only. Visto que esse tipo de analise em escores
evidencia principalmente a presenca ou auséncia de espermatides alongadas,

e nos homens por nés estudados a espermatogénese estava bem preservada,
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este pode ter sido o fato das diferentes técnicas histologicas ndo terem
interferido no diagnaostico histopatoldgico.

Os parametros tubulares, tais como diametro tubular e altura do epitélio
seminifero tém sido utilizados como muita frequéncia para predizer o estado do
processo espermatogénico de um individuo (Franca e Russell, 1998). Quando,
no presente estudo, comparamos estes parametros em relacdo aos trés
meétodos de inclusdo empregados, verificamos que foram significantemente
reduzidos o diametro tubular, a altura do epitélio e a espessura da tunica
propria quando os fragmentos testiculares foram incluidos em BP em
comparacao com aqueles incluidos pelos processamentos em glutaraldeido e
inclusdes nas duas resinas plasticas. Este achado demonstra, como observado
por outros autores (Reis, 2012; Silveira, 2006), que os tecidos incluidos em BP
sofrem reducdo expressiva causada pelo processamento, retracdo esta
causada pelo uso de fixador coagulante (Bouin), uso de diafanizacdo (xilol) e
altas temperaturas no processo de inclusao (parafina) (Amaral et al., 2004;
Chiarini-Garcia et al., 2011). Diante disto, o presente estudo propbe que
comparacdes de dados obtidos de estudos onde foram utilizados
processamentos diferentes, fatores de correcdo devem ser utilizados para que
os dados possam ser numericamente comparados. Estes fatores devem levar
em consideracdo que houve retracdo dos parametros tubulares na faixa de 8%
para o didmetro tubular, 26% para a altura do epitélio e de 39% para a
espessura da tunica propria daqueles fragmentos que foram incluidos em BP,
em relacdo aos processados em GGMA e GA.

Os efeitos da fixagdo com Bouin e inclusdo em parafina sdo bem
conhecidos por retrairem bastante os tecidos e células (Amaral et al., 2004).
Mas, o presente trabalho demonstra, e pela primeira vez, o quanto 0s
didmetros nucleares das células germinativas e somaticas do testiculo ndo
sofrem interferéncia apos as inclusbes em glicol metacrilato e araldite. Este
achado mostra que o valor numeérico do diametro nuclear pode ser diretamente
comparado entre estudos que utilizaram estes dois métodos de preparacéo
histologica, sem a necessidade da utilizacdo de fatores de correcdo. No
entanto, para se fazer estas correlacbes morfométricas entre estes dois
meétodos de fixacdo, com glutaraldeido e inclusdo em resinas plasticas em

relacdo ao método que se utiliza Bouin e parafina, fatores de correcdo devem
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ser utilizados. Verificamos que para as células germinativas deve-se considerar
uma reducdo de 30% no diametro dos seus nucleos enquanto para as células
somaticas esta reducédo nuclear deve ser de 15%.

Em relagdo ao numero de células germinativas verificou-se que nao
houve alteracdo do seu numero, quando a contagem foi feita nos trés
processamentos, a excecdo do numero de espermatides Sbl. Quando o
testiculo foi processado com GA, o numero de espermatides Sbl foi
significativamente menor quando comparado com seu numero obtido apds os
outros dois processamentos. E sabido que a espessura de corte interfere no
aparecimento de células num corte histolégico e, desta forma, pode interferir no
seu numero durante sua contagem. No nosso estudo, as espessuras de corte
foram de 5, 3 e 1 micrometros para os processamentos BP, GGMA e GA,
respectivamente. Para ajustar esta discrepancia de espessura de corte e
possibilitar a determinacédo do namero real de células, aos dados brutos obtidos
foi aplicada a férmula de Abercrombie (1944), modificada por Amann (1962). A
excecao das espermatides Sbl, esta correcao foi suficiente para equalizar os
valores para todas as outras células germinativas, tais como espermatogdnias
Aescuras, €spermatogonias Aciaras, €Spermatocito primario em preleptéteno e em
paquiteno, além do numero de mitoses e apoptoses espermatogoniais. Nao
sabemos exatamente o motivo pelo qual o numero de espermatides
arredondadas Sbl ndo foi equalizado, mas acreditamos que possa estar
relacionado com o0 menor numero de espermatides contados apos este
processamento com GA uma vez que neste caso as areas analisadas sao
pequenas. Outros fatores, talvez em associagcdo com o anterior, poderiam ser o
fato de estas células serem muito pequenas e ter ocorrido um erro amostral ou
mesmo a ocorréncia de descamacdo em alguns tubulos, ocasionados pela
coleta ou pelo fator idade dos individuos.

Nossos achados mostram que os indices mitéticos, eficiéncia das
células de Sertoli e a eficiéncia geral da espermatogénese podem ser
morfométricamente comparados a partir de trabalhos que empregaram o0s
mesmos métodos de processamento. No entanto, o indice meidtico foi
expressivamente elevado nos testiculos processados com BP. Como este
indice correlaciona o numero de espermatides Sbl com o0 numero de

espermatoécitos primarios em paquiteno, mais uma vez a contagem das
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espermatides pode estar interferindo no resultado. De fato, analisando os
achados em relacdo aos numeros celulares, pode-se verificar que os testiculos
processados com BP realmente apresentaram menor nimero de paquiteno e
maior nimero de espermétides Sbl, o que resulta num alto indice meidtico.
Para determinar se estes achados morfométricos que envolvem a contagem de
espermatides estdo corretos, estudos complementares fazem-se necessarios.
Os primeiros passos seriam aumentar o numero de células contadas e/ou
aumentar o numero de pacientes a ser analisados.

Em conjunto, os achado aqui obtidos mostram que 0s processamentos
com fixacdo em glutaraldeido e inclusdo nas resinas plasticas podem ser
comparados quanto a dados morfométricos, e relativamente quanto a
morfologia, a excecdo de avaliagdes da biologia espermatogonial, que sao
apenas confidveis ap6s processamento com glutaraldeido/araldite. Ja nos
tecidos processados com Bouin/parafina, estas correlacdes morfométricas, e
mesmo morfologicas, ndo podem ser feitas diretamente principalmente devido
ao alto grau de retragéo tecidual.

Verificou-se, ainda, que os dados morfométricos relativos aos nimeros
celulares nao diferiram entre os varios processamentos, uma vez que a maioria
das células foram identificadas, mesmo com prejuizos da qualidade
morfolégica. Por outro lado, quando foram comparados os achados relativos
aos diametros tubulares, do epitélio seminifero e celulares, as diferengas foram
significativas reduzidas demonstrando que a retracdo tecidual interferiu no
resultado morfométrico, impossibilitando a comparacdo dos resultados dos

diferentes processamentos sem a utilizacao de fatores de correcao.
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7 CONCLUSOES

e O processamento com glutaraldeido e resinas plasticas preservou
melhor a morfologia tecidual e citologica do testiculo, principalmente

guando se usa a inclusdo em araldite.

e Ap6s processamento com Bouin/parafina a qualidade morfoldgica,
principalmente a retracdo prejudicaram a avaliacdo de detalhes

citologicos.

e A distincao entre diferentes tipos espermatogoniais s6 foi possivel apés
processamento com glutaraldeido/araldite

e E possivel de se fazer comparagdes morfométricas ao se aplicar os trés

diferentes métodos quando se correlaciona dados numéricos.

e Quando se compara dados morfométricos relacionados com distancias
(diametro, altura, largura e etc), aqueles dados obtidos apds
processamento com glutaraldeido/resinas plasticas podem ser
comparados entre si, mas ndo com aqueles obtidos apds Bouin/parafina,

desde que utilizados critérios de correcao.
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Yelefore: (031) 3499-4592- FAX. (031)3499=4516 - comail: pr pyneoep. g hr

)
o
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Universidade Federal de Minas Gerais

¢ Hospital das Clinicas U F/‘/\G

Diretoria de Ensino, Pesquisa ¢ Fxtensio - DEPE

Belo Horizonte, 19 de outubro de 2007.

PROCESSC N° 079/2007

TITULO: ~Avaliagbes morfofincionais e moleculares da linhagem
espermatogonial humana antes e apés tratamento contta o cancer
de prostata.”

Sr(a) Pesquisador(a):

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

Solicitamos enviar & DEPE relatério parcial ou final, apés um ano,

Atenciosaments,

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

Ao Sr.

Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Depto. Morfologia

. C. B/UFMG

CGC: 12,217 685003472 ~ Av. Prof’ dlfredo Balena, 110 - 1° andar
Aairvg Sumia Efigénia — CEP 30130-100 - Belo Tlorizonte MG
Telefone: (03 1) 3248-9379 ~ 3248-9375 - FAX: (031} 12439380 - depe@ heayfmg.br
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Sadde
Comissio Nacional de Eica em Pesguisa - CONEP

FARECER N° 189/2008

Registro CONEP: 14260 (Ests n* deve ser citado nas correspandénaiss referentes a este projetc)

CAAE — 0117.0.203,000-07 Processo n®. 25000.147585/2007-38
Projeto de Pesquisa: “Avaliagdes Morfofuncionais & Moleculares da finhagem
espermatogonial humana antes e apos tratarmentos conira o céncer de prostata.”
Pesquisador Responsavet: Dr. Hélio Chiarini Garcia

Instituigdo: Instituto de Ciéncias Bioldgicas fUniversidade Federal de Minas Gerais -
(Centro Unico)

CEP de origem: COEP/UFMG

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

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

Biologicas da Universidade Federal de Minas Qerais (ICB / UFMG), visando estudar a
biologia das células espermatogoniais humanas com & intencdc de esclarecer a
biclogia espermatogonial desde o cicio do epitélio seminifero quanto & morfologia,
cinética e descrigdo dos nichos espermatogonials (até agora pouco estudadoes).
Pretende ainda determinar a presenga efou auséncia de mRNAs que poderiam estar
relacionados com 2 diferenciacio 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 jocalizag&o no parénquima

testicular, bem como determinar as concentragbes hormonais. Todoé esses parametros
serdo analisados em testiculos obtidos de pacientes tratados no Hospital das Clinicas
da UFMG-HC/UFMG ou em Hospitais e Unidedes de Oncologia ligados & Instituicao,
para os quais tenha sido recomendado & orguiectomia subcapsular bilateral como
tratamento para cancer avangade de prostata. i
Os pacientes, em nimero de 30 a 40, mas que podem chegar a 60 (como esta
previsto na Folha de Rosfo) que compordo os varios grupos experimentals, ser&c

avaliados pelos médicos do Setor de Andrologia do HC/UFMG & a coleta se fard com @

participacdo de membros da equipe proponente, do Setor de Urologia e Uro-Oncologia
do HC/UFMG, presentes no momento da cirurgia de orquiectomia. Anteriormente 2
coleta sera feito o levantamento dos dados clinicos dos pacientes € © esclarecimento
para a obtenc¢do do TCLE. :

Os grupos experimentais serdoc compostos de testiculos de pacientes com
cancer de prostata sem nenhum tratamento prévie (grupo A), 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 apés 2 orquisctomia 0s parénguimas testiculares dirsifo e
esquerdo serSo preparados para os fins especificos da pesquisa. Trale-se de material
que seria normalmente descartado.

As andlises morfoldgicas e morfométicas serdo reglizadas no Laboretric de

Rinlnaiz Estrutural @ Reproducis - LABERVICEB/UFMG,
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diferenciagdo espermatogonial serdo feitas na Universidade do Texas, Huston, USA,
em colaboragao com missdes dos pesquisadores brasileiros de UFMG.

Apresentacac do Protocolo

O protocoio esta devidamente instruido.

A Folha de Rosto esta devidamente preenchida e assinada, especialmente no
que se refers 20s compromissos do Investigador e da Instituicéo.

As Declaracbes dos diversos departamentos e as licencas para a realizagéo da
pesquisa estdo presentes, inclusive o esclarecimento sobre o grau de relagdo dos
profissionais da equipe de Urologia (3 pesquisadores) e os pacientes submetidos a

orquiectomia.
O protocolo esta dewdamente classificado como sendo de cooperacio

estrangeira devido ao Contrato de colaboragdo entre a UFMG e a UT/M.D. Anderson
Cancer Center de Husion, Texas, USA, que também consta do protocolo e esta
‘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.

Né&o existe propriaments 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 explicagdo sobre a participagéo do proprio
SUS no processo, visto que os pacientes orquiectomizados pertencem a0 SUS e a
cirurgia é coberia pelo Sistema Unico de Satde.

Local de Realizagao do Estudo
E projeto nascido e a ser executado na Universidade Federal de Minas Gerais,

como Centro Unico, que contard com a parceria da Universidade do Texas na Andlise
dos dados. O pais de origem do projeto &, portanto, o Brasil.

Comentarios
O projeto estd sendo reapresentado com documentos solicitados peia ‘CONEP

que estavam ausentes na sua apresentago anterior (Reg. CONEP_14033), estando o
protocolo tambem com paginas incompletas.

O presente protocolo estd, em geral, de acordo com o que vem precenizado pela
Resolucdo CNS 196/96 e suas complementares, oferecendo acs sujeitos de pesquisa -

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

capacitada para 2 sua realizagéo.

O material utilizado no estudo {retirado na orguiectomia - e pmveniente do
tratamento de céncer de prostata avangado) seria normalmente descartado™apds o
procedimento cirlrgico, portanto & informado gue n@o haverd riscos adicionais aos
sujeitos da pesquisa nesse sentido.

Certamente os resultados da pesquisa poder@o trazer compreensdo da
espermatogénese humana, no conhecimento das causas da infertilidade, mostrar como
os diversos tratamentos de céncer podem prejudicar o processo espen‘natogemco e
sugerir modos de minorar tais efeitos danosos.

A metodologia é adequada aos fins desejados.

O pesquisador esclarece que os médicos pesquisadores ndo tém nenhuma
influéncia na indicagdio e realizagdo da ablagdo cinlrgica (orquiectomia bilateral) em
pacientes portadores de céncer avangado de prostata e que esses procedimentos s&c
sempre indicados pelos médicos do Setor de Uro-Oncologia, visando apenas o
tratamento da doenca em quest&o. .
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Cont. Parecer CONER 1§22082

Havers anvio de materal bivkgics pera o exterior {Univarsidsce do Texas) que

deverd sar uilizade apenas para o8 fins proposios ne sstuda. :

O Termo de Carsentimento Livee e Eselanesids - TCLE garante o sigile dog
dados, apresants os principels beneficios esperados ds posguise, mostra & suskndia
préfica de maiores fscos destenands oe desconforios de duterminades procedimentos.
Mav prevé nam ressansimenios, nem ndenizacdes. ' .

Consideraohes sobme x snflise 483 respostas s Pareser COMEP W
BI3ra007, rolative 2o prajots so pesquise om guentie!
1. Bl informado pel pesquisador @ ouguisaomia continug sendo o trataments
padro ourd, _
Z. A inoidbnois deses pritica ng hethuigdo sm paua fol de 21 progedimentss
am 2008 & 37 em ZD08. ”
8. O TOLE fot revists sonfonme suiiciisdal '

a. O TOLE tdnexs 4} fol incorpenscdc s profocolo;

b. Qusnts 3 orientscdo pam o dimis de rasbiliesdo (possibiidade da
colpcundc de prétess) ol esclamcido que & felta apenas 2 orouischornia
iiataral subcasular (& nEs a total), onde & refiredo apanas o parénaulima
tasticular @ euio fesultado final & melhor do que a colecacdo ds umna
protese.

Biamts do sxposts, & Comissio Nacional de Eiica em Pesquiss - SOREP,
de poorde oon me abibuisies definides na Fos. LN 13598, maniisela - se pola
aproVARED o projeto de pesiiulia propose.

Situagie: Projeto aprevade
Braslia 07 de absil ge 2008,
{od

f
e L
‘\%;k ﬁégﬁi\;fmnms

Cooripesidors 48 CONEF/CHESMS
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Anexo Il. Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Hospital das Clinicas

Laboratodrio de Biologia Estrutural e Reproducgao

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Reavaliacao da espermatogénese humana a luz de modernos métodos

de estudo morfolégicos e funcionais”

INTRODUCAO:

Esse termo de consentimento pode conter palavras que vocé nao entenda.
Favor solicitar ao médico ou equipe do estudo que explique quaisquer palavras
ou informagBes que vocé ndo entenda claramente. Vocé estd 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, receberad uma

copia deste documento para manter em seu arquivo.

INFORMAQ()ES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa visa o estudo das células tronco dos testiculos. Como estas células
sdo 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 medica, 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 prostata,

nos quais a indicacdo médica foi a retirada dos testiculos. Estes homens serao
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divididos em grupos levando-se em consideracdo aqueles que nédo 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 laboratorios
de pesquisa. Estes estudos serdo desenvolvidos principalmente no Laboratorio
de Biologia Estrutural e Reproducdo do Departamento de Morfologia do
ICB/UFMG. Parte do material serd enviada, sem nenhuma identificacdo dos
dados pessoais do paciente, para o Departamento de Radiacdo Oncoldgica
Experimental da Universidade do Texas nos Estados Unidos, onde serdo

desenvolvidos experimentos relacionados com as células tronco.

SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo ser& revelada
publicamente em hipGtese alguma e somente 0s pesquisadores envolvidos
neste projeto terdo acesso a estas informacgfes 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.

BENEFICIOS DA PESQUISA

Os resultados obtidos possivelmente trardo inumeros conhecimentos
importantes para o melhor entendimento da infertiidade masculina. Estes
novos conhecimentos podem ser aplicados na melhor compreensao dos casos

clinicos, refletindo diretamente em tratamentos mais adequados.

RISCOS

Pelo fato de estarmos utilizando testiculos retirados para auxiliar no tratamento
do céncer prostéatico, 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 puncédo

venosa, pode ocasionalmente causar dor, hematoma (mancha roxa abaixo da
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pele) e irritacdo (mancha avermelhada que pode cocar) no local da retirada do
sangue do seu braco. A quantidade de sangue retirada ndo trarda nenhuma
alteracdo ao seu sistema circulatorio, sendo que em 24 horas seu organismo,

por si sO, recompdem esta pequena quantidade de sangue coletada.

RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esta prevista qualquer forma de remuneracdo para 0S pacientes
voluntarios. As despesas especificas relacionadas com o desenvolvimento do
presente estudo séo de responsabilidade do Laboratério de Biologia Estrutural
e Reproducdo do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG e do
Departamento de Radiacdo Oncoldogica Experimental da Universidade do
Texas, EUA.

DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispbe de liberdade para esclarecer qualquer dlavida que possa surgir
durante a pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou
abandoné-lo a qualguer momento, sem precisar justificar. A aceitacdo ou ndo
da participacdo neste estudo ndo influenciara no seu tratamento. Nesta
pesquisa utilizaremos a parte do testiculo retirada cirurgicamente, conforme
indicacdo médica e que seria, depois, desprezada. A cirurgia no qual vocé se
submetera retirard apenas o miolo do testiculo e deixara outras partes que
dardo volume ao escroto. No entanto o paciente pode optar por colocar uma
prétese (Portaria n°® 467 - SAS/MS de 20.08.2007) mas, neste caso, todo o
testiculo tem de ser retirado para que haja espaco para a prétese. No momento
da retirada do testiculo sera coletada também amostra de sangue da veia
braquial de um dos bracos do paciente. O consentimento em participar deste
projeto ndo acarretard coleta de nenhum outro material adicional nem
mudancgas no tratamento indicado. Nao serdo utilizados outros tecidos e néo
serdo realizados quaisquer outras manipulacdes, experimentos ou intervencdes

diretas com o paciente.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu,

.................................................................................................... voluntariamente,
concordo que o material biolégico (tecido testicular e sangue periférico)
proveniente da minha cirurgia de orquiectomia, seja utilizado para fins de
pesquisa cientifica no Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducdo do
ICB/UFMG e no Departamento de Radiacdo Oncoldgica Experimental da UT.
Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa néo 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 - Laboratorio de Biologia Estrutural e Reproducédo —
(31) 3499.2807

Prof2 Fernanda RCL Almeida - Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducao
—(31) 3499.2992

Prof. Dr. Augusto Reis - Setor de Urologia do Hospital das Clinicas da UFMG —
(31) 3248.9488 ou 9164.8173
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Prof. Dr. Reginaldo Martello - Setor de Urologia do Hospital das Clinicas da
UFMG — (31) 3248.9488 ou 9974-9590

Prof. Dr. Denny

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

Endereco do Comité de Etica:

Comité de Etica em Pesquisa — UFMG
Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005
Av. Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
31.270-901 — Belo Horizonte — MG

Telefone: (31) 3409.4592



Anexao lllI. Ciclo do epitélio seminifero do homem (Heller e Clermont, 1964).

STAGE | k= STAGE |
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