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1. RESUMO

Objetivos: O presente estudo tem como objetivo avaliar pardmetros do processo
espermatogénico de homens idosos, portadores de cancer avancado de préstata que foram
submetidos a tratamentos radioterdpicos e hormonais, comparativamente com aqueles que nao
sofreram nenhum desses tratamentos antes da realiza¢éo da orquiectomia bilateral.

Método: Os parametros avaliados foram os escores histopatolégicos testiculares sob
microscopia de luz e a morfologia e morfometria da espermatogénese sob microscopia de luz
de alta resolucao, todos eles correlacionados com o perfil hormonal e com os dados clinicos.
Foram incluidos 22 pacientes, com idades entre 59 e 90 anos, com média de 74,3 anos. Desse
total, onze pacientes foram submetidos a orquiectomia bilateral, os quais ndo haviam se
submetido a nenhum tratamento prévio ou tinham sido tratados anteriormente com
prostatectomia radical (grupo controle). Seis pacientes foram submetidos a orquiectomia
bilateral e se encontravam em tratamento hormonal exclusivo com bloqueadores de
testosterona de acgdo central ou periférica. Outros cinco pacientes foram submetidos a
orquiectomia bilateral e tinham sido tratados anteriormente com radioterapia externa, nao
recebendo mais nenhum tratamento ou entdo tendo sido tratados posteriormente com
blogueadores centrais ou periféricos de testosterona.

Resultados: O escore histopatologico testicular classico de Cinco padrbes mostrou uma
reducdo significante no valor do escore entre o grupo controle em comparagdo com o grupo
tratado com radioterapia, mas ndo foi significante em relacdo ao grupo tratado com
hormonioterapia. Por outro lado, os escores de Johnsen e de Bergmann mostraram redugéo
significativa do escore entre o grupo controle e os dois grupos tratados. A avaliacédo
morfométrica dos parametros tubulares mostrou que houve reducédo significante no didmetro
tubular e na altura do epitélio seminifero nos individuos que foram submetidos aos tratamentos
hormonais e radioterdpicos. Esta menor altura do epitélio seminifero foi devido a uma reducgédo
do numero de células germinativas no estadio Il do ciclo do epitélio seminifero, principalmente
a partir do preleptéteno, quando inicia a fase meidtica. Os indices da eficiéncia da
espermatogénese mostraram que nao ocorreu efeito deletério significativo no processo de
mitose espermatogonial, principalmente das espermatogbnias Aescuras € Aclaras; qQuU€
correspondem as espermatogodnias-tronco do testiculo humano. No entanto, quanto ao
processo meidtico, ao suporte de células de Sertoli e a eficiéncia geral da espermatogénese, a
hormonioterapia ou a radioterapia foram expressivamente lesivas. Especificamente apés a
hormonioterapia a espermiogénese foi completamente bloqueada, ndo havendo formacéo de
espermatides alongadas.

Conclusdes: Conclui-se que os tratamentos contra o cancer de prdéstata, utilizando hormonios
e radioterapia, provocam efeitos deletérios no processo espermatogénico do homem, com
alteracbes significativas de diversos parametros qualitativos e quantitativos da
espermatogénese. Os escores histopatoldgicos testiculares de Johnsen e de Bergmann
demonstraram com mais precisdo, em comparacao ao escore classico de Cinco padrdes, que
os tratamentos radioterapicos e hormonais foram lesivos para a espermatogénese. Parametros
morfométricos demonstraram que a radioterapia lesou mais acentuadamente a proliferacao
espermatogonial do que a hormonioterapia, porém apenas a hormonioterapia bloqueou a
espermiogénese.
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1. ABSTRACT

Objectives: This study aims to evaluate parameters of the spermatogenic process of elderly
men with advanced prostate cancer who underwent radiotherapy and hormonal treatment,
compared with those who did not suffer any of these treatments before performing bilateral
orchiectomy.

Method: We evaluated testicular histopathological scores in spermatogenesis under high
resolution light microscopy and light microscopy morphology and morphometry, all correlated
with the hormonal profile and clinical data. It were included 22 patients with ages between 59
and 90 years and with mean of 74.3 years. Eleven patients from them underwent bilateral
orchiectomy, which had not undergone any previous treatment or had been previously treated
with radical prostatectomy (control group). Six patients underwent bilateral orchiectomy and
were exclusively submitted to hormonal treatment with testosterone blockers of central or
peripheral action. Five other patients underwent bilateral orchiectomy and had been previously
treated with external beam radiotherapy, not getting any more treatment or they were treated
subsequently with central or peripheral testosterone blockers.

Results: The Classic Five testicular histopathological patterns score showed a significant
reduction in the value of the score between the control group compared with the group treated
with radiotherapy, but it was not significant compared to the group treated with hormone
therapy. On the other hand, scores of Johnsen and Bergmann showed significant reduction in
scores between the control group and the two treatment groups. The morphometric analysis of
tubular parameters showed that there was significant reduction in tubular diameter and height of
the seminiferous epithelium in individuals who were subjected to hormonal and radiotherapy.
This lower height of the seminiferous epithelium was due to a reduction in the number of germ
cells in stage Il of the seminiferous epithelium cycle, mainly from preleptotene, when meiotic
phase started. The indices of the efficiency of spermatogenesis showed that no significant
deleterious effect on the process of spermatogonial mitosis, mainly of Agax and Apge,
spermatogonia which correspond to spermatogonial stem from human testis. However,
regarding meiotic process, support capacity of Sertoli cells and the overall efficiency of
spermatogenesis, the hormone therapy and radiotherapy were significantly detrimental.
Specifically after hormone treatment, spermiogenesis was completely blocked, with no
formation of elongated spermatids.

Conclusions: We conclude that treatments for prostate cancer, using hormones and
radiotherapy, cause deleterious effects on human spermatogenesis process, with significant
changes in several qualitative and quantitative parameters of spermatogenesis. Testicular
histopathological scores of Johnsen and Bergmann demonstrated more accurately compared to
the classic five-score patterns and the radiotherapy and hormonal treatments were harmful to
spermatogenesis. Morphometric parameters showed that radiotherapy has been more
damaged to spermatogonial proliferation than hormone therapy, but only hormone therapy
blocked spermiogenesis.



2.1. Introducé&o e Objetivos

Nas ultimas décadas foram grandes o0s avanc¢os no tratamento de diversos
tipos de cancer em pacientes pediatricos ou adultos em idade reprodutiva, sendo que
a cura dessa doencga estd cada vez mais frequente nesses pacientes. Por outro lado,
0s varios tratamentos utilizados no combate a doenca, principalmente a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia, podem levar a perda da fertiidade de maneira
temporaria ou definitiva (Puscheck et al., 2004; Howell and Shalet, 2005). Depois de
determinados tratamentos oncolégicos em homens, é frequente a deplecdo completa e
permanente das células germinativas. A recuperacdo da espermatogénese ap0s estes
tratamentos depende da dose aplicada, da integridade das espermatogdnias-tronco,
bem como do estado funcional do microambiente (Meistrich, 1993; Meistrich, 2009).

Estudos no sentido de tentar entender os efeitos de tratamentos contra o
cancer sobre a espermatogénese estdo sendo desenvolvidos ha décadas por
Meistrich e colaboradores (revisdo em Meistrich e Shetty, 2008). Sdo estudos que
procuraram entender principalmente o quanto a espermatogénese é afetada apos
diferentes tratamentos contra o cancer e como ela pode ser protegida através de
tratamentos hormonais. Esses estudos, pela facilidade na montagem experimental,
foram desenvolvidos principalmente em animais de laboratério. Em humanos, devido a
dificuldade de se conseguir material biolégico adequado, existem poucos estudos
nesse sentido. Em relacdo a pratica clinica, homens com céancer avancado de
prostata, em determinadas situa¢des, sdo submetidos a orquiectomia bilateral, com o
intuito de provocar um bloqueio hormonal, com a retirada completa da testosterona
testicular. Como esses testiculos retirados sdo descartados, viu-se, nestas situagdes,
a possibilidade de se obter material bioldégico para desenvolver o presente estudo.
Normalmente esses individuos portadores de cancer de prostata sdo idosos e, ha
maioria das vezes, sofreram algum tipo de tratamento radioterapico ou hormonal, mas
ndo deixaram de ser fonte abundante de material biolégico para estudo da
espermatogénese do homem idoso. Embora as alteragbes da espermatogénese
nesses pacientes possam ser inerentes ao avanco da idade, acredita-se que esses
estudos em homens idosos possam trazer informagbes novas para auxiliar no
entendimento dos efeitos desses tratamentos no testiculo de pacientes jovens, em
idade reprodutiva, submetidos a terapias semelhantes.

Desta forma, avaliaram-se neste estudo, por meio das técnicas morfologicas e
morfométricas, parametros da espermatogénese do homem idoso, visando melhor
entender, nesses individuos, o comportamento da espermatogénese apos diferentes
tratamentos hormonais e radioterdpicos contra o céancer de prostata,
comparativamente com aqueles que nado sofreram nenhum desses tratamentos antes
da realizacdo da orquiectomia.



Objetivos

Objetivo Geral:

Avaliar parametros qualitativos e quantitativos do processo espermatogénico de
homens idosos com cancer de prostata, que foram submetidos a tratamentos
radioterapicos e hormonais, comparativamente com aqueles que nado sofreram
nenhum desses tratamentos.

Objetivos especificos:

e Avaliar a espermatogénese segundo os trés diferentes escores de diagnostico
histopatologico testicular: de cinco padrées, de Johnsen e de Bergmann.

e Avaliar se 0 FSH (hormdnio foliculo estimulante), o LH (hormdnio luteinizante) e
testosterona total, relacionam-se com os parametros histologicos e clinicos.

« Avaliacdo morfologica do processo espermatogénico.

e Avaliar os indices espermatogénicos: parametros tubulares, mitoses
espermatogoniais, apoptoses de células germinativas e indices mitotico e meidtico,
indice de suporte de células de Sertoli e eficiéncia geral da espermatogénese.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 — A ESPERMATOGENESE NO ENVELHECIMENTO MASCULINO

3.1.1 - Alteragdes do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo no envelhecimento

O declinio androgénico do envelhecimento masculino (DAEM) é caracterizado
por progressiva desregulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-testiculo, associado com a
diminuicao da testosterona total sérica e com 0 aumento da concentragdo sérica do LH
e do FSH (Morley and Perry, 1999; Hermann and Berger, 1999). Numa revisdo de 14
artigos baseados em 417 idosos e 384 adultos jovens, encontrou-se que a
concentracao sérica de testosterona foi 14% mais baixa nos homens idosos (Neaves
et al., 1984). Niveis séricos da globulina carreadora de hormdnios sexuais (SHBG)
estdo aumentados, acarretando uma diminui¢cao dos niveis circulantes de testosterona
livre (Vermeulen and Kaufman, 1995). Esse gradual declinio dos andrégenos no
envelhecimento masculino é acompanhado pelo aparecimento de sintomas clinicos
similares aos do hipogonadismo do homem jovem, ou seja, diminuicdo da massa
muscular e 0Ossea, diminuicdo da pilificacdo corpérea e aumento da obesidade
abdominal. Outros sintomas inespecificos podem incluir: nervosismo, irritabilidade,
depressdo, alteracdes da memodria, fadiga, insénia, fogachos, além de sintomas
sexuais como queda da libido e disfuncao erétil. (Kaufman and Vermeulen, 2005;
Sampson et al., 2007).

3.1.2 — Alteracdes dos tlibulos seminiferos no envelhecimento masculino

O peso do parénquima testicular, a porcentagem de epitélio seminifero e
producdo espermatica diaria estdo significativamente reduzidas no homem idoso.
(Johnson, 1986). A observacgéo de diferentes tipos de tubulos seminiferos em homens
idosos aponta para progressivos estagios da involugdo tubular no envelhecimento
masculino. Tubulos com hipoespermatogénese, ou seja, com reduzido numero de
espermétides alongadas, mostram numerosas anomalias morfolégicas nas células
germinativas, incluindo células multinucleadas. Os vacuolos correspondem a
dilatacbes dos espacos extracelulares resultantes da exfoliacdo prematura das células
germinativas. Células degeneradas que sao fagocitadas pelas células de Sertoli levam
a um acumulo de goticulas lipidicas (lipid droplets) no citoplasma das células de
Sertoli. A perda das células germinativas comeg¢a com as espermatides, mas
progressivamente afeta as células precedentes. Tubulos seminiferos com parada de
maturacdo no nivel de espermatocitos ou espermatogdnias sdo observados.
Simultaneamente um espessamento da tdnica prépria ocorre. Isso leva a formacéo de
tibulos esclerosados, alguns dos quais exibem um epitélio seminifero baixo,
constituidos por poucas células, incluindo espermatogénias Aescuras € Aclaras além de
células de Sertoli carregadas de lipidios. Outros tubulos seminiferos mostram
completa esclerose, desprovidos de células germinativas e de Sertoli. O
desenvolvimento de involucao tubular do idoso é similar ao que é descrito apds



isquemia testicular experimental, que causa efeitos inespecificos nos testiculos, como
células multinucleadas, vacuolos e aumento de lipideos nas células de Sertoli.
(Paniagua et al., 1987)

AlteracOes da tunica prépria

O espessamento da tanica prépria pode reduzir o fluxo de metabdlitos para o
epitélio seminifero, tendo como consequéncia a redu¢éo do potencial de producao de
espermatozéides, devido a perda de células germinativas. Este espessamento leva a
atrofia tubular com consequente hialinizacdo dos tubulos seminiferos (Soderstrom,
1986). No caso do envelhecimento, estudos mostram que 0 esse espessamento esta
relacionado com uma reducdo do comprimento dos tubulos seminiferos e ndo com o
aumento da tanica prépria, cujo volume é quase o mesmo em individuos jovens e
idosos. (Johnson et al., 1986; Paniagua et al., 1987).

O estudo desenvolvido por Regadera et al. (1985) mostra que em idosos com
hipoespermatogénese, a tunica propria pode estar normal ou discretamente
espessada. Ja na parada de maturacdo em espermatocitos ou espermatogodnias, ela
geralmente estd mais marcadamente espessada. Na aplasia germinativa ou na
esclerose tubular, a tunica propria esta extremamente espessada, com abundantes
fibras colagenas, onde poucas células peritubulares podem ser reconhecidas. As
causas de esclerose tubular possivelmente sdo multiplas. Entre essas causas,
alteracdes vasculares, como a arterioesclerose, podem desempenhar um importante
papel (Regadera et al., 1985). O enfraquecimento focal da parede tubular causada por
alteracbes nas células miodides peritubulares e células de Sertoli podem levar a
formacdo de diverticulos nos tabulos seminiferos de individuos com idade avancada.
(Nistal et al., 1988)

AlteracOes das células de Sertoli

Os tubulos seminiferos de homens idosos com espermatogénese normal
geralmente apresentam células de Sertoli também normais. Naqueles com
hipoespermatogénese, seja ela leve ou acentuada, o epitélio seminifero pode
apresentar células de Sertoli com acumulo excessivo de goticulas lipidicas e presenca
de vacuolos citoplasméticos. A perda de células germinativas provavelmente
determina o desenvolvimento de vacuolos nas células de Sertoli. O aumento do
contetdo lipidico das células de Sertoli é considerado ser produto da fagocitose de
restos de células germinativas (Schulze, 1984)

Na parada de maturacdo em espermatocitos ou espermatogbnias, existe
também a presenca mais abundante de lipideos e vacuolos no citoplasma das células
de Sertoli. Uma diminuigdo no numero de células de Sertoli no testiculo do idoso foi
inicialmente reportada (Harbitz, 1973) e posteriormente confirmada, quando se
comparou testiculos de adultos jovens (20-48 anos) com os de homens idosos (50-85
anos). Em homens entre 20 a 85 anos de idade, produgdo espermética diaria foi
significativamente correlacionada com o numero de células de Sertoli por testiculo
(Johnson et al., 1984d).



Na aplasia de células germinativas (Sertoli Cell Only Syndrome) as células de
Sertoli s@o as Unicas células presentes no epitélio seminifero, mostrando uma
configuracdo de multicamadas. Na esclerose completa dos tdibulos seminiferos essas
células ndo sdo encontradas.

AlteracOes das células germinativas

Em idosos com hipoespermatogénese, esperméatides, espermatécitos e
espermatogbnias podem se apresentar com dois ou mais nudcleos (multinucleadas)
(Holstein and Eckermann, 1986). A ocorréncia de varios nucleos em um simples
citoplasma pode ser devido a cariocinese sem citocinese ou a fusédo celular (Nistal et
al., 1986)

Nos idosos, séo frequentes os tubulos seminiferos contendo numerosas células
em degeneracdo, principalmente espermatdcitos e espermatides. Degeneracdo de
uma porcentagem de células germinativas em desenvolvimento é um fendmeno
normal na espermatogénese, estando associada com o0s seus trés passos criticos, ou
seja, durante as mitoses espermatogoniais, as divisées meidticas e a espermiogénese.
A maior parte da degeneracao das células germinativas detectadas durante a meiose
ocorre durante a segunda divisdo meibtica, subsequente a espermatocitos
secundérios. (Kimura et al., 2003). Em adultos jovens, ha significante perda de células
germinativas por degeneracao, durante a pés-profase da meiose. Essa perda néo foi
correlacionada com a idade ou com as concentracdes de FSH e LH. N&o se sabe por
que humanos tem uma maior taxa de degeneracao tardia na meiose do que em outras
espécies. Em homens adultos, h4d uma pequena degeneracdo de espermatides
durante a espermiogénese (Johnson et al, 1983; Johnson et al. 1984]. Reducao da
producdo espermética diaria relacionada com a idade esta associada a perda de
células de Sertoli no homem idoso. O numero de espermatoécitos primarios ou
espermatides por células de Sertoli, ndo é afetado pela idade (Johnson et al, 1984d).
Descamacdo de células germinativas imaturas, principalmente multinucleadas e
degeneradas, é freqlientemente observada em tubulos seminiferos de idosos e
ocasionalmente em adultos jovens. Estudo em camundongo demonstrou que a
degeneracdo celular controlada tem papel importante na regulagdo do ndmero de
células germinativas e que sem este processo o testiculo entra em faléncia (Russell et
al., 2002).

As espermatogbnias podem estar anormalmente localizadas no espago
adluminal em pacientes idosos, dispostas em multicamadas (Paniagua et al., 1987).
Enquanto o niumero de espermatogdnias Aescuras NA0 foi significativamente menor em
homens idosos, o numero de espermatogbnias Agaras € €spermatogbnias tipo B foi
significativamente menor em idosos. O nimero de espermatogdénias Acaras diminui a
partir da sexta década de vida, enquanto que o nimero de espermatogbnias Aescuras
diminui seu nimero a partir da oitava década de vida (Nistal e al., 1987).

Os megaloespermatécitos estdo usualmente presentes em 64% de homens
idosos e sO ocasionalmente sdo encontrados em biopsias de homens inférteis
(Holstein and Eckmann, 1986). Diferencas significativas entre os grupos etarios foram
encontradas para espermatocitos primarios tardios (paquiteno e dipléteno) e
espermatides jovens, sendo seu numero mais baixo nos homens idosos que nos



jovens.  Espermatides multinucleadas originam-se de fusdo de espermatides,
resultando em células gigantes, com dezenas de nucleos esféricos. (Nistal et al, 1986).
Na parada de maturacdo em espermatécitos ou espermatogbnias, células
germinativas em degeneracdo podem ser observadas. Espermatogbnias Aescuras €
Acaras €St80 presentes. Na aplasia germinativa e na esclerose tubular existe uma
auséncia completas das células germinativas (Dakouane et al., 2005).

3.1.3 — Compartimento intersticial (espaco intertubular)
Alteracdes das células de Leydig

Ha uma correlacdo entre a proporcdo de células de Leydig alteradas e a
diminuicdo dos niveis de testosterona e aumento dos niveis séricos de LH (Paniagua
et al, 1986). Diminuicdo na populacao de células de Leydig com o avanco da idade foi
relatada em alguns estudos. Entretanto ndo foi encontrada relacdo entre o niumero de
células de Leydig e a producdo espermatica diaria em homens. (Kaler and Neaves,
1978; Neaves et al., 1984; Neaves and Johnson, 1985).

As alteracdes mais freqiientemente encontradas nessas células sdo o aumento
de granulos de lipofucsina (produtos degenerativos) e de goticulas lipidicas. Essas
caracteristicas séo tipicas de células com funcéo esteroidogénica diminuida. Células
de Leydig multivacuoladas ou multinucleadas séo provaveis formas de involucao
celular (Schulze, 1984). Sdo consideradas alteracdes ultraestruturais das células de
Leydig no homem idoso quando estas apresentam uma reduzida quantidade de
reticulo endoplasmatico liso e de mitocondrias. Nestas alteracdes a presenca de
multiplos cristais citoplasmaticos ou intranucleares também pode ser observada
(cristais de Reinke) (Paniagua et al., 1986).

3.1.4 — Etiologias para alteracfes da espermatogénese relacionadas ao avancgo
daidade

A degeneracao vascular pode levar a diminuigdo do suprimento sanguineo dos
testiculos, com consequente degeneracdo dos tubulos seminiferos ou células de
Leydig. (Sasano e Ichijo, 1969; Suoranta, 1971). Estudos mostram que
arterioesclerose esta envolvida no declinio da funcéo testicular do idoso. Homens
idosos com ateromatose grave apresentam parénquima testicular com tdbulos
seminiferos esclerosados. (Regadera et al. 1985).

Os fatores autoimunes podem causar degeneracao tubular. Perda de células
de Sertoli relacionadas com a idade poderia comprometer a barreira de células de
Sertoli e contribuir para a liberacdo de antigenos seminais especificos. (Johnson et al.,
1984d)

As alteracdes provocadas pela idade nos testiculos podem ter inicio nos
préprios tubulos seminiferos. Foi demonstrada reducao da atividade das células de



Leydig em vérias desordens testiculares, nas quais o epitélio seminifero estava
primariamente envolvido (de Kretser et al., 1975).

A progressiva deteriorizacdo das func¢des das células de Sertoli ou o reduzido
namero dessas células podem causar reducdo na producdo espermatica diaria. A
diminuicdo no nimero de espermatdécitos primarios ou de espermatides ocorre com o
mesmo grau de perda que o numero de células de Sertoli, com o envelhecimento
masculino (Johnson et al., 1984d).

O reduzido numero de células de Sertoli poderia causar redu¢do no numero de
células germinativas e no comprimento dos tubulos seminiferos, o qual leva a um
aumento na espessura da tanica propria (Johnson et al, 1986b). Esse espessamento
poderia causar outros danos, por reduzir a troca de metabdlitos ou horménios entre o
espaco intersticial e o epitélio seminifero, como ja citado anteriormente.

E dificil separar causa e efeito no processo de envelhecimento. Entretanto, é
importante que estudos etiolégicos dos danos testiculares relacionados com a idade
do homem continuem. Melhora no entendimento das alteracdes da espermatogénese
relacionadas com a idade poderiam ajudar a entender algumas formas de infertilidade
masculina (Johnson, 1986).

3.2 - A ESPERMATOGENESE APOS TRATAMENTOS DE NEOPLASIAS
MALIGNAS

Enquanto espermatogbnias-tronco Agscuras SA0 predominantemente inativas
mitoticamente, as espermatogdnias Agaas funcionam como células progenitoras,
formando células germinativas mais maduras, como espermatécitos e espermaétides,
além de se autorrenovarem em cada ciclo da espermatogénese. Devido a baixa taxa
de duplicacdo, as espermatogbnias Aescuras SA0 Mais resistentes a insultos téxicos,
guimicos ou radioldgicos, servindo como células de reserva, ativando-se apenas apos
episodios de toxicidade, permitindo a restauracao da populacdo espermatogonial. Por
outro lado, as espermatogbnias Agaas, que se dividem ativamente, sdo as mais
susceptiveis a esses insultos (Meistrich, 1986). As células de Leydig sdo mais
resistentes a doses maiores de radio ou quimioterapia, com baixo risco de desenvolver
hipogonadismo. Doses muito altas podem afetar significativamente as
espermatogonias Aescuras, Fesultando em azoospermia permanente, com destruicdo do
epitélio seminifero, restando apenas células de Sertoli no interior dos tabulos (padréo
Sertoli-Cell-Only ou aplasia germinativa) (de Rooij et al., 2002).

As alteracOes da fertilidade do homem nas neoplasias malignas podem ser
devidas a varias etiologias, incluindo efeitos diretos ou indiretos da prépria doenca ou
de suas varias modalidades de tratamento, como cirurgia, radioterapia, quimioterapia
ou hormonioterapia. Muitas vezes séo realizadas combina¢Bes desses tratamentos,
levando a efeitos multifatoriais. (Trost and Brannigan, 2012).



As doencas malignas podem levar a alterac6es da fertilidade por varios
mecanismos. Efeitos inflamatérios sistémicos da carcinogénese, elevacdo da
temperatura corpérea que leva a descamacdo do epitélio seminifero e alteracdes
hormonais do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo sé&o os principais. Embora numerosas
doencas malignas estejam associadas a alteracfes dos parametros seminais e
infertilidade masculina, leucemias, linfomas e céancer testicular sdo as mais
frequentemente identificadas e de maior importancia clinica, por estarem presentes em
homens em idade reprodutiva. Os tumores de células germinativas apresentam um
alto risco para alteracbes na espermatogénese. (Ragheb and Sabanegh, 2010).

Diversos procedimentos cirlrgicos para tratamentos de alguns tipos de cancer
podem também levar a disturbios da fertilidade. Prostatectomia e cistectomia radical,
exenteracdo pélvica, resseccdo de colon e linfadenectomia retroperitoneal, entre
outras, podem levar a distarbios graves da ejaculacdo ou da erecdo, causando
infertilidade, apesar de n&o influenciarem diretamente sobre o0 processo
espermatogénico.

Usando esses conhecimentos, métodos podem ser desenvolvidos para
preservar a fertilidade, alterando os tipos e as doses da radioterapia e da
guimioterapia ou interferindo no controle hormonal da espermatogénese, sem
comprometer o sucesso do tratamento do cancer. Quando essas op¢Bes ndo séo
possiveis, criopreservacdo de sémem ou tecido testicular constitui um método efetivo
para preservar a fertilidade antes do tratamento do cancer (Puscheck et al., 2004).

3.2.1. — A espermatogénese apds radioterapia

O parénquima testicular € um dos tecidos mais radiossensiveis. O dano
testicular por irradiagcdo ocorre através de exposi¢cdo direta do testiculo ou pela
dispersao dos raios dirigidos em areas adjacentes, principalmente na regido abdominal
e pélvica. Radioterapia resulta em danos ao DNA de todos os tipos de células
germinativas, células de Sertoli e de Leydig, cada uma com niveis variaveis de
sensibilidade. Além da dose total recebida, o fracionamento das aplicacbes também
tem impacto nos danos celulares. Doses mais altas liberadas em poucas fragdes sdo
menos nocivas que doses mais baixas liberadas em maior niumero de aplicactes.
(Centola et al., 1994).

Células germinativas demonstram maior sensibilidade a irradiagcdo quando
comparadas com outras células somaticas do testiculo, provavelmente devido a seu
alto indice mitético. As espermatog6nias sdo as mais radiossensiveis, podendo sofrer
lesGes com doses abaixo de 0,1 Gy, enquanto que 0s espermatdcitos sofrem lesdes
com dosagens a partir de 2 Gy e as espermatides a partir de 4 Gy. Dose de 0,1 Gy
mostra lesdes tempordrias com parada de espermatogénese, enquanto dose de 0,7
Gy resulta em azoospermia temporaria e dose de 1,2 Gy em azoospermia
permanente. (Howell and Shalet, 1998). Esses dados séo significantes porque muitos
protocolos para cancer testicular utilizam doses de 16-18 Gy, embora o tratamento
seja direcionado para linfonodos retroperitoneais e ndo diretamente aos testiculos.



A extensdo dos danos causados na espermatogénese € também relacionada
de maneira temporal com a dose total recebida. Depois de um longo periodo de
azoospermia, espermatozéides reaparecem no ejaculado com 6 meses, 9-18 meses,
30 meses e 5 anos com doses de até 0,2 Gy, até 1,0 Gy, de 2,0-3,0 Gy e igual ou
maior que 4,0 Gy, respectivamente (Gonzalez et al., 2012) (Figura 1).

Termpo de

recuperagao
peras

Azoospermia < 60 dias |

Tempo de inicio da [ Azoospermia 60 dias

oligo / azoospermia |0|igospermia |

| Espermatide
Célula germinativa [ Espermatdcito
danificada | Espermatogénia
Dose de Irradiagdo (Gy)
0 1 2 3 4 5

Figura 1. Danos a espermatogénese seguindo dose Unica de irradiagdo, o efeito da dose de irradiagdo nos estagios
das células germinativas e o tempo de inicio de recuperagdao das células germinativas danificadas. Gy, Gray
(Adaptado dos dados de Rowley et al. 1974).

Recuperacdo da espermatogénese depende da sobrevivéncia de
espermatogbnias-tronco e da sua capacidade de se diferenciar em células
germinativas mais maduras, que esta relacionada com a dose de irradiacdo aplicada.
A preservacdo do microambiente espermatogonial, incluindo as interacbes das
espermatogbnias com as células somaticas de Sertoli e Leydig, também é
fundamental para a recuperacdo da espermatogénese. (Zhang et al., 2007). Ao
contrdrio do epitélio seminifero, as células de Leydig s&o relativamente
radioresistentes, sendo doses de 20-30 Gy necessarias para causar hipogonadismo.
Embora possa haver uma elevagéo dos niveis séricos de FSH e LH com baixas doses
de irradiacdo, os niveis de testosterona sérica permanecem normais. (Howell and
Shalet, 2002). Exposicdo testicular a irradiagdo durante tratamento de doencgas
malignas, em homens em idade reprodutiva, € negativamente significativa, mesmo
com o0 uso de protecdo gonadal. As indicacbes mais comuns de radioterapia nessa
populacdo sdo: tratamento de metastases linfaticas retroperitoneais nos seminomas
testiculares, tratamento de linfomas Hodgkin e Nao-Hodgkin e irradia¢éo corporea total
antes de transplante de medula 6ssea ou de células-tronco utilizados no tratamento de
doencgas hematoldgicas graves. Menos comumente, homens em idade reprodutiva,
portadores de carcinoma retal ou prostatico, tratados com radioterapia pélvica, sdo
expostos a irradiacdo testicular, a qual pode ser gonadotdxica (Daniell and Tam,
1998). Efeitos da radioterapia nos testiculos e seu impacto na fertilidade sédo
mostrados na Tabela 1 (Stahl et al., 2010).

Em geral, parece que o estado pré-puberal ndo confere protecdo gonadal
contra a irradiacdo. Meninos pré-puberes tratados com radioterapia na regido
abdominal, geralmente evoluem com oligozoospermia ou azoospermia, mantendo
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normal a funcdo das células de Leydig. Por outro lado, as células intersticiais de
Leydig sdo mais sensiveis a altas doses de radioterapia em meninos pré- puberes do
que em adultos. (Shalet, 1982).

Tabela 1. Exposi¢des cumulativas a irradiacdo e toxicidade reprodutiva nos tratamentos mais comuns contra o
cancer (Retirado de Stahl et al., 2010).

Exposi¢do testicular a
Indicagdo da Radioterapia irradiagdo Impacto na fertilidade
¢ Metastases de seminoma em 0,3-0,5 Gy ® Sem efeito ou oligozoospermia
linfonodos retroperitoniais
¢ Linfoma de Hodking mediastinal 0,1-0,7Gy e Sem efeito ou oligozoospermia
ou abdominal
e Cancer de Reto 0.3-2,1Gy e Sem efeito, oligozoospermia ou
azoospermia transitéria ou permanente
e Cancer de Préstata RT externa: 0,1-0,6Gy ® Sem efeito ou oligozoospermia
RT modulada: 1,8-2,4Gy Azoospermia transitéria ou permanente
¢ Neoplasia de células germinativas 16-20Gy e Alto risco de azoospermia permanente
intratubular (CIS)
e Irradiagdo corpdrea total antes de | >6Gy e Alto risco de azoospermia permanente
transplante de medula ou
transplante de células tronco

3.2.2 — A espermatogénese apis quimioterapia

Quimioterapia citotéxica tem melhorado a taxa de sobrevida de pacientes
portadores de muitos tipos de céancer, particularmente os hematolégicos, como
leucemias, linfomas Hodgkin e N&o-Hodgkin, além do cancer de testiculo. Esses
tratamentos sdo, entretanto, seguidos frequentemente de disfuncédo testicular devida a
prejuizos na espermatogénese, causados pelas drogas utilizadas. Os danos no
epitélio germinativo podem levar a quadros de oligozoospermia ou azoospermia, com
consequente infertilidade temporaria ou permanente. Em casos mais graves, até
mesmo as células de Leydig podem ser lesadas, levando a quadros de
hipogonadismo. As chances de recuperacdo da espermatogénese estao relacionadas
com os tipos de drogas utilizadas e suas dosagens. (da Cunha et al., 1984; Meistrich
et al., 1989).

As drogas mais associadas com gonadotoxicidade clinicamente significante
sdo 0s agentes alquilantes, como a ciclofosfamida, o chloranbucil, a mustina, o
busulfan e a procarbazina, entre outras. Outros grupos de drogas como O0s
antimetabdlitos (cytarabina), alcaloides de vinca (vinblastina e vincristina) e o
cisplatinun também estdo associados a prejuizos na espermatogénese, porém em
menor monta, havendo recuperagdo da fertilidade em grande parte dos pacientes
tratados. Como na maioria das vezes essas drogas sdo usadas em varios tipos de
associacdes para tratamentos das doencas acima citadas, é mais dificil saber o exato
efeito de cada uma delas sobre a espermatogénese. Outro fato que também dificulta
essa avaliagcdo é que muitas vezes e tratamento quimioterpico € associado a
radioterapia, somando-se assim o efeito gonadotoxico dessa outra modalidade de

terapia antineoplasica. (Howell and Shalet, 2001; Drumond et al., 2011).
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3.2.3 — A espematogénese apds hormonioterapia
GnRH-agonista

A acéo inibitéria paradoxal do GnRH-agonista na secrecdao de gonadotrofinas
esta bem estabelecida e tem numerosas aplicagdes clinicas com a inibicdo da funcao
do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonada, incluindo cancer de prostata e mama,
endometriose, ovéarios policisticos, puberdade precoce e contracepcao.
Especificamente no tratamento do cancer avancado de prostata, apés duas semanas
do inicio do uso do GnRH-agonista, existe um bloqueio quase total da producéo das
gonadotrofinas (FSH e LH) pela hipdéfise, bloqueando-se a produc¢éo de testosterona,
mantendo-a em nivel de castracdo durante todo o tempo de uso do medicamento
(Huhtaniemi et al., 1987a). Embora o tratamento suprima efetivamente a producéo de
testosterona, a esteroidogénese testicular ndo é totalmente bloqueada. Essa residual
producdo de andrégenos ndo compromete a eficacia terapéutica contra o cancer de
préstata, entretanto pode explicar uma variavel supresséo da espermatogénese, como
revelam estudos histolégicos realizados em pacientes com cancer avancado de
préstata, tratados com GnRH-agonistas durantes seis meses e depois submetidos a
orquiectomia bilateral, comparados com pacientes que realizaram a orquiectomia
como tratamento primario para o cancer de prostata. (Huhtaniemi et al., 1987b).

Um estudo realizado em primatas ndo-humanos (macaco Rhesus), sobre os
efeitos em longo prazo do tratamento com GnRH-agonista na histologia testicular
desses animais e da subsequente recuperag¢do apos cessado o tratamento, mostrou
total recuperagcdo da espermatogénese, retornando aos mesmos resultados da fase
pré tratamento, ou seja, espermatogénese normal. Durante o periodo de tratamento
com GnRH-agonista houve progressiva involucdo dos tubulos seminiferos. Em dois
animais a espermatogénese foi interrompida no nivel de espermatides ou
espermatocitos, enquanto que nos outros dois havia apenas a presenca de
espermatogbnias e células de Sertoli nos tubulos seminiferos. (Weinbauer et al.,
1987).

Estrogénios

Em ratos, receptores alfa de estrogénios sdo expressos nas células de Leydig,
espermatides redondas e ductos eferentes, enquanto receptores beta sdo expressos
nas células de Leydig, células de Sertoli, espermatogbnias tipo A e estagios tardios
das células germinativas (van Pelt et al., 1999). Estrogénios tém efeitos positivos e
negativos na espermatogénese. Os efeitos deletérios do tratamento com estradiol (E2)
na espermatogénese de ratos e camundongos adultos € bem conhecida. Em animais
normais, estradiol atua no hipotdlamo e na hipdfise, diminuindo a secrecdo de
gonadotrofinas. A reducdo do hormdnio luteinizante (LH), bem como seu efeito direto
na inibicdo no processo da esteroidogénese nas células de Leydig contribui para a
reducdo dos niveis de testosterona nos testiculos (Steinberger, 1971). Tratamento
com estradiol também inibe a produgcdo espermética em camundongos jovens e a
diferenciacdo espermatogonial em ratos neonatos. Por outro lado, tem efeitos
benéficos na espermatogénese, mas seus mecanismos de acdo sdo complexos e
ainda ndo muito bem identificados. (O’'Donnel et al., 2001; Carreau and Hess, 2010).
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No tratamento do cancer de proOstata, os estrogénios blogueiam a liberacdo do
hormonio luteinizante (LH) pela hipofise anterior, impedindo a estimulacdo da
producdo de testosterona pelos testiculos. O dietilestilbestrol (DES) é o estrogénio
mais comumente utilizado na terapia hormonal contra o cancer avancado de prostata.

Antiandrogénios

O acetato de ciproterona é um esteroide sintético que compete com a
testosterona e a dihidrotestosterona nos receptores de andrégenos da préstata e
testiculos, produzindo também supressao da liberacdo do hormdnio luteinizante (LH)
por acao no eixo hipotdlamo-hipo6fise. Portanto ela apresenta efeito central e periférico.
Devido a seu efeito progestacional e antiandrogénico, causa profunda supressédo na
espermatogénese. Quando utilizada em associacdo com testosterona exégena, leva a
consistente supresséo na producdo espermatica de homens adultos, tendo sido essa
associacdo testada como um possivel anticoncepcional masculino. (Meriggiola et al.,
1998).

A flutamida é um antiandrégeno de acdo periférica, que parece inibir a
absorcéo e ligacdo de testosterona e dihidrotestosterona aos receptores nucleares das
células prostaticas. Nos testiculos produz degeneracdo do epitélio seminifero e
hiperplasia das células intersticiais. Estudos histologicos em camundongos tratados
com flutamida apontam para anomalias, principalmente na formacdo do acrossoma,
levando a altas porcentagens de esperméatides anormais. (Anahara et al., 2007).

Esses dois antiandrégenos sdo os mais utilizados para tratamento do cancer
avangado de prostata, como monoterapia ou, mais frequentemente, associados aos
bloqueadores centrais, como o GnRH-agonista ou o estrégeno, para bloqueio
androgénico total.

3.24 — Supressdao hormonal para preservacdo e restauracdo da
espermatogénese apds tratamento para o cancer

A utilizacdo de supressdo hormonal para proteger a fungdo gonadal contra
agentes citotoxicos usados no tratamento contra o cancer, como a radioterapia e a
quimioterapia, € baseada no fato que as células em rapida proliferacdo, ou seja, em
constantes divisbes celulares, sd0 muito mais susceptiveis aos efeitos deletérios
desses agentes do que as células que pouco se dividem ou nado se dividem. (Meistrich
and Shetty, 2008).

O mecanismo proposto inicialmente foi que o bloqueio do eixo hipotalamo-
hipofise-testiculo reduziria as divisGes celulares da espermatogénese, ndo expondo as
células germinativas aos efeitos da quimioterapia. Essa teoria baseou-se num estudo
no qual foi utilizado um anélogo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
antes do uso de ciclofosfamida em camundongos, protegendo a espermatogénese
desses animais (Glode et al., 1981). Entretanto, nova tentativa de reproduzir esses
resultados, utilizando-se novos parémetros quantitativos, revelou que ndo houve
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protecao da espermatogénese (da Cunha et al., 1987). Apesar da supressdo hormonal
nao ter mostrado protecdo na espermatogénese em camundongos, mostrou-se de
maneira convincente que a supressao dos niveis de gonadotrofinas e de testosterona
intratesticular, antes ou durante a exposicao de ratos a quimioterapia e radioterapia,
melhora a subsequente recuperacdo da espermatogénese (Delic et al., 1986;
Meistrich and Kangasniemi ,1997).

Estudos experimentais

As espermatogobnias diferenciadas sdo mais sensiveis aos agentes citotoxicos.
Essa reducdo pode ser tempordria, desde que espermatogdnias-tronco sobrevivam.
Entretanto, alguns desses agentes matam as células-tronco em graus variados de
toxicidade, levando a prolongados periodos de redugdo de producdo espermatica
(Meistrich et al., 1982). Em ratos, apds exposi¢ao a varios agentes antineoplasicos, as
espermatogbnias que sobrevivem perdem a capacidade de se diferenciar
(Kangasniemi et al., 1996a; Meistrich and Shetty, 2003). Demonstrou-se que esse

bloqueio é resultado de danos ao meio ambiente somatico espermatogonial e néo
diretamente as espermatogbnias (Zhang et al., 2007).

Alguns estudos mostram que a supressao de gonadotrofinas ndo protege a
espermatogénese de danos citotoxicos em camundongos (Kangasniemi e al., 1996b;
Nonomura et al., 1991). Por outro lado, inUmeros estudos relatam que a supressao
hormonal em ratos, protege a espermatogénese de danos causados por irradiagao e
varios agentes quimioterapicos (Delic et al., 1986; Morris and Shalet, 1990; Jégou et
al., 1991; Parchuri et al., 1993; Kangasniemi et al., 1995) Além da supresséao direta de
gonadotrofinas com agonistas e antagonistas do GnRH, que resulta na supresséo da
testosterona intratesticular, esses estudos também utilizaram combinacdes de
analogos de GnRH com antiandrogenos, com doses fisioldgicas sistémicas de
testosterona, que também suprimem as gonadotrofinas e reduzem a testosterona
intratesticular e com estrogénios, que suprimem as gonadotrofinas e inibem a sintese
de testosterona. Na verdade, esses estudos ndo avaliaram a protecdo
espermatogonial no momento da exposi¢ao citotoxica, mas sim na capacidade de
recuperacao da espermatogénese atraves da sobrevivéncia das células-tronco, que é
o desfecho mais relevante para a futura fertilidade (Meistrich et al., 2000).

As tentativas de proteger a espermatogénese com supressao hormonal em
outras espécies animais (caes, macacos) nao obtiveram resultados positivos. Estudos
maiores ndo mostraram protecdo ou estimulagdo da espermatogénese em macacos
contra irradiagdo, com tratamentos utilizando antagonistas do GnRH. (Boekelheide et
al., 2005; Kamischke et al., 2003).

Em muitos estudos realizados em ratos, a protecdo hormonal da
espermatogénese foi realizada apOs exposicdo inicial ao agente citotdxico e, em
alguns casos, prolongou-se além da dUltima exposi¢cdo. Além disso, quando a
supressao hormonal foi administrada imediatamente ap6s o insulto citotdxico, ou
mesmo algum tempo depois de seu término, o numero de células germinativas
diferenciadas aumentou dramaticamente. (Meistrich and Kangasniemi, 1997; Meistrich
et al.,, 1999). Tratamentos com agonistas ou antagonistas GnRH, com ou sem
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antiandrégenos, testosterona sistémica ou o estradiol, sdo eficazes na recuperacéo da
espermatogénese em ratos, seguindo tratamentos citotdxicos antineoplasicos como
irradiacdo, procabazina, bussulfan ou outros agentes quimioterapicos. O hormonio
enddgeno primariamente responsavel pela diferenciacdo espermatogonial nesses
casos foi a testosterona, apesar de que o FSH também teve um efeito inibidor menor
(Shetty et al., 2002; Shetty et al., 2006). O mecanismo pelo qual as células somaticas
dos testiculos de ratos sé@o protegidas contra danos citotoxicos, quando a testosterona
€ suprimida, ndo é conhecido. Também ndo se sabe por que a supressdo de
testosterona, apds exposicao citotdxica, aumenta a capacidade dos elementos
somaticos dos testiculos em manter a diferenciacao das espermatogdnias (Meistrich et
al., 1994) Mostrou-se também que o bloqueio da diferenciacdo espermatogonial em
ratos tratados com agentes citotoxicos esta associado com o aumento dos niveis de
edema intersticial nos testiculos. (Porter et al., 2006).

A melhora da recuperacdo da diferenciacdo espermatogonial em ratos
irradiados, com a eliminacdo das células de Leydig por ethano dimethano sulfonado
(EDS), traz a hipotese do papel das células de Leydig como alvo para indugéo de
inibicAo da testosterona na diferenciacdo espermatogonial em ratos tratados com
citotoxicos. (Albuquerque et al., 2013).

Estudos clinicos

Sete ensaios clinicos foram realizados na tentativa de demonstrar protecdo da
espermatogénese em seres humanos, por meio de tratamento de supressao hormonal
antes e durante terapia citotoxica, sendo que seis ndo indicaram qualquer protecao.
Trés desses estudos envolveram pacientes tratados para linfoma de Hodgkin e trés
com cancer de testiculo. Apenas um estudo realizado em pacientes portadores de
sindrome nefrética, tratados com ciclofosfamida, apresentou protecdo da
espermatogénese com a supressdo hormonal, conforme mostram as descricdes
abaixo. (Meistrich and Shetty, 2008).

O tratamento com GnRH-agonista resultou na recuperacdo da
espermatogénese em apenas 20% de pacientes tratados, apds a interrup¢do da
guimioterapia para linfoma de Hodgkin. Entretanto ndo havia grupo controle para
comparar os resultados (Johnson et al., 1985). Em outro estudo, a supresséo
hormonal com testosterona mais GnRH-agonista, antes e durante a quimioterapia para
linfoma de Hodgkin, nem o grupo tratado e nem o controle apresentaram evidéncias
de recuperagdo da espermatogénese em um periodo de um a trés anos apos a
conclusédo do tratamento (Waxman et al., 1987). Supressédo de gonadotrofinas e dos
niveis de testosterona intratesticular, com inje¢c8es de testosterona durante tratamento
gquimioterdpico para linfoma de Hodgkin, também n&o ofereceu protecdo gonadal, pois
70% dos individuos do grupo tratado e também do grupo controle apresentaram
recuperag¢do num periodo de trés anos (Redman and Bajorunas, 1987).

A supressao de gonadotrofinas com acetato de medroxiprogesterona durante
quimioterapia associada a radioterapia para tratamento de tumor testicular, n&o
melhorou a contagem de espermatozoides e nem normalizou os niveis de FSH no
grupo tratado, ficando abaixo do grupo controle (Fossa et al., 1988). Outro estudo que
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utilizou GnRH-agonista para pacientes com tumor de testiculo antes e durante
tratamento quimioterapico (cisplatina) também ndo apresentou vantagens sobre o
grupo controle, pois ambos recuperaram espontaneamente a espermatogénese dentro
de dois anos (Kreuser et al., 1990). Da mesma maneira, em pacientes portadores de
seminomas testiculares, tratados com GnRH-agonista mais antiandrogénio (acetato de
Ciproterona), antes e durante radioterapia (0,2 Gy), ambos 0s grupos apresentaram
recuperacdo espontdnea da espermatogénese em dois anos (Brennemann et al.,
1994).

Um estudo realizado em pacientes portadores de sindrome nefrotica, tratados
com ciclofosfamida, receberam tratamento de supressdo hormonal com testosterona.
Todos o0s cinco pacientes recuperaram a espermatogénese apods tratamento, ao
contrario do grupo controle, onde apenas um de cinco pacientes recuperou, com 0S
outros quatro permanecendo azoospérmicos. (Masala et al., 1997).

A Unica tentativa de restaurar a espermatogénese por supressdo hormonal
apos terapia citotoxica também néo foi bem sucedida. Sete homens com azoospermia,
ap6s uma elevada dose de quimioterapia ou radioterapia para tratamento de leucemia
ou linfoma na infancia, foram tratados com medroxiprogesterona combinada com
testosterona, para suprimir os niveis de gonadotrofinas e testosterona intratesticular,
muitos anos apos o tratamento antineoplasico. Nenhum dos homens recuperou
gualquer producéo de espermatozoides durante 24 semanas ap6és o fim do tratamento
hormonal. Bibdpsias testiculares foram realizadas no pré e no poés-tratamento e
mostraram completa auséncia de células germinativas, demonstrado por estudo
imunohistoquimico (Thomson et al., 2002).

Podem existir diversas razdes para 0 insucesso dos ensaios clinicos acima
mencionados. Humanos tém niveis de andrégenos testiculares mais elevados,
podendo ndo haver supressao hormonal suficiente como ocorre em ratos. O nimero
de pacientes e controles estudados foi pequeno e os tipos de tratamentos utilizados
para o cancer foi muito heterogéneo. Assim, a aplicacdo desses procedimentos para
seres humanos, no momento atual, ainda permanece incerta.

3.3 - FORMAS DE TRATAMENTO PARA O CANCER DE PROSTATA

O cancer de prostata é a segunda neoplasia maligna mais frequente no sexo
masculino, levando a milhares de mortes anualmente em todo o mundo. No Brasil, é 0
cancer mais frequente, excluindo-se os tumores de pele ndo melanomas. Estima-se
mais de 60.000 casos novos no ano de 2012, em nosso pais. Quando a doenca esta
localizada, ou seja, confinada ao tecido prostatico, ela é potencialmente curavel,
através de tratamento cirargico (prostatectomia radical), radioterapia externa, ou
braquiterapia (implante de sementes radioativas no tecido prostatico). Por outro lado, a
doenca avancada ndo € mais passivel de cura, sendo tratada apenas por métodos
paliativos, visando prolongar e melhorar a qualidade de vida do paciente. A doenca
localmente avancada, que atinge os tecidos extraprostaticos, vesiculas seminais,
bexiga ou reto, pode ser tratada também com cirurgia radical, radioterapia externa ou
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hormonioterapia, mas sem pretensdes curativas. Por outro lado, a doenca metastatica,
gue mais frequentemente atinge os o0ssos, s6 deve ser tratada através de
hormonioterapia, por supresséo de testosterona, horménio que acelera o crescimento
do cancer prostatico. O bloqueio de testosterona pode ser feito através de castracdo
cirirgica, com a retirada completa do parénquima testicular, que é considerada o
método padrédo-ouro de bloqueio hormonal, ou por blogueio medicamentoso central ou
periférico. O bloqueio central é feito através de drogas que suprimem a acdo das
gonadotrofinas (FSH E LH) na glandula hipéfise ou do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) no hipotdlamo, bloqueando, por sua vez, a producdo de
testosterona pelas células intersticiais de Leydig nos testiculos. As drogas mais
frequentemente utilizadas, na pratica clinica, para bloqueio central sdo os estrdgenos
(dietilestilbestrol), os agonistas do GnRH (Leuprolida e Goserilina) e o acetato de
ciproterona, que tem acdo central e periférica. Os bloqueadores periféricos, por sua
vez, atuam bloqueando os receptores de testosterona no tecido prostatico, impedindo
sua acdo local sobre as células malignas. Os mais utilizados sdo a flutamida, a
bicalutamida e o acetado de ciproterona. (Corradi et al., 2009; Gudziak and Smith,
1994).
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Consideracdes éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP)
sob n°® CAAE — 0117.0.203.000-07, pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo
(DEPE) do Hospital das Clinicas da UFMG (Processo n° 079/2007) e pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Satde e Ministério
da Saude, sob o protocolo CONEP n° 14.250 e parecer numero 189/2008 (Anexo II).
Os pacientes que doaram os testiculos foram informados sobre os objetivos do
presente estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
).

4.2. Pacientes

Os sujeitos dessa pesquisa foram pacientes portadores de cancer avancado de
préstata, submetidos a castracao cirargica (orquiectomina subcapsular bilateral) como
forma de bloqueio definitivo de testosterona, para tratamento paliativo da doenca
localmente avangcada ou metastatica, conforme indicagdo da literatura médica.
(Fonseca et al, 2009; Gudziak and Smith, 1994). A coleta desse material biol6gico
ocorreu no periodo de marco de 2007 até marco de 2011 (quatro anos), de um total
inicial de 24 pacientes. Dois pacientes foram excluidos no final do estudo, por ndo
preencherem os critérios de inclusdo nos grupos estudados. O primeiro por ter feito
tratamento hormonal com estrogénio durante trés anos, porém interrompeu oito meses
antes da orquiectomia e o segundo por ndo apresentar dados confiaveis sobre o seu
tratamento radioterdpico (dose e periodo de tratamento). Mesmo assim, esses casos
foram incluidos no capitulo de discussdo, como casos isolados, por apresentarem
dados relevantes, que poderiam ser utilizados em estudos futuros, apesar de nao
terem sido incluidos na analise estatistica do presente estudo. Portanto, foram
incluidos 22 pacientes, com idades entre 59 e 90 anos, com média de 74,3 anos,
conforme descri¢cdo abaixo.

4.3. Grupos de estudo

Sete pacientes foram submetidos & orquiectomia bilateral como forma primaria
de tratamento, por ja apresentarem doenca avancada desde o diagndstico. Quatro
pacientes foram inicialmente tratados com prostatectomia radical, quando a doenca
ainda estava localizada na prostata, mas posteriormente apresentaram recidiva da
doenca e receberam indicacdo de castracdo cirdrgica. Seis outros pacientes foram
inicialmente tratados com hormonioterapia, para bloqueio de testosterona na doenca
avangada, sendo trés tratados com estrogeno (blogqueador central), dois com acetato
de ciproterona (bloqueador central e periférico) e um com analogo do GnRH
(blogqueador central), sendo que esse Ultimo paciente ja& havia sido submetido a
prostatectomia radical quando a doenca estava localizada. Posteriormente todos
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esses seis pacientes receberam indicacdo de orquiectomia subcapsular como
tratamento definitivo. Outros cinco pacientes foram tratados com radioterapia externa,
por acelerador linear de particulas, quando a doenca estava localizada. Desses, trés
deles tiveram indicacdo da orquiectomia bilateral com o avanco da doenga, um usou
analogo do GnRH e depois foi indicada a orquiectomia bilateral e um ultimo usou
analogo GnRH para blogqueio central e depois flutamida e bicalutamida para bloqueio
periférico de testosterona, anteriormente a indicagdo de orquiectomia bilateral.
Obtiveram-se os dados detalhados de cada um desses pacientes através de protocolo
clinico preenchido por informacdes coletadas do proprio paciente ou de seus
familiares, ou ainda de dados contidos em documentos em seu prontudrio hospitalar.
(Anexo V).

O parénguima testicular foi obtido de pacientes submetidos a orquiectomia no
Hospital das Clinicas da UFMG, sob coordenacdo de equipe médica do Servico de
Urologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. 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 prdstata. Os tecidos testiculares foram
utilizados com a concordancia dos pacientes e familiares em ceder esse material para
pesquisa, ap0s preenchimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. (ANEXO I11).

Os grupos de estudo ficaram compostos, portanto, da seguinte maneira:

Grupo tratado com castracao cirargica (CC)

Composto por pacientes portadores de cancer avancado de prostata,
submetidos a orquiectomia subcapsular bilateral como forma de bloqueio hormonal
definitivo, que ndo haviam se submetido a nenhum tratamento prévio ou que foram
tratados somente com a prostatectomia radical, quando a doenca ainda estava
localizada na prostata. Incluiram-se nesse grupo, 11 pacientes, com média de idade
de 74,8 anos.

Grupo tratado com terapia hormonal antes da castracao cirdrgica (TH+CC)

Composto por pacientes portadores de céncer avancado de prostata,
submetidos a orquiectomia subcapsular bilateral como forma de bloqueio hormonal
definitivo, que se encontravam em tratamento hormonal exclusivo com bloqueadores
de testosterona, de agdo central ou periférica. Incluiram-se nesse grupo, seis
pacientes, com média de idade de 74,2 anos.

Grupo tratado com radioterapia externa exclusiva ou associada a hormonioterapia
antes da castracao cirargica (TR+CC)

Composto por pacientes portadores de cancer avancado de prostata,
submetidos a orquiectomia subcapsular bilateral como forma de bloqueio hormonal
definitivo, que haviam se submetido anteriormente a tratamento radioterapico externo,

guando a doengas estava localizada na préstata, ndo tendo recebido mais nenhum
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tratamento ou entdo tendo sido tratado posteriormente com bloqueadores centrais ou
periféricos de testosterona. Incluiram-se nesse grupo, cinco pacientes, com média de
idade de 73,4 anos.

Os dados completos e detalhados do tratamento de cada um desses 22 pacientes
estdo resumidos no Anexo V, na ordem cronoldgica de acontecimentos, até a
realizacdo da orquiectomia bilateral.

4.4. Orquiectomia bilateral

Realizou-se a orquiectomia subcapsular, com bloqueio anestésico local por
puncao percutanea do escroto, utilizando-se seringa estéril de 20 ml acoplada a uma
agulha de 21-gauge, com infiltracdo de 7 mL de solucdo 1:1 de lidocaina 1% e
bupivacaina 0,5% em cada corddo espermético e 1mL dessa solugcdo sob a pele e
subcutaneo da regido a ser incisada. Com o paciente na posi¢cdo de decubito dorsal,
fez-se a degermacdao da pele de toda a regido genital com solu¢cdo PVPI degermante e
anti-sepsia da mesma com tintura de PVPI. Iniciou-se o procedimento cirdrgico com
uma incisédo da pele escrotal de aproximadamente 4,0 cm, na regido da rafe escrotal,
por onde foram expostas todas as camadas, desde a pele até a tUnica vaginal. A
hemostasia foi realizada com auxilio de um eletrocautério. O testiculo foi exteriorizado
e 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, seccionando-se com um bisturi no nivel da rede testicular. Nesse tempo
cirdrgico novamente realizou-se hemostasia, com auxilio do eletrocautério e suturou-
se com fio de catgut 2-0. O mesmo fio foi usado na rafia dos outros planos,
separadamente até a pele. Realizou-se o mesmo procedimento no testiculo
contralateral.

4.5. Processamento histolégico do parénquima testicular

Imediatamente apds a orquiectomia, o parénquima dos testiculos direito e
esquerdo foi separado e de cada um deles obteve-se fragmentos que foram colocados
em solucéo de glutaraldeido que teve como objetivo preservar os tecidos para estudos
sob microscopia de luz em resina glicol metacrilato e microscopia de luz de alta
resolugdo em araldite.

Fixacdo em glutaraldeido e inclusdo em glicol metacrilato

Apds a orquiectomia, fragmentos dos testiculos foram fixados por imersao em
glutaraldeido a 5% em tampdao fosfato 0,05M pH 7,3, por 24 horas. Estes fragmentos
foram mantidos 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 5 um de espessura que foram corados com azul de toluidina-borato de sédio.
Os fragmentos testiculares submetidos a este processamento foram utilizados para a



20

obtencdo de diferentes escores da espermatogénese, levando em consideracao trés
métodos: de cinco padrdes, de Johnsen e de Bergmann.

Fixacdo em glutaraldeido e inclusdo em araldite

Fragmentos testiculares foram fixados por imersdo em glutaraldeido a 5% em
tampdo fosfato 0,056M pH 7,3, por 10 a 15 minutos. ApOs ter adquirido certa
consisténcia, estes fragmentos foram recortados em pedagos menores e
adicionalmente fixados por mais 12 a 24 horas a 4°C, com solucdo renovada de
glutaraldeido. ApGs esse periodo, da superficie desses fragmentos foram recortadas
finas fatias, de aproximadamente 1 mm de espessura, que foram armazenadas em
tampdo fosfato 0,05M pH 7,3 a 4°C, até o momento da inclusdo. Imediatamente antes
da inclusao, estes finos fragmentos testiculares foram recortados em fragmentos ainda
menores com aproximadamente 2 mm? de superficie e pos-fixados em 6smio reduzido
(tetroxido de 6smio a 1%, ferrocianeto de potassio a 1,5% em agua destilada) a
temperatura ambiente por 90 minutos. Apds desidratacdo em série crescente de
alcodis e banhos de acetona, estes fragmentos de testiculo foram incluidos em resina
araldite (EMS), conforme protocolo ja padronizado e em uso rotineiro no Laboratério
de Biologia Estrutural e Reproducdo (Laber) do ICB/UFMG (Chiarini-Garcia &
Meistrich, 2008).

Dos blocos de araldite foram obtidos cortes semifinos (1um de espessura) que
foram utilizados para os estudos morfométricos dos testiculos sob a microscopia de
luz de alta resolug&o. Os cortes histolégicos semifinos foram obtidos com navalha de
vidro (preparadas em knife maker da LKB, modelo 7880B), no micrétomo rotativo
automatico Reichert Jung (mod. 1140/autocut). Estes estudos foram desenvolvidos no
Laber — Laborat6rio de Biologia Estrutural e Reproducao do ICB/UFMG.

4.6. Avaliacdo dos escores histopatologicos testiculares

Utilizaram-se trés diferentes padrbes de avaliacdo da espermatogénese. Um
deles, classicamente utilizado na anatomia patologica, € o escore de cinco padrbes de
alteracdes da espermatogénese, baseado em Levin (1979) e revisto por McLachlan et
al. (2007). Os outros dois foram os escores de Johnsen (Johnsen, 1970), que divide as
alteracbes da espermatogénese em 10 escores e detalha com mais informagcdes o
padrdo de cinco escores, citado anteriormente, separando os diferentes tipos de
hipoespermatogénese e parada de maturagdo. Por ultimo, o escore 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. Os resultados das avaliagdes dos escores foram transcritos
para planilha especifica (Anexo VI). Avaliou-se aproximadamente 100 tubulos
seminiferos de cada testiculo em cada um dos individuos estudados. Abaixo a
descricdo dos detalhes que caracterizam os diferentes escores, para cada um dos
métodos utilizados.
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4.6.1. Escore de cinco padrées

A classificacdo dos cinco padrdes, rotineiramente utilizada nos laboratérios de
anatomia patolégica e pelos andrologistas na avaliacdo das alteragbes testiculares,
baseou-se na descricdo dos seguintes padroes:

Padrdo 5 - Espermatogénese normal: quando o epitélio germinativo esta completo em
toda a area avaliada na biépsia, associado a um tecido intertubular normal.

Padrédo 4 - Hipoespermatogénese: quando todos os estagios da linhagem do epitélio
germinativo sao identificados, mas na maioria dos tubulos seminiferos ele
encontra-se reduzido em varios graus. Esta classificacdo inclui os padrdes
mistos, com tubulos com padrdo de parada de maturacdo, aplasia de
células germinativas e fibrose testicular, quando esses estdo associados
ao encontro de tubulos seminiferos com o epitélio germinativo completo.

Padrdo 3 - Parada de maturacdo: esse padrdo descreve a parada total do epitélio
germinativo em algum estagio particular da espermatogénese, sem a
formacao de espermatides alongadas.

Padrédo 2 - Aplasia de células germinativas: esse termo é usado exclusivamente para
descrever o padrdo de tubulos seminiferos com auséncia de qualquer
célula germinativa e apenas revestidos por células de Sertoli.

Padrdo 1 - Fibrose testicular: esse padrdo descreve estruturas com aparéncia de
tubulos seminiferos, mas que ndo possuem nenhuma célula em seu
interior (células germinativas ou de Sertoli), usualmente apresentam
fibrose peritubular e o acimulo de um depdsito amorfo no seu interior
(hialinizacao).

Todos os cortes dos tubulos seminiferos das bidpsias testiculares foram
avaliados, inicialmente, com aumento de 200x, para avaliagdo geral do tecido
testicular e, posteriormente, com aumento de 400x, para estudo mais detalhado das
células do epitélio germinativo. Esses testiculos receberam, entdo, um escore segundo
a classificacdo descrita anteriormente para os cinco padrfes histopatolégicos da
espermatogénese.

4.6.2. Escore de Johnsen

Esse padrdo de avaliacdo da espermatogénese avalia com mais detalhes as
alteracdes do epitélio seminifero, por determinar com mais exatiddo onde ocorrem as
aplasias ou paradas de maturacdo das células germinativas. Todas as sec¢des
tubulares de um corte foram examinadas sistematicamente e cada uma delas recebeu
um escore de 1 a 10, de acordo com os critérios abaixo.

Escore 10 - Espermatogénese completa, com muitas espermatides alongadas. Epitélio
germinativo organizado, com espessura preservada e a luz do tabulo livre.
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Escore 9 - Muitas espermatides alongadas estdo presentes, mas, 0 epitélio
germinativo esta desorganizado, com evidente descamacéao ou obliteracao
da luz do tabulo.

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

Escore 7 - Auséncia de espermatides alongadas e presenca de muitas espermatides
em alongamento e arredondadas.

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

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

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

Escore 3 - Espermatogdnias sdo as Unicas células germinativas presentes.
Escore 2 - Auséncia de células germinativas e presenca apenas de células de Sertoli.

Escore 1 — Auséncia de células germinativas ou somaticas no corte transversal do
tubulo seminifero.

Apenas 0s cortes transversais de tubulos seminiferos foram contados, em
aumento final de 200x, seguindo as recomendacdes de Johnsen (1970). Os tubulos
danificados ndo foram considerados na contagem, enquanto aqueles tubulos
completamente hialinizados, sempre eram 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 de um
testiculo foi obtido multiplicando o numero de tdbulos contados em cada um dos
escores, de um a dez, pelo valor do seu escore. Os valores obtidos de todos os
escores foram somados e divididos pelo niumero total de tubulos seminiferos contatos
(ver exemplo no Anexo V).

4.6.3. Escore de Bergmann

A avaliacdo do critério de Bergman foi feita baseando-se na percentagem de
tubulos seminiferos mostrando espermatides alongadas (Sd1 e Sd2; ver Fig. 4). Todos
0s tubulos seminiferos presentes nos cortes histoldgicos foram analisados e no final, o
namero total de tdbulos contendo espermatides alongadas (escores 8, 9 e 10 de
Johnsen) foi dividido pelo nimero total de tibulos contados (ver exemplo no Anexo
V).

Escore = E x10
NT

NE — n° total de tibulos seminiferos com espermatides alongadas
NT — n° total de tibulos seminiferos contados
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Obteve-se entdo, a porcentagem de tubulos com espermatides alongadas, ou
seja, a nota 10 significa 100% de tubulos contendo espermatides alongadas e a nota 1
significa 10% de tubulos contendo espermétides alongadas. Quando menos de 10%
(9% a 1%) dos tabulos seminiferos apresentaram espermatides alongadas utilizou-se
subclassificacdo com escore de 0,9 a 0,1 (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo histopatologica da espermatogénese segundo Bergmann e
Kleisch (2011).

%* Escore Descricao histopatoldgica
100 - 95 10
94 -85 9 Espermatogénese normal
84 -75 8
74 - 65 7
64 - 55 6
54 - 45 5
44 - 35 4 Tabulos seminiferos com espermatogénese e areas
de atrofia
34-25 3
24 - 15 2
14 - 10 1
9-1 09-0,1 Raros tabulos com espermatides alongadas,
predominio de atrofia do epitélio seminifero.
0 0 Aplasia de células germinativas, parada de
maturacao, atrofia testicular, tubulos hialinizados

* Porcentagem de tubulos seminiferos com espermatides alongadas

4.7. Avaliacdo hormonal

No mesmo dia da realizacdo da orquiectomia, antes de se iniciar a cirurgia, foi
coletado sangue periférico de cada paciente, com posterior centrifugacdo para
separacdo do soro e congelamento, Esse material ficou armazenado em freezer a
menos20°C, sendo posteriormente enviado para laboratério de andlises clinicas
(Laboratério Sdo Paulo), para realizacdo das dosagens séricas de horménio foliculo
estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH) e testosterona total.

Dosagem de Testosterona total

Foi utilizado o método de dosagem da testosterona total sérica, calculado
através de imunoensaio do tipo competitivo, que usa a tecnologia de
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quimioluminescéncia. O valor de referéncia para homens adultos desse método varia
entre 175 a 781 ng/dL.

Dosagem do Hormonio Foliculo Estimulante (FSH)

A concentracdo de FSH no soro foi determinada utilizando o método de imunoensaio
imunométrico que usa a tecnologia de quimoluminescéncia. O valor de referéncia para
homens adultos varia entre 1,27 a 19,26 mUI/mL.

Dosagem do Horménio Luteinizante (LH)

A concentracdo de LH no soro foi determinada utilizando o método de
imunoensaio imunométrico, que usa a tecnologia de quimioluminescéncia. O valor de
referéncia para homens adultos varia entre 1,24 a 8,62 muUl/mL.

4.8. Avaliacdo morfoldgica

As avaliacbes morfolégicas da espermatogénese foram realizadas nos
fragmentos de testiculo processados para analise sob microscopia de luz de alta
resolucdo onde os tecidos foram fixados com glutaraldeido a 5% em tampdao fosfato
0,1M, pH 7,3, incluidos em araldite, cortados em cortes histolégicos de 1 um de
espessura e corados com azul de toluidina em borato de sédio. Fotomicrografias foram
obtidas no fotomicroscopio BX-51 da Olympus acoplando a camera fotografica digital
Q-Color 3, também da Olympus. As imagens digitais foram tratadas no programa
Adobe Photoshop 6 e montadas em pranchas no Adobe lllustrator 9.

4.9. Analises morfomeétricas.

Parametros tubulares

O diametro médio dos tubulos e a altura do seu epitélio, foram determinados
nos cortes histologicos, utilizando-se régua graduada acoplada a ocular de um
microscopio Olympus BX-41, régua esta aferida em micrometros com o auxilio de uma
lamina micrométrica de Leitz. Mensuraram-se dez secc¢des transversais de tdbulo
seminifero por individuo (cinco em cada testiculo), de contorno o0 mais circular
possivel, selecionados aleatoriamente em varredura horizontal do tecido, bem como a
altura do seu respectivo epitélio seminifero. Quando o corte era levemente oval,
mediu-se 0 menor didmetro e a altura do epitélio equivalente a esta mesma regiao,
com aumento total de 200x.

Eficiéncia da espermatogénese

A avaliacdo de parametros relacionados a eficiéncia do processo
espermatogénico foi obtida através do calculo de diferentes razdes entre o nimero dos
diferentes tipos de células germinativas, em relagdo ao numero de 100 nucléolos de
células de Sertoli, presentes no estadio Ill do ciclo do epitélio seminifero do homem,
classificado de acordo com Heller e Clermont (1964). Os tipos celulares presentes e
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contados nesse estadio foram células de Sertoli (quando o nucléolo era visivel) e as
seguintes células germinativas: espermatogonia Aescura, €Spermatogonia  Acara,
espermatdcito primario em preleptoteno, espermatdcito primario em paquiteno e
espermatide arredondada Sb1. Devido a forma irregular do ntcleo da célula de Sertoli,
0 seu nucléolo foi a estrutura escolhida para sua contagem por seccado transversal de
tubulo seminifero. A contagem dos nucléolos (célula de Sertoli) e nucleos (células
germinativas) destes tipos celulares foi realizada em 10 secg¢8es transversais de tibulo
seminifero (cinco por testiculo), de contorno o mais circular possivel. Como no homem
podem ser encontrados mais de um estadio em um mesmo corte transversal de tubulo
seminifero, partes dos tubulos seminiferos que continham os estadios Il s6 foram
utilizadas quando eles ocupavam desde a base, junto & membrana basal, até o limen.

As contagens do numero de células obtidas foram corrigidas pela espessura do
corte histolégico (1 um) e pelo didmetro nucleolar/nuclear, utilizando-se a formula de
Abercrombie (1946), modificada por Amann e Almquist (1962), conforme descrita a
sequir:

NC = NO DM ES oM ¥
£C.+(OMf - (oM}
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

O diametro nucleolar/nuclear médio (DM), para cada tipo celular estudado, foi
obtido pela média das medidas do didmetro de 10 nucléolos/nucleos por paciente,
sendo cinco por testiculo. Devido a sua forma normalmente oval, o didmetro do nucleo
das espermatogonias foi calculado pela média entre o didmetro maior e o menor.
Estas medidas dos didmetros nucleolares e nucleares foram realizadas em aumento
final de 1000X e utilizando-se régua graduada acoplada a ocular de um microscépio
Olympus BX-41. Em seguida, equalizou-se o nimero de cada tipo celular em relagcéo a
100 nucléolos de células de Sertoli.

A partir dos valores corrigidos e equalizados, em relacdo as células presentes
no estagio Il do ciclo do epitélio do seminifero humano, as seguintes razdes celulares
foram obtidas:

e Indice mitdtico: nimero de espermatocitos em preleptéteno dividido pelo
namero de espermatogoénias Aescuras

e Indice meidtico: nimero de espermatides arredondadas Sb1l dividido pelo
namero de espermatdécitos primario em paquiteno

e Eficiéncia da célula de Sertoli: nUmero de espermatides arredondadas Sbl
dividido pelo nimero de nucléolos das células de Sertoli

e Rendimento geral da espermatogénese: numero de espermatides
arredondadas Sb1 dividido pelo nimero de espermatogdnias Acscuras-
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NuUmero de mitoses espermatogoniais e de apoptoses de células germinativas

Os numeros de mitoses espermatogoniais e apoptoses de células germinativas
foram determinados pela razdo entre 0 nUmero de mitoses e apoptoses presentes no
epitélio seminifero, em relacdo a 100 nucléolos de células de Sertoli. As contagens
foram realizadas em pelo menos 10 tubulos seminiferos escolhidos aleatoriamente,
para cada individuo. As células em diviséo celular contadas foram apenas aquelas que
estavam presentes em posicao justaposta a membrana basal dos tibulos seminiferos,
correspondente ao compartimento basal dos tdbulos seminiferos, onde estdo
localizadas as espermatogénias.

4.10. Andlises estatisticas

Todos os parametros avaliados 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 paciente como fator fixo e a
morfologia das células como fator aleatério. Os efeitos dos tratamentos sobre a
morfometria e morfologia foram analisados utilizando o modelo linear geral (GLM) do
SAS. Os eventos nos quais os tratamentos foram significativos, comparacdes multiplas
foram realizadas utilizando-se as diferencas de probabilidade (pdiff) ente médias,
ajustadas pelo teste Tukey-Kramer (SAS, 2001), com p<0,05 considerado significativo.
Nas tabelas e graficos, os dados foram apresentados como médias + erro padrdo da
média.
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5. RESULTADOS

5.1. - Avaliacdo da espermatogénese pelos escores histopatolégicos.

5.1.1 — Escore de Cinco Padrdes

Conforme mostra a Tabela 3 e a Figura 2, que representam os resultados do escore
histologico testicular de Cinco Padrdes, 0 grupo que nao passou por nenhum tipo de
tratamento, nem hormonal e nem radioterapico, antes da orquiectomia bilateral (grupo
CC), ndo apresentou resultados estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo que
passou por tratamento hormonal exclusivo anterior a orquiectomia (grupo TH+CC).
Porém teve resultado significativamente diferente do grupo que passou por tratamento
radioterapico prévio (grupo TR+CC), associado ou ndo ao tratamento hormonal. Por
outro lado, o grupo tratado com hormonioterapia exclusiva (TH+CC) e o grupo tratado
com radioterapia (TR+CC) antes da realizacdo da orquiectomia bilateral, ndo
apresentaram resultados estatisticamente diferentes entre si.

Tabela 3. Resultados do escore histoldgico testicular de Cinco Padrdes de homens idosos submetidos a
diferentes tratamentos contra o cancer de préstata.

Grupo Testiculo Direito Testiculo Esquerdo Média
cc 4,73+0,14 4,45 £ 0,25 4,59 + 0,20

TH+CC 3,00 0,45 3,17+0,17 3,09+0,31

TR+CC 2,20+ 0,49 2,60 + 0,40 2,40 £ 0,45

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirurgica,
TR+CC= tratamento radioterdpico + castragdo cirurgica
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Figura 2 — Escore histoldgico testicular de Cinco Padrdes de homens idosos submetidos a diferentes
tratamentos contra o cancer de préstata. CC, castracdo cirargica; TH+CC, tratamento hormonal mais
castracao cirlrgica; TR+CC, tratamento radioterdpico mais castragdo cirdrgica; TD, testiculo direito; TE,
testiculo esquerdo.
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5.1.2 — Escore de Johnsen

Conforme mostra a Tabela 4 e a Figura 3, que representam os resultados do
escore histoldgico testicular de Johnsen, o grupo que ndo passou por nenhum
tratamento, nem hormonal e nem radioterapico, antes da orquiectomia (grupo CC),
apresentou resultados estatisticamente diferentes em relacdo a ambos 0s grupos
previamente tratados, tanto com hormonioterapia exclusiva (grupo TH+CC) quanto
com radioterapia (grupo TR+CC). Por outro lado, os grupos tratados com
hormonioterapia exclusiva (grupo TH+CC) e com radioterapia (grupo TR+CC), néo
apresentaram resultados significativamente diferentes entre si.

Tabela 4 — Resultados do escore histolégico testicular de Johnsen de homens idosos submetidos a
diferentes tratamentos contra o cancer de préstata.

Grupo Testiculo Direito Testiculo Esquerdo Média
cc 7,53+0,30 7,16 £ 0,47 7,34 +£0,39

TH+CC 3,65 +0,68 3,49+0,51 3,57 0,60

TR+CC 1,75+0,24 2,11+0,21 1,92+0,23

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirurgica,
TR+CC= tratamento radioterdpico + castragdo cirtrgica
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Figura 3 — Escore histoldgico testicular, segundo Johnsen, de homens idosos submetidos a diferentes
tratamentos contra o cancer de préstata. CC, castracdo cirdrgica; TH+CC, tratamento hormonal mais
castracao cirdrgica; TR+CC, tratamento radioterdpico mais castragdo cirdrgica; TD, testiculo direito; TE,
testiculo esquerdo.

5.1.3 — Escore de Bergmann

Conforme mostra a Tabela 5 e a Figura 4, que representam os resultados do escore
histologico testicular de Bergmann, o grupo que ndo passou por nenhum tratamento,
nem hormonal e nem radioterapico, antes da orquiectomia (grupo CC), apresentou
resultados estatisticamente diferentes em relacdo a ambos 0s grupos previamente
tratados, tanto com hormonioterapia exclusiva (grupo TH+CC) quanto com
radioterapia (grupo TR+CC). Tal como observado na avaliacdo pelos outros dois
escores, também no escore de Bergmann, os grupos tratados com hormonioterapia
exclusiva (grupo TH+CC) e com radioterapia (grupo TR+CC) ndo apresentaram
resultados significativamente diferentes entre si.
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Tabela 5 — Resultados do escore histologico testicular de Bergmann de homens idosos submetidos a
diferentes tratamentos contra o cancer de préstata.

Grupo Testiculo Direito Testiculo Esquerdo Média
cc 5,93+0,85 5,10+1,09 5,52+0,97

TH+CC 0,40+0,30 0,07 £ 0,07 0,24+0,19

TR+CC 0,06 £ 0,06 0,10+ 0,08 0,08 £ 0,07

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirurgica,
TR+CC= tratamento radioterdpico + castragdo cirtrgica
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Figura 4 — Escore histoldgico do testiculo de homens idosos, segundo Bergmann, submetidos a diferentes
tratamentos contra o cancer de préstata. . CC, castracdo cirargica; TH+CC, tratamento hormonal mais
castracao cirdrgica; TR+CC, tratamento radioterdpico mais castracado cirurgica; TD, testiculo direito; TE,
testiculo esquerdo.

5.2. - Avaliagdo hormonal

A Tabela 6 e a Figura 5, que representam os resultados das dosagens séricas dos
hormonios foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH) e testosterona (T), nos grupos
de pacientes idosos tratados para cancer avancado de préstata, mostram que o FSH
estava dentro dos padrbes da normalidade no grupo que néo foi submetido a nenhum
tratamento, nem hormonal e nem radioterapico, antes da realizacdo da orquiectomia
(grupo CC). Entretanto, esse horménio estava moderadamente elevado nos pacientes
que se submeteram a tratamento hormonal exclusivo antes da orquiectomia bilateral
(grupo TH+CC) e muito elevado nos pacientes submetidos a tratamento radioterapico
prévio a orquiectmia bilateral (grupo TR+CC). Porém nédo houve diferenca significante
entre esses trés grupos. As dosagens séricas de LH apresentaram pouca variacao
entre os trés grupos, também sem significAncia estatistica e, finalmente, a testosterona
apresentou niveis mais elevados no grupo submetido a orquiectomia bilateral
exclusiva (grupo CC), porem também sem significAncia estatistica em relagdo aos
outros grupos.

Tabela 6 - Dosagens hormonais séricas (ng/dL) de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos
contra o cancer de prostata.

Grupo FSH LH T

CcC 8,2+1,8 6,2+0,7 299 +57
TH+CC 15,6+4,9 7,0+£1,1 178 + 68
TR+CC 22,1+10,4 7,6%5,0 200 + 109

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirurgica,
TR+CC= tratamento radioterapico + castragdo cirirgica
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Figura 5 - Dosagens hormonais séricas de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos contra o
cancer de préstata. CC, castragdo cirargica; TH+CC, tratamento hormonal mais castracdo cirdrgica;
TR+CC, tratamento radioterapico mais castragdo cirurgica.

5.3. Avaliacdo morfoldgica sob microscopia de luz de alta resolucéo

Os tubulos seminiferos dos testiculos de homens idosos com cancer de préstata e
gque nédo sofreram nenhum tipo de tratamento antes da orquiectomia (grupo CC), foram
semelhantes aos descritos na literatura para o homem normal (Fig. 6A). Identificaram-
se o0s VI estadios do ciclo do epitélio germinativo que apresentavam tubulos
seminiferos, na sua grande maioria, com mais de um estadio por secgdo transversal. A
auséncia de células germinativas em determinados estadios, onde eram previstas,
bem como o posicionamento de células em estaddios onde ndo deveriam estar
presentes, foram frequentes.

O epitélio germinativo apresentou, no seu apice, evidentes espacos extracelulares
gue estavam relacionados com a esfoliagdo ou descamacao das células germinativas,
principalmente das espermétides (Fig. 6B) e com menor frequéncia dos
espermatocitos. As células de Sertoli de homens idosos apresentavam morfologia
aparentemente normal. No citoplasma, observaram-se vacuolos citoplasmaticos em
pequena ou moderada quantidade, dependendo do individuo (Figs. 6B-C,E) e as
goticulas lipidicas foram frequentes na maioria deles (Fig. 6D,E). Em alguns tabulos
seminiferos as espermatides arredondadas e alongadas estavam ausentes, mesmo
naqueles estadios onde eram esperadas. As células germinativas, desde as
espermatogbnias até as espermatides, apresentavam morfologia aparentemente
normal. No epitélio seminifero foram observadas mitoses espermatogoniais e células
germinativas em apoptose em todas as fases da espermatogénese, mas com maior
frequéncia em espermatides. A tdnica prépria apresentava-se, entre os individuos,
com numero variavel de células midides, demonstrando assim diferentes espessuras.

Em relacdo ao intersticio, observaram-se células de Leydig, sendo algumas delas
com citoplasma repleto de goticulas lipidicas. Além delas, foram vistos vasos
sanguineos, mastocitos, leucocitos e células e fibras do tecido conjuntivo (Fig 6F).
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Figura 6. Fotomicrografias de tdbulos seminiferos de testiculos de homens idosos com cancer de prostata
que ndo sofreram qualquer tipo de tratamento antes da orquiectomia bilateral (grupo CC). Em A, observe
corte transversal de tubulo seminifero com aparéncia normal enquanto em B note desprendimento das
espermatides arredondadas (Ar) que estdo livres no limen tubular. Observa-se em C presenca de
vacuolos (V) e em D e E de goticulas lipidicas (Li) no epitélio seminifero. Em F, imagem da regido
intersticial evidenciando células de Leydig (L), mastocito (MC) e vaso sanguineo (VS). Ae,
espermatogbnia A escura; Ac, espermatogdnia A clara; P, espermatdcito primario em paquiteno; Le,
espermatocito primario em leptoteno; Ar, espermatide arredondada; Al, espermatide alongada; S, célula
de Sertoli, Tp, tdnica propria. Barras: A,B,D,F: 25um; C: 40um; E, 15um.

Naqueles individuos que receberam tratamento hormonal antes da orquiectomia
bilateral (grupo TH+CC) contra o céancer de préstata, encontraram-se células
germinativas, em quantidade variavel entre os individuos, mas que tiveram como
semelhanca a evolugdo do processo espermatogénico apenas até espermatécitos na
fase intermediaria (Figura 7A). O epitélio germinativo foi mais baixo e apresentou as
células de Sertoli com citoplasma repleto de vacuolos e granulos lipidicos (Fig. 7B-C).
A tunica propria apresentou maior nimero de invaginacdes em diregcdo ao epitélio,
quando comparado a dos individuos irradiados, mas a espessura da tunica propria foi
semelhante entre os individuos submetidos aos dois tratamentos (Fig. 7A-C).
Encontraram-se alguns tlbulos seminiferos com aspecto fibrético.
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Figura 7. Fotomicrografias do testiculo de homens idosos com céncer de préostata que sofreram
tratamento hormonal exclusivo antes da orquiectomia bilateral (grupo TH+CC). Em A, corte transversal de
tubulo seminifero com epitélio bastante vacuolado e poucas células germinativas, sendo a mais avangada
na fase de espermatécito em paquiteno (P). Em B e C, note grande quantidade de goticulas de lipideos
(Li) no epitélio seminifero que tem aparéncia vacuolada e proje¢cdes da membrana basal (setas) para o
interior do epitélio seminifero. Note que a tdnica propria (Tp) é espessa. Ae, espermatogdnia A escura;
Ac, espermatogbnia A clara; P, espermatocito primario em paquiteno; S, célula de Sertoli. Barras: A:
25pm; B,C: 15um.

A maioria dos pacientes que recebeu radioterapia como tratamento contra o cancer
de préstata antes da orquiectomia bilateral (grupo TR+CC), apresentou o testiculo com
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Figura 8. Fotomicrografias de tibulos seminiferos de testiculos de homens idosos com céncer de préstata
gue sofreram tratamento radioterapico antes da orquiectomia bilateral (grupo TR+CC). Em A, corte
transversal de tlbulo seminifero com epitélio bastante vacuolado e poucas células germinativas
alcancando apenas até a fase de espermatdcito em paquiteno (P). Em B e C note grande quantidade de
goticulas de lipideos (Li) no epitélio seminifero que tem aparéncia vacuolada (V) e projecbes da
membrana basal (setas pretas) para o interior do epitélio seminifero. Note que a tGnica propria (Tp) é
espessa. D, tubulo seminifero em fibrose e E e F mostram nucleo e citoplasma das células de Sertoli em
apoptoses (setas brancas) Ae, espermatog6nia A escura; Ac, espermatogdnia A clara; P, espermatécito
primario em paquiteno; S, célula de Sertoli; VS. Vaso sanguineo. Barras: A-D: 25um; E-F: 15um.

auséncia de células germinativas, inclusive das espermatogoénias (Fig. 8A). Observou-
se, no epitélio seminifero, apenas a presenca de células de Sertoli que possuiam
guantidade moderada de vacuolos citoplasmaticos e grande quantidade de goticulas
lipidicas (Fig. 8B). Foram frequentes os tubulos seminiferos com diametro reduzido e
tunica prépria espessada (Fig. 8C) além de tubulos seminiferos com aspecto fibrético
(Fig. 8D). Da tunica propria espessada observaram-se prolongamentos da membrana
basal para o interior do epitélio seminifero (Figs. 8A-C, F). Em raras regifes
encontraram-se tubulos seminiferos em ilhas de espermatogénese, com a presenca,
nestes locais, de células germinativas desde espermatogdnias até as espermatides
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Figura 9. Fotomicrografias de tubulos seminiferos de testiculos de dois homens idosos com cancer de
prostata. Em A, o individuo fez tratamento hormonal (estrégeno) por trés anos e interrompeu oito meses
antes da orquiectomia. Em B, o individuo fez tratamento radioterapico, depois usou terapia hormonal
(andlogo do GnRH e estrdgeno), mas também interrompeu antes da orquiectomia. Note que no testiculo
dos dois individuos — A e B — o processo espermatogénico foi completo, com a espermatogénese
alcancando a formacéo de espermatides alongadas. E, espermatogdnia; Ae, espermatogbnia A escura;
Ac, espermatog0Onia A clara; P, espermatécito primario em paquiteno; Le, espermatécito primario em
leptéteno; Ar, espermatide arredondada; Al, espermatide alongada; S, célula de Sertoli. Barras: A-B:
40um.

arredondadas. Nestas regides observaram-se mitoses espermatogoniais. Foram
frequentes as células de Sertoli com morfologia de células em apoptose, com
citoplasma e nucleo bastante corados e com aspecto de morte celular (Figs. 8E-F).

Os dois pacientes que foram excluidos da andlise estatistica por ndo preencherem
critérios para inclusdo nos grupos estudados, mas que sdo descritos como relatos de
casos, apresentam-se com espermatogénese preservada, com toda linhagem
germinativa presente, desde espermatogdnias até espermatides alongadas, conforme
mostra a Figura 9. O primeiro, que foi tratado com estrogeno por trés anos, mas
interrompeu o tratamento oito meses antes da orquiectomia (Fig. 9A) apresentava-se
com espermatogénese completa na maioria dos tubulos seminiferos. O segundo
paciente, que primeiro foi irradiado e depois tratado com horménios (analogo-GnRH e
estrdgeno), mas também interrompeu a medicacdo antes da orquiectomia (Fig. 9B),
também apresentou espematogénese completa em grande parte dos tubulos
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seminiferos, mas aproximadamente 40% deles apresentavam um quadro histologico
de aplasia germinativa, com presenca de apenas células de Sertoli.

5.4. Avaliacdo morfométrica sob microscopia de luz de alta resolugéo.
5.4.1. Parametros tubulares

Apoés os diferentes tratamentos para o cancer de préstata, contatou-se que
houve reducéo significativa do didmetro dos tdbulos seminiferos em relagdo ao
didmetro tubular daqueles individuos que nao sofreram tratamentos anteriores a
orquiectomia bilateral. O tratamento hormonal exclusivo e o radioterapico reduziram
significativamente a altura do epitélio, quando comparada com a dos individuos que
nao sofreram esses tratamentos. Quanto ao didmetro do lumen, o grupo tratado
somente com orquiectomia apresentou resultados sem significancia estatistica em
relacdo ao grupo de tratamento hormonal exclusivo, mas diferentes em relagdo ao
grupo irradiado. Por outro lado, os dois grupos que sofreram tratamentos nédo
apresentaram diferencas significantes entre si. A espessura da tunica propria foi
semelhante entre todos os grupos avaliados (P<0,05).(Tabela 7 e Figura 10).

Tabela 7 — Pardmetros dos tdbulos seminiferos (um) de homens idosos apés diferentes tratamentos
contra o cancer de prostata.

Grupo Diametro Tubular Altura do Epitélio Ldmen Tunica Prépria
cc 217 + 8,58 53,26+ 2,25 90,37+ 8,24 10,55+ 1,05

TH+CC 164 + 8,63 32,83 +£4,15 70,07 £8,13 15,02 + 3,09

TR+CC 155+10,11 35,38 +5,11 43,87 +£8,79 20,25+4,43

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirurgica; TR+CC= tratamento radioterapico + castragdo cirurgica
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Figura 10 - Parametros dos tlbulos seminiferos de homens idosos ap6s diferentes tratamentos contra o
cancer de prostata. CC, castracdo cirdrgica; TH+CC, tratamento hormonal mais castracdo cirlrgica;
TR+CC, tratamento radioterapico mais castragao cirargica.
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5.4.2. Numero de células germinativas e de Sertoli

A contagem do numero de células presentes no estadio Ill do ciclo do epitélio
seminifero do testiculo de homens idosos mostrou que o niumero de espermatogobnias
do tipo A escura foi significativamente reduzido apés tratamento radioterapico, o que
nao aconteceu apos tratamento hormonal exclusivo. J& 0 nimero de espermatogbnias
A clara néo foi significativamente alterado apds os dois tratamentos. Em relagéo a fase
meidtica e espermiogénica, constatou-se que houve reducdo drastica do nimero de
células germinativas ap0s o0s dois tratamentos. ApO6s o tratamento hormonal,
espermatides nao foram mais observadas. (Tabela 8 e Figura 11).

Tabela 8. Contagem do numero de células germinativas (por 100 nucléolos de célula de Sertoli) presentes
no estadio Il de homens idosos submetidos a diferentes tratamentos contra o cancer de prostata.

Grupo Espermatogbnia Espermatogénia Espermatdcito Espermatdcito Espermatide
A escura A clara Preleptéteno Paquiteno Sbh1
cc 28,99 £2,95 27,83 +£2,49 70,75 £ 5,63 95,95 + 5,52 170,67 £ 26,11
TH 18,21 +5,35 18,06 + 6,26 27,44 £ 8,04 28,49 £ 11,26 0
TR 6,87 £4,50 8,11 +4,97 15,89+9,78 16,81 + 10,55 11,01 +8,61

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirurgica; TR+CC= tratamento radioterapico + castragdo cirurgica
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Figura 11 — Numero de células germinativas presentes no estédio Il do ciclo do epitélio seminifero de
homens idosos submetidos a diferentes tratamentos contra o cancer de préstata. CC, castracao cirargica;
TH+CC, tratamento hormonal mais castracdo cirlrgica; TR+CC, tratamento radioterapico mais castragédo
cirdrgica. SCN, nucléolo de célula de Sertoli.
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4.4.3. indices da espermatogénese

Os tratamentos contra o0 cancer de préstata afetaram a capacidade mitética das
espermatogbnias, uma vez que houve reducéo das mitoses de aproximadamente 47%
em relagdo aqueles individuos que nado sofreram tratamentos (Tabela 9 e Figura 12).
O indice meidtico, que deve ser de quatro, considerando que de cada espermatocito
esperasse um numero de quatro espermatides, foi de 1,7 nos homens idosos sem
tratamento, enquanto naqueles tratados houve drastica reducdo de 82%, sendo que
nos individuos que sofreram tratamentos hormonais, espermatides ndo foram
encontradas (Tabela 9 e Figura 12). A capacidade de suporte das células de Sertoli no
homem sem tratamento foi de 1,6 espermatides, enquanto apds os tratamentos esta
capacidade reduziu para aproximadamente 0,12 espermétides por célula de Sertoli.
Quanto a eficiéncia da espermatogénese verificou-se que enquanto o nimero de
espermatides para cada espermatogdnia Aescira fOi de seis nos homens sem
tratamento, naqueles que sofreram tratamentos hormonais e radioterapicos foi de zero
e 1,2, respectivamente.

Tabela 9. indices para determinacéo da eficiéncia do processo espermatogénico de homens idosos
submetidos a diferentes tratamentos contra o cancer de prostata.

indice indice Eficiéncia da
Grupos Mitético Meiético célula de Sertoli espermatogénese
CcC 2,48 +£0,19 1,84 +0,37 1,71+0,26 6,40 £ 1,69
TH+CC 1,30+0,41 0 0 0
TR+CC 1,03+0,70 0,28+0,18 0,11 +0,09 0,83+0,72

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirdrgica; TR+CC= tratamento radioterapico + castragdo cirurgica
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Figura 12 — indices para determinacéo da eficiéncia do processo espermatogénico de homens idosos
submetidos a diferentes tratamentos contra o cancer de prostata. CC, castracao cirargica; TH+CC,
tratamento hormonal mais castracgao cirdrgica; TR+CC, tratamento radioterapico mais castracéo cirdrgica.
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4.4.5. Mitoses espermatogoniais e apoptoses de células germinativas

Independentemente do tratamento ap6s o céncer de préstata, mitoses
espermatogoniais foram encontradas no epitélio seminifero. No entanto, apesar de
uma tendéncia de reducdo apds os tratamentos (Tabela 10, Figura 13), ndo foram
encontradas diferencas significativas em comparacdo com aquelas dos individuos que
nao receberam tratamento antes da orquiectomia. Quanto as apoptoses das células
germinativas, contatou-se que o tratamento radioterapico foi mais nocivo para as
células germinativas que aqueles que foram tratados com os hormdnios (Tabela 10,
Figura 13).

Tabela 10- Contagem mitoses e apoptoses no estadio Ill, equalizadas para 100 NCS, de homens idosos submetidos a
diferentes tratamentos contra o cancer de préstata. CC=castragdo cirlurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo
cirdrgica; TR+CC= tratamento radioterapico + castragdo cirurgica

Mitose Apoptose de células
Grupos espermatogonial germinativas
cc 5,96 £ 0,92 15,07 £ 2,48
TH+CC 3,07+£191 30,52 +11,01
TR+CC 2,69 +1,81 32,96 + 20,36

CC=castragdo cirurgica; TH+CC= tratamento hormonal + castragdo cirurgica;
TR+CC= tratamento radioterdpico + castragdo cirtrgica
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Figura 13 — Contagem de mitoses e apoptoses no estagio lll, equalizadas para 100 NCS, de homens
idosos submetidos a diferentes tratamentos contra o cancer de préstata. CC, castracao cirdrgica; TH+CC,
tratamento hormonal mais castracéo cirdrgica; TR+CC, tratamento radioterapico mais castragéo cirurgica.
SCN, nucléolo de célula de Sertoli.
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6. DISCUSSAO

Ao contrario do que ocorre com as mulheres, as funcdes reprodutivas
masculinas ndo cessam abruptamente, continuando com a produc¢éo de andrégenos e
espermatozéides por toda a vida do homem. Alteracbes dos parametros seminais
como volume, concentracdo, motilidade e morfologia espermatica sao ainda
controversas e inconclusivas, quando se compara sémem de homens mais jovens
com de homens idosos (Hermann et al., 2000). Estudos quantitativos revelaram que a
producao espermatica diaria € significativamente mais baixa em homens idosos (50-80
anos) que em homens mais jovens (20-48 anos), com similar peso testicular (Johnson
et al., 1984b)

Entender o processo espermatogénico do homem normal torna-se o primeiro
passo para compreender como a radioterapia, a hormonioterapia ou a quimioterapia
afetam a fertilidade de homens submetidos a esses tratamentos, utilizados com muita
freqiéncia no combate ao cancer. Individuos que passam por algum desses
tratamentos, ou combinacdo deles, podem ficar curados da doenca, porém perder a
capacidade reprodutiva, as vezes, de maneira definitiva. (Puscheck et al, 2004;
Howell and Shalet, 2005). Tentar preservar a fertilidade de homens jovens, em idade
reprodutiva, que se submetem a tratamentos contra o cancer, torna-se cada vez mais
imperativo.

No presente estudo, utilizaram-se como sujeitos da pesquisa, pacientes idosos
portadores de cancer localmente avancado ou metastatico de prostata, que tiveram
como indicagdo de tratamento a supressdo definitiva de testosterona, através da
castragdo cirurgica por orquiectomia subcapsular bilateral. Esse procedimento ainda é
muito utilizado em nosso pais, por se tratar de uma terapia muito eficiente e de baixo
custo, sendo aprovado e coberto financeiramente pelo sistema publico de saude. O
material bioldgico extraido, ou seja, o paréngquima testicular, geralmente é descartado,
nao sendo utilizado para nenhum outro fim. (Gudziak and Smith, 1994; Fonseca et al,
2009). Alguns estudos, realizados por diversos autores, utilizaram o parénquima
testicular extraido de pacientes com céncer avancado de préstata, com a finalidade
principal de avaliar alteracbes da espermatogénese de individuos idosos,
comparando-as com a espermatogénese normal de individuos jovens. (Schulze and
Schulze, 1981; Nistal and Paniagua, 1986; Paniagua et al., 1987a; Paniagua et al.,
1987b; Kimura et al., 2003; Bhartiya et al., 2010; Pop et al., 2011;). Para esses
estudos, os autores utilizaram apenas testiculos de pacientes que nao haviam se
submetido a nenhum tratamento anterior & orquiectomia, como radioterapia ou
hormonioterpia. Poucos pesquisadores utilizaram esse material para avaliar a agéo de
bloqueadores de testosterona sobre a espermatogénese (Huhtaniemi et al, 1987a;
Huhtaniemi, 1987b; Woolveridge et al,, 1998) ou para avaliar os danos causados pela
radioterapia externa, no tratamento do céncer de préstata, sobre o parénquima
testicular. (Daniell and Tam, 1998). Entretanto nenhum desses estudos comparou 0s
resultados dos parametros da espermatogénese em pacientes que sofreram esses
dois tipos de tratamentos, principalmente no que diz respeito a aspectos
morfométricos das células germinativas e somaticas do epitélio seminifero, além de
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ndo terem avaliado aspectos especificos da cinética espermatogonial e de outras
células germinativas mais avancadas, conforme foi realizado no presente estudo. Os
resultados dos efeitos desses tratamentos sobre a espermatogénese desses pacientes
séo discutidos abaixo, comparando-os com os dados disponiveis na literatura médica.

6.1 — Avaliacdo dos escores histoldgicos testiculares

Neste estudo, quando avaliou-se os resultados do escore histologico testicular
de Cinco Padrdes (Levin, 1979; McLachlan et al., 2007), que é o mais utilizado pelos
patologistas clinicos para avaliacdo de bidpsias testiculares, notamos claramente que
0 grupo controle (CC), apresentou resultados médios proximos ao da
espermatogénese normal, apesar de ser constituido apenas por pacientes idosos,
concordando com dados da literatura, que mostra que a espermatogénese do homem
idoso € um pouco menos eficiente do que de homens mais jovens, porém proxima da
normalidade. (Johnson et al., 1884b; Johnson, 1986). Entretanto, nos dois grupos
tratados (TH+CC e TR+CC), houve alteracdo significativa da espermatogénese. O
grupo tratado com radioterapia externa (TR+CC), isolada ou associada a terapia
hormonal, apresentou os piores resultados na espermatogénese. O grupo irradiado
(TR+CC) apresentou valores do escore de cinco padrdes significativamente menores
em relacdo ao grupo nado tratado (CC), mas ndo houve diferenca estatistica em
relacdo ao grupo de tratamento hormonal exclusivo (TH+CC). Quando analisamos os
resultados do escore histoldgico testicular de Johnsen (Johnsen, 1970), tem-se uma
nocao mais exata do que realmente esta ocorrendo com a espermatogénese de cada
individuo. Os resultados obtidos mostram mais claramente pelo escore de Johnsen, do
gue pelo escore de cinco padrdes, as diferengas estatisticamente significativas entre o
grupo de pacientes néo tratados antes da orquiectomia (CC) e os grupos tratados com
terapia hormonal exclusiva (TH+CC) ou com radioterapia (TR+CC), com as médias
desses dois Ultimos grupos bem abaixo do grupo controle. Apesar de que o0 grupo
tratado com terapia hormonal exclusiva apresentou um resultado médio mais alto do
que o grupo tratado com radioterapia, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre esses dois grupos. Finalmente, quando analisamos os resultados
referentes ao escore de Bergmann (Bergmann et al, 1994), que baseia-se ha
porcentagem de tubulos seminiferos mostrando a presenca de espermatides
alongadas, fica evidente a diferenca entre o grupo controle (CC) e os grupos tratados
(TH+CC e TR+CC).

Estes resultados dos escores histologicos testiculares corroboram dados
apresentados pela literatura médica. Estudo desenvolvido por Daniell and Tam, 1998
utilizou 78 homens com cancer avancado de préstata, tratados com orquiectomia
bilateral, sendo que 43 ndo haviam se submetido a radioterapia e outros 35 tinham
sido irradiados para tratamento do cancer de préstata, quando a doenca ainda estava
localizada. Todos os pacientes irradiados receberam aproximadamente 7000 cGy no
leito prostatico, dose semelhante as aplicadas nos pacientes do presente estudo,
utilizando-se um protecao testicular. Nenhum dos dois grupos havia recebido qualquer
tratamento hormonal. Os resultados mostraram que mesmo com uma protecdo dos
testiculos a irradiac@o, houve atrofia testicular estatisticamente significante no grupo
previamente irradiado, em comparacdo com o grupo que nao foi tratado com
radioterapia.
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Quanto ao tratamento hormonal com GnRH-agonista, existe, nesse caso, um
bloqueio efetivo dos efeitos da testosterona, comparativamente a uma castracao,
durante todo o tempo do uso do medicamento. Porém, a producdo testicular de
andrégenos ndo € totalmente bloqueada, como revelaram estudos histolégicos
testiculares realizados em pacientes com cancer avancado de préstata, tratados por
seis meses com GnRH-agonista e depois submetidos a orquiectomia, comparados
com pacientes que realizaram a orquiectomia como tratamento primério (Huhtaniemi
et al, 1987b). A espermatogénese foi altamente suprimida em quase todo o grupo
tratado com agonista do GnRH. Nesse experimento, o numero de células de Sertoli
nao foi afetado, mas os didmetros tubulares ficaram reduzidos no grupo de tratamento.
As células de Leydig estavam indiferenciadas, embora seu nimero n&do tenha sido
alterado. Nao houve nenhum efeito sobre os receptopres de LH, mas houve clara
supressao dos receptores de FSH. A producdao testicular de testosterona diminuiu em
94%. Houve uma variavel supressdo da espermatogénese, com resultados
heterogéneos.

Em estudos experimentais com ratos e camundongos, 0s estrogénios inibem a
producdo espermatica, por agdo no hipotalamo e hipdfise, diminuindo a secrecdo de
gonadotrofinas. Por outro lado, tem efeitos benéficos na espermatogénese, mas por
mecanismos ainda n&o bem identificados (O’Donnel et al., 2001; Carreau and Hess,
2010). O acetato de ciproterona, um esteréide sintético, devido a sua acao central e
periférica, causa profunda supressao da espermatogénese, ja tendo sido testado, em
associagdo com testosterona exdgena, como um possivel anticoncepcional masculino
(Meriggiola et al., 1998). A flutamida, um antiandrogeno de acao periférica, produz
degeneracao do epitélio seminifero e hiperplasia das células intersticiais (Anahara et
al., 2007).

Dois pacientes inicialmente avaliados no presente estudo foram excluidos das
analises em grupo, mas decidimos apresentar seus dados por se tratarem de
situagdes peculiares que merecem discussdo e levantam questdes importantes no
homem, que sdo bem conhecidas em animais de laboratério. Um deles foi excluido
pelo fato de ter usado bloqueio hormonal com estrogeno (dietilestilbestrol) por trés
anos, mas interrompeu esse tratamento oito meses antes da orquiectomia. Esse
paciente apresentava-se com espermatogénese normal, segundo os trés escores e a
morfologia testicular, fato que concorda com a literatura, que mostra que apos a
interrupcdo do bloqueio hormonal, a espermatogénese volta aos padroes de
normalidade, como mostra um estudo experimental realizado em primatas nao-
humanos (macacos Rhesus) (Weinbauer et al., 1987). O segundo paciente foi excluido
devido ao fato de ndo terem sido documentados a dose e o tempo de irradia¢do a que
ele foi submetido e também porque seu perfil hormonal mostrava claramente que esse
paciente ndo estava bloqueado hormonalmente, sendo que ele afirmava que havia
usado agonista-GnRH e estava em uso de estrégeno (dietilestilbestrol). Também esse
paciente apresentava-se com espermatogénese bastante satisfatéria, segundo os trés
escores, a morfologia testicular, testosterona normal e gonadotrofinas (FSH e LH)
muito elevadas, provavelmente devido ao tratamento radioterapico anterior. Este
resultado poderia ser interpretado como uma recuperagdo da espermatogénese pos-
radioterapia, através de bloqueio hormonal por agonista-GnRH ou estrégeno, como
mostram diversos trabalhos experimentais em ratos (Meistrich and Kangasniemi, 1997;
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Meistrich et al., 1999). Como se trata de um caso isolado e ndo bem documentado, ele
nao pode ser interpretado adequadamente, mas pode servir como alerta para futuros
estudos em pacientes com cancer avancado de préstata, que inicialmente foram
submetidos a tratamento radioterapico, posteriormente usaram bloqueio hormonal de
testosterona e o interromperam por determinado tempo. Estudos com maior nimero
de pacientes fazem-se necessarios para confirmar se os resultados obtidos em ratos
poderiam ser reproduzidos em humanos, recuperando-se a espermatogénese de
pacientes submetidos a tratamentos contra o cancer.

6.2 — Avaliacdo hormonal

Analisando-se os resultados do perfil hormonal obtidos dos trés grupos
estudados, observa-se que o valor médio do FSH no grupo sem tratamento anterior
(CC) esta dentro dos niveis da normalidade, aceito para homens adultos, com
resultados homogéneos entre os individuos. No grupo de tratamento hormonal
exclusivo (TH+CC) esse horménio estd moderadamente elevado, com resultados
heterogéneos. Por fim, o grupo de tratamento radioterapico (TR+CC), estad com niveis
séricos bastante elevados, compativel com danos mais graves na espermatogénese e
com os resultados dos trés escores histoldgicos testiculares. A heterogeneidade dos
resultados do FSH no grupo irradiado € devido ao fato que aqueles individuos que
foram somente irradiados apresentaram FSH préximo de 40,0 ng/dL (muito alto),
enquanto que aqueles que foram irradiados e posteriormente tratados com bloqueio
hormonal estavam com FSH normal (média de 4,76 ng/dL) devido, provavelmente, ao
proprio bloqueio hormonal. Apesar disso, ndo houve diferenca significante entre os
trés grupos. Quanto ao LH, os resultados médios foram normais e semelhantes entre
os trés grupos. A heterogeneidade no grupo irradiado também se deve ao fato de que
dois individuos do grupo estavam com bloqueio hormonal ativo, com niveis de LH
muito baixos. Também n&o houve diferenga estatistica entre os grupos. A média da
dosagem sérica de testosterona total estava normal no grupo sem tratamento anterior
e em limites inferiores nos outros dois grupos. O bloqueio hormonal irregular também
deve ser o responséavel por esses resultados. Também nao houve diferenca estatistica
entre os grupos. Daniell et al. (2001) avaliaram o perfil hormonal e presenca de
hipogonadismo em 33 pacientes que haviam recebido radioterapia externa,
comparados com 55 pacientes que tinham sido tratados com prostatectomia radical.
Nenhum dos dois grupos recebeu tratamento hormonal. No grupo tratado com
radioterapia externa o nivel sérico de testosterona total foi 27,3% menor, o de LH
52,5% maior e o de FSH 100% maior que 0s niveis séricos desses hormdnios no
grupo tratado com prostatectomia radical. Essas diferencas sugerem um forte e
permanente dano testicular causado pela radioterapia. Os resultados do presente
estudo, no grupo de pacientes irradiados, foram semelhantes, mostrando um efeito
deletério drastico nos testiculos dos individuos que receberam radiacdo contra o
cancer de prdéstata. Outro estudo (Huhtaniemi et al, 1987a), onde oito pacientes com
carcinoma avancado de préstata (idades entre 59-78 anos) foram tratados com GnRH-
agonista e orquiectomizados apés seis meses de tratamento, foram comparados com
um grupo controle de seis pacientes (entre 65-86 anos) com céncer avancado de
prostata, que submeteram-se a orquiectomia bilateral como forma priméaria de
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tratamento. As gonadotrofinas, LH e FSH, no grupo tratado, diminuiram de 70 a 80%
num prazo de uma a trés semanas. A testosterona total sérica diminuiu para niveis de
castracao apos trés a quatro semanas, apés um aumento inicial de cinco dias. No
atual estudo, os niveis séricos de gonadotrofinas e testosterona do grupo tratado com
terapia hormonal, que deveriam estar muito baixos, devido ao bloqueio hipofisario e
testicular, aparecem bem diferentes do que se deveria esperar. Provavelmente esses
achados inesperados possam ser devidos as variagdes nos tipos de drogas utilizados,
bem como em alguma incongruéncia nas informacdes fornecidas pelos pacientes,
quanto ao uso regular dos medicamentos prescritos.

6.3 — Avaliacdo morfolégica da espermatogénese

Os pacientes idosos avaliados no presente estudo, que ndo foram submetidos
a hormonioterapia ou radioterapia antes da realizacdo da orquictomia, mostraram
histologia testicular semelhante aquela descrita por outros pesquisadores quando
estudaram individuos na mesma faixa etaria (Johnson, 1986). Enquanto alguns
pacientes apresentaram epitélio seminifero com as células de Sertoli e germinativas
com distribuicdo e numero aparentemente normais para 0 homem, outros
apresentavam reducdes varidveis, indicando processo de hipoespermatogénese. O
diferencial do presente estudo foi ter utilizado um processamento para obtencédo de
cortes histoldgicos dos testiculos com alta resolucdo, para analise sob a microscopia
de luz (Chiarini-Garcia e Meistrich, 2008). Este método, conhecido como microscopia
de luz de alta resolugéo, tem sido utilizado com bastante sucesso para o estudo de
diferentes parametros da biologia testicular, principalmente das células
espermatogoniais, de diferentes espécies de animais de laboratério e domésticos sob
condicbes normais (Chiarini-Garcia e Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al., 2001,
Chiarini-Garcia et al., 2003, Chiarini-Garcia et al., 2009; Drumond et al., 2011a),
experimentais (Nascimento et al., 2008; Drumond et al., 2011b; Albuquerque et al.,
2013) e patologicas (Russell et al., 2002; Bolden-Tiller et al., 2007).

Andlise minuciosa do epitélio seminifero desses individuos que ndo sofreram
tratamentos contra o cancer de préstata antes da orquiectomia (CC), demonstrou
descamacéo desse epitélio, principalmente de espermatides, presenca de vacuolos e
de goticulas lipidicas no citoplasma das células de Sertoli, em quantidades variaveis,
dependendo do paciente. Essas caracteristicas histolégicas foram também
demonstradas em individuos jovens, mas foram mais evidentes nos idosos (Paniagua
et al.,, 1987a; Paniagua et al., 1987b). J& apdés os dois tratamentos avaliados neste
estudo, o hormonal e o radioterapico, os resultados em relacdo a espermatogénese
foram drasticamente negativos, na grande maioria dos casos.

6.4 — Avaliacdo morfométrica da espermatogénese

No presente estudo, apds tratamentos hormonais exclusivos, a processo
espermatogénico sofreu grande impacto, dependendo do paciente, com reducdo
significativa do didmetro dos tubulos seminiferos e da altura do epitélio. Apesar disso,
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em alguns deles, foi possivel observar que a espermatogénese alcangou
espermatdcitos na fase intermediaria, apesar do numero ser significativamente
reduzido em relacdo ao normal para a idade. Estes achados concordam com a
literatura (Huhtaniemi et al., 1988), que mostra que pacientes idosos com cancer de
préstata, tratados por seis meses com agonista do GnRH (buserilina) e depois
orquiectomizados, apresentaram grave atrofia dos tubulos seminiferos, observados
por microscopia de luz. Muitos tdbulos mostravam presenca apenas de células de
Sertoli, com células germinativas ausentes, porém sem alteracées nas células de
Leydig.

Os pacientes do atual estudo, tratados com hormonioterapia exclusiva, tiveram
como principal alvo do tratamento, a fase espermiogénica, uma vez que praticamente
nao foram encontradas espermatides nesses individuos. No entanto, consideramos
gque eles possuem um bom progndéstico para recuperacdo da espermatogénese, visto
que 0s numeros de espermatogdnias Aescuras € Acaras N80 foram afetados, quando
comparados com o0s dos idosos que nao sofreram qualquer tipo de tratamento. Além
disso, demonstrou-se que o indice mittico dessas células nao foi afetado e o nUmero
de apoptoses estava dentro do esperado, sugerindo um processo de proliferacédo e
morte celulares normais, mesmo apos esse insulto. Estudos complementares ao
presente estudo, no sentido de fazer uma avaliagdo molecular da capacidade de
proliferacdo das espermatogbnias, estdo em desenvolvimento. Essas avaliacbes
pretendem confirmar, através de métodos imunohistoquimicos de identificacdo das
proteinas MCM7 e Ki67, que séo expressas na fase de mitose celular, se mesmo apés
esses insultos, as espermatogbnias continuam em atividade mitotica. As
espermatogonias, pelo fato de serem as células-tronco desse sistema e assim
constituirem a fase proliferativa do processo espermatogénico, representam, quando
funcionando adequadamente, o grupo de células germinativas que garante o sucesso
do processo espermatogénico durante toda a vida de um homem (Meistrich and
Shetty, 2003; Zhang et al., 2007).

N

Quando os pacientes foram submetidos a radioterapia para o céncer de
préstata, mesmo com protecdo para os 6rgados vizinhos, pudemos observar que os
efeitos sobre o processo espermatogénico foram muito graves, tal como ja descrito por
Daniell and Tam, 1998. Isso demonstra que pela proximidade, mesmo com protec¢éao,
os efeitos da radiacdo extrapolam o 6rgéo alvo e interferem negativamente no testiculo
e na espermatogénese. Nesses pacientes, apesar dos tubulos e epitélio seminiferos
se apresentarem com didmetro e altura menor, respectivamente, neles foram
observadas algumas ilhas de espermatogénese, uma vez que foram encontrados,
mesmo em pequeno ndmero, células germinativas até espermatides alongadas. Mas,
mesmo tendo encontrado regifes com espermatogénese, os indices mitético, de
eficiéncia das células de Sertoli e eficiéncia geral da espermatogénese foram todos
significativamente reduzidos em relacdo aos testiculos dos idosos sem tratamento. O
namero de espermatogdnias Aescuras fOi Significativamente menor nos individuos
irradiados, embora 0o ndmero de mitoses dessas células ndo tenha sido afetado,
sugerindo que a proliferagdo espermatogonial continua acontecendo. No entanto, a
irradiacdo foi mais deletéria sobre as células germinativas que o tratamento hormonal,
uma vez que o numero de apoptose dessas células foi significativamente maior apés
esse tipo de insulto, em relacdo aos individuos nédo tratados.
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Apesar de ndo apresentar significancia estatistica, nos individuos tratados
houve aumento da espessura da tlnica propria, 0 que é uma caracteristica ja descrita
na literatura (Daniell and Tam, 1998). O método de analise com microscopia de luz de
alta resolucgéo, utilizado neste trabalho, possibilitou determinar que da tunica prépria
saem projecBes que penetram no interior do epitélio seminifero, e que essas sdo
projecbes da membrana basal e ndo das células midides. Nos individuos irradiados
essas projecdes foram mais evidentes que naqueles tratados por hormoénios. Tem sido
sugerido (Weinbauer et al., 2009) que o0 aumento dessa tlnica impede a passagem de
suporte nutricional para o0 processo espermatogénico. De fato, nos individuos
irradiados, constatou-se, no presente estudo, que o namero de tdbulos seminiferos
fibréticos foi maior. Avaliagcdes dos detalhes ultraestruturais das alteracdes provocadas
por estes insultos no processo espermatogénico estdo em desenvolvimento e deverao
ser apresentadas em futuros estudos.

Em conjunto, os achados do presente estudo mostram que os tratamentos
contra o cancer de prostata, utilizando horménios e radioterapia externa, provocam
efeitos deletérios graves no processo espermatogénico. Os efeitos causam redugéo
drastica de diversos parametros qualitativos e quantitativos da espermatogénese. No
entanto, levando em consideracdo que a fase proliferativa espermatogonial foi menos
afetada pelos insultos, supomos que esses individuos, quando tivessem o0s
tratamentos interrompidos, poderiam ter seu processo espermatogénico recuperado.
De fato, em dois casos isolados que relatamos neste estudo, nos quais os tratamentos
hormonais e/ou radioterapicos foram interrompidos anteriormente a orquiectomia, a
espermatogénese encontrava-se recuperada. Estudos futuros, procurando avaliar
maior numero de pacientes que tenham se submetido a tratamentos semelhantes,
estdo em planejamento.

Conforme demonstrado em estudo anterior, realizado por nosso grupo (Reis,
2012), o papel da histopatologia testicular nunca se limitara apenas em responder
sobre a existéncia ou ndo de espermatozoéides para uso em técnicas de reprodugéo
assistida. Estudos morfofuncionais da espermatogénse humana, incluindo técnicas
mais apuradas de microscopia de luz ou eletrénica, além de recursos da biologia
molecular, podem contribuir para esclarecer possiveis causas de infertilidade
masculina, que na grande maioria dos pacientes sdo desconhecidas, possibilitando a
realizagdo de tratamentos especificos para alguns casos, tornando realidade o sonho
de concepcao de alguns casais inférteis. Além disso, o presente estudo pode abrir
uma linha de pesquisa que ajude jovens pacientes, em idade reprodutiva, portadores
de algum tipo de cancer e submetidos a tratamentos deletérios a espermatogénese, a
preservar sua futura fertilidade.
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7. CONCLUSOES

« A hormonioterapia e a radioterapia prejudicam significativamente a espermatogénese
de homens idosos submetidos a esses tratamentos para o cancer de préstata

* Os escores histopatolégicos testiculares de Johnsen e de Bergmann demonstraram
com maior precisdo, em comparacdo ao escore classico de cinco padrbes, que 0S
tratamentos radioterapicos e hormonais foram lesivos para a espermatogénese.

* Os pacientes idosos com cancer avancado de préstata, que ndo sofreram tratamento
hormonal e/ou radioterapico, apresentaram espermatogénese preservada, com
parametros morfolégicos e morfométricos compativeis com a faixa etéria.

« A radioterapia lesou mais acentuadamente a proliferacdo espermatogonial do que a
hormonioterapia

e Parametros morfométricos demonstraram que entre a radioterapia e a
hormonioterapia, apenas a hormonioterapia bloqueia a espermiogénese.
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ANEXO I. REVISAO DA LITERATURA

A ESPERMATOGENESE DO HOMEM

Os testiculos sdo os o6rgdos responsaveis pela producdo dos gametas
masculinos, além de produzirem também os andrégenos, horménios que levam a
formacdo e manutencdo dos caracteres sexuais secundarios do homem. Sao 6rgaos
pares que, no adulto normal, estdo localizados no escroto. O parénquima testicular é
envolvido por uma espessa tlnica de tecido conjuntivo denso, a albuginea, que emite
finos septos de tecido conjuntivo frouxo que o dividem em aproximadamente 250-300
l6bulos (Figura 1). Cada I6bulo é constituido por um a trés tabulos seminiferos cujos
fluidos secretados sdo coletados pela rede testes, a qual é formada por 10 a 12
tdbulos retos e depois liberados no sistema de ductos dos epididimos, onde o0s
espermatozoides sdo armazenados e passam por um processo de amadurecimento,
para depois serem liberados para o meio externo, no momento da ejaculacéo

Nos tubulos seminiferos ocorre o processo denominado espermatogénese,
onde células-tronco diploides séo transformadas em células altamente especializadas,
0s espermatozoides (gametas hapldides), capazes de fecundar os évulos no trato
genital feminino. No compartimento intersticial, localizado entre os tubulos seminiferos,
ocorre 0 processo da esteroidogénese, responsavel pela formacdo dos horménios
sexuais masculinos, cujo mais importante é a testosterona. A testosterona, ou seus
metabdlitos, sdo responsaveis pela espermatogénese e pelo desenvolvimento dos
caracteres sexuais masculinos. Embora anatomicamente separados, os tubulos
seminiferos e o compartimento intersticial sdo conectados entre si. Para uma producao
normal de gametas, a integracéo entre ambos os compartimentos € necessaria (Figura
1). Os processos da espermatogénese e da esteroidogénese iniciam-se na puberdade
e sdo controlados por horménios produzidos no hipotdlamo e na glandula hipo6fise. Os
efeitos enddcrinos sdo mediados no proprio testiculo, por mecanismos de controle
local, através de efeitos paracrinos e autécrinos. (Weinbauer, 2009).

ididi Tiibulo reto - liga o tibulo seminifero a rede testicular
n Epididimo ﬂ iga o tabul ini |

a Rede testicular - uma rede de espacos contidos dentro do
tecido conjuntivo do mediastino.

B Diitulos eferentes. Cerca de doze dtulos eferentes em

: espiral surgem da rede teslicular.
Tubulo seminifero s o ey

Tunica albuginea

n Epididimo. Os ditulos eferentes se tornam confluentes com

Parede e espaco da

tunica dartos compacta.

Tlinica vascular
B Duto deferente - um duto de parede espessa, continuo com
o duto epididimario. Contracdes peristilticas do musculo liso da
parede movem os espermatozdides ao longo do duto.

Figura 1. Testiculo, epididimo e ducto deferente (retirado de Kierszenbaum, 2004).
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1 - Os tubulos seminiferos

A espermatogénese ocorre no interior dos tubulos seminiferos. Eles sao
constituidos pelo epitélio germinativo e pela tlnica prépria. O epitélio germinativo é
constituido pelas células germinativas em todas as suas fases de evolucao, ou seja,
pelas espermatogbnias, espermatdcitos primarios e secundarios, espermatides
imaturas e maduras, além de células somaticas, denominadas células de Sertoli
(Figuras 2 e 3). O testiculo humano contém cerca de 600 tibulos seminiferos, com um
comprimento médio de 60 cm de cada tubulo, perfazendo um total de 360 metros por
testiculo ou 720 metros por cada homem. Seu didmetro médio é de cerca de 180 um.
(Holstein et al., 2003)
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Figura 2. Corte transversal de tubulo seminifero mostrando no epitélio a presenca de células germinativas
(AS, espermatogbnia tipo A; SB, espermatogonia do tipo B; S1, espermatécitos primarios; S3,
espermatides arredondadas; S4, espermatides alongadas) e células somaticas (St, células de Sertoli; M,
células midides).(retirado de Wheater et al., 1982).
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Figura 3. Desenho de uma porcéo do epitélio seminifero mostrando as diferentes células germinativas do
processo espermatogénico e seus posicionamentos em relagdo as células de Sertoli. Fora do tubulo
seminifero, o intersticio com as células intersticiais ou de Leydig, bem como capilares sanguineos.
(retirado de Junqueira e Carneiro, 2008)
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O tecido peritubular consiste de cerca de cinco camadas de miofibroblastos
interligados por tecido conjuntivo (colageno). Os miofibroblastos causam contracdes
peristalticas, transportando espermatozoides imdéveis para a rede testis, processo esse
regulado por substancias como a ocitocina, prostaglandinas e endotelinas (Romano et
al. 2005). Disturbios da fungéo testicular e diminuicdo ou auséncia da atividade
espermatogénica podem estar associados ao espessamento do tecido peritubular,
ficando sua parede fibrética ou hialinizada. (Weinbauer et al., 2009).

As células de Sertoli sdo células somaticas localizadas no epitélio germinativo.
No homem adulto, sdo mitoticamente inativas. Foram primeiramente descritas por
Enrico Sertoli, cientista italiano, em 1865. Estdo localizadas junto a membrana basal e
possuem proeminentes projecdes citoplasmaticas e ramificacbes que se estendem
para a luz dos tubulos seminiferos, consideradas como o suporte estrutural do epitélio
germinal. Participam de toda diferenciacdo morfolégica e fisiolégica das células
germinativas. Cerca de 40% do volume do epitélio germinativo € representado pelas
células de Sertoli. Elas sintetizam e secretam grande variedade de substancias, como
proteinas, citocinas, fatores de crescimento, opiodides, esterodides, prostaglandinas,
moduladores de divisdo celular, entre outras. Sua morfologia estd estritamente
relacionada com suas varias funcdes fisioldgicas. Cada célula de Sertoli é responséavel
morfologica e funcionalmente por um numero definido de células germinativas. Esse
namero ¢é espécie-dependente. No homem, observa-se cerca de 10 células
germinativas e 1,5 espermatozéides por cada célula de Sertoli. (Zhengwei et al.,
1998a). Investigacbes sugerem que o numero de células de Sertoli no homem
aumenta até os 15 anos de idade. Sua proliferacdo é marcadamente ativada quando
expostas a atividade das gonadotrofinas. (Schlatt et al., 1995). As divisdes das células
de Sertoli cessam quando a primeira célula germinativa sofre divisdo meidtica,
coincidindo também com o fechamento da chamada barreira de célula de Sertoli ou
hematotesticular, por meio de juncdes intercelulares especializadas. Essas estruturas
séo especializagdes da membrana celular das células de Sertoli, que dividem o epitélio
germinativo nos compartimentos basal e adluminal. Portanto, através da barreira de
células de Sertoli o epitélio seminifero é dividido nessas duas regifes, as quais sdo
anatomicamente e funcionalmente diferentes. As células germinativas mais iniciais do
processo espermatogénico, as espermatogonias, estdo localizadas no compartimento
basal e as células mais avangadas, espermatocitos e espermatides, estdo no
compartimento adluminal. Durante seu desenvolvimento, as células germinativas sédo
transportadas do compartimento basal para o adluminal mediante aberturas e
fechamentos sincronizados das jun¢des intercelulares. Duas importantes fun¢cdes sdo
postuladas para a barreira de células de Sertoli: isolamento das células germinativas
hapléides, para prevenir o reconhecimento pelo sistema imunoldgico e preparagéo
para o processo meibtico e desenvolvimento espermatico. (Weinbauer, 2009).

Pode-se atribuir as células de Sertoli, as seguintes func¢des: (1) sustentacdo e
nutricdo das células germinativas, (2) organizacdo da liberacdo de espermétides
maduras para o limem tubular (espermiacéo), (3) producéo de substancias enddcrinas
e paracrinas para a regulacdo da espermatogénese, (4) secrecdo da proteina
carreadora de androgenos (ABP — androgen binding protein), (5) interac&o intertubular
enddcrina com as células de Leydig, entre outras (Russell and Griswold, 1993).
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2 — Cinética da espermatogénese

A espermatogénese do homem inicia-se na puberdade e continua até o
envelhecimento. Esse processo € altamente organizado. Espermatogbnias se dividem
continuamente, em parte formando novas espermatogbnias de reserva e outra parte
dando inicio ao processo de diferenciacdo, formando células germinativas mais
avancadas, que gradativamente vao se transformando em células germinativas
maduras. Grupos de células em diferentes fases de desenvolvimento séo
repetidamente encontradas juntas em secc¢fes dos tubulos seminiferos. No homem,
seis desses grupos foram descritos, sendo chamados de ‘“estagios da
espermatogénese”. Em uma determinada regido do epitélio germinativo, a cada 16
dias, 0 mesmo tipico grupo de células aparece. Esse espaco de tempo € denominado
“ciclo do epitélio seminifero”. (Clermont, 1963). O desenvolvimento de uma
espermatdgonia tipo A até a formacao de espermétides maduras requer 4,6 ciclos, ou
seja, 74 dias. Apés a liberagdo das espermétides para a luz dos tubulos seminiferos,
agora como espermatozéides, sdo transportados para os ductos dos epididimos por
mais 12 dias. Portanto, um total de 86 dias é necessario para que uma
espermatogonia se transforme em espermatozoides maduros. (Amann, 2008).

Espermatogénese inicia-se com a divisdo das células-tronco dos testiculos
(espermatogbnias) e termina com a formacdo de espermatozdides maduros (Figura
4a). Estas células germinativas se arranjam em tipicas associacbes celulares no
interior dos tubulos seminiferos, formando os estadios do ciclo do epitélio seminifero.
(Figura 4b) (Heller and Clermont, 1964).

O processo completo da espermatogénese pode ser dividido em trés fases;

(1) Espermatogonial ou proliferativa, que consiste na proliferagéo e diferenciacédo das
espermatogobnias (dipléides) por mitoses.

(2) Espermatocitaria ou meidtica, que consiste na divisdo dos espermatocitos
(tetrapléides) em espermatides jovens (hapléides)

(3) Espermiogénica ou diferenciacdo, que sado alteragbes morfolégicas das
espermatides jovens (arredondadas), transformando-se em espermatides maduras
(alongadas).

Fase espermatogonial ou proliferativa

Espermatogdnias estdo localizadas na base do epitélio seminifero e sao classificadas,
no homem, em tipo A e tipo B, de acordo com sua morfologia e coloracdo de seu
nucleo. (Clermont, 1966). Podem-se distinguir dois tipos de espermatogdnias A, tanto
do ponto de vista citolégico quanto fisioldgico. As espermatogonias tipo Aescuras (Adark)
ndo proliferam em condi¢des normais e raramente se dividem. S&o consideradas
como células-tronco testiculares. (Ehmcke et al, 2006). Essas células se dividem por
mitoses quando ocorre uma queda muito drastica na populacdo espermatogonial, em
casos de irradiagao, por exemplo (de Rooij, 1998). As espermatogonias Aciaras (Apaie) S€
dividem por mitoses para autorenovacao, formando novas espermatogonias Acaras,
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Figura 4. (A) células da linhagem germinativa no homem: Ad, espermatogdnia Aescura (Adark); Ap,
espermatogbnia Aclara (Apale; B, espermatogonia B; R, preleptéteno; L, leptéteno; Z, zigéteno; P,
paquiteno; Il espermatécito secundario; As, Sb1, Sb2, Sc, Sd1 e Sd2, fases da espermiogénese; RB,
corpo residual. (B) As células germinativas agrupadas nos VI estadios do ciclo do epitélio seminifero,
descritos para o homem (retirados de (A) Clermont, 1966 e (B) Heller e Clermont, 1964).

mas ao mesmo tempo se diferenciam em espermatogbnias tipo B, as quais
posteriormente irdo se dividir formando os espermatdcitos priméarios. Ao contrario do
que foi inicialmente postulado pelo modelo de Clermont, as espermatogénias Aescuras
nao formam as Agaas durante o ciclo espermatogénico regular do homem. (Ehmcke
and Schlatt, 2006). Da divisédo das espermatogbnias tipo B origina-se espermatocitos
primarios em preleptéteno, a primeira célula da fase meidtica. Espermatogdnias
podem estar ausentes no nascimento ou podem ser destruidas por diferentes agentes,
como irradiacdo, por exemplo.
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Fase espermatocitaria ou meiotica

As células germinativas em meiose sdo chamadas de espermatécitos. O
processo de meiose compreende duas divisbes. As células antes da primeira divisdo
sdo chamadas de espermatdcitos primérios e antes da segunda divisdo,
espermatdcitos secundarios. Os espermatdcitos primarios sdo as maiores células
germinativas do epitélio seminifero. O aspecto de sua cromatina nuclear representa 0s
estagios da meiose. A divisdo meidtica dos espermatdécitos inicia-se com o estagio de
preleptoteno e depois leptéteno da préfase |, sempre no compartimento basal do
epitélio germinativo. ApOs passar pela barreira das células de Sertoli, eles passam
para o compartimento adluminal e continuam com 0s outros estagios da préfase I,
chamados de zigéteno, paquiteno e dipléteno. Durante a profase |, ocorre a
reduplicacio do DNA, a condensacdo dos cromossomas, 0 pareamento dos
cromossomas homologos e o crossing over. Das duas divisGes de cada espermatacito,
resultam quatro células haploides denominadas espermatides. Muitos defeitos da
meiose indicam a vulnerabilidade desse complicado processo. Apoptoses em
espermatocitos sao frequentes. (Holstein et al. 2003).

Fase espermiogénica ou de diferenciacao

Espermétides sdo derivadas da segunda divisdo meibtica. O processo de
espermiogénese, que se constitui das modificacdes citolégicas que transformam
espermatides arredondadas em esperméatides alongadas, ocorre em quatro fases
principais: (1) condensacdo da cromatina nuclear, (2) formacdo do acrossoma a partir
do complexo de Golgi, formando um capuz enzimatico sobre o nucleo da célula, com
funcdo de penetracdo no 6vulo durante o processo de fertilizacdo, (3) desenvolvimento
das estruturas do flagelo e sua implantacdo no nucleo e (4) fagocitose dos restos
citoplasmaticos, denominados corpos residuais, pelas células de Sertoli. Espermatides
alongadas e seus corpos residuais influenciam a funcdo secretora das células de
Sertoli (Weinbauer, 2009).

No final desta fase ocorre a espermiacdo, que é o processo de liberacdo de
espermatides maduras do epitélio germinativo para a luz tubular. Esse processo é
coordenado pelas células de Sertoli. As espermétides maduras fecham suas pontes
intercelulares, desconectando seu contato com o epitélio germinativo e transformando-
se em células livres, agora chamadas espermatozoéides. Espermatides que ndo sdo
liberadas séo fagocitadas pelas células de Sertoli. (Russell and Griswold, 1993).

3 — Compartimento intersticial

O componente mais importante do espaco intertubular sdo as células de
Leydig, produtoras de testosterona. Além dessas células, o espaco intersticial também
contém vasos sanguineos e linfaticos, nervos, mastécitos, fibroblastos e tecido
conjuntivo. Células do sistema imunoldgico, como macrofagos e linfécitos também
estdo presentes.
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As células de Leydig foram primeiramente descritas em 1850 pelo alemao
Franz Leydig. Elas produzem e secretam, entre outros andrdgenos, a testosterona, o
mais importante horménio sexual masculino. Entre as principais ac6es da testosterona
estdo: (1) ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-testiculo, (2) masculinizacdo do
cérebro e comportamento sexual, (3) iniciagdo, processamento e manutencdo da
espermatogénese, (4) diferenciacdo dos 6rgaos genitais masculinos e (5) formacao
dos caracteres sexuais secundarios do homem. (Payne et al, 1996).

Células de Leydig sdo ricas em reticulo endoplasmatico liso e mitocdndrias
com cristas tubulares, caracteristicas fisiolégicas tipicas de células produtoras de
esterdides, como nas glandulas adrenais e nos ovarios. Outros componentes
citoplasmaticos importantes sdo os granulos de lipofucsina e as goticulas de lipidios
(lipid droplets), importantes para a sintese de testosterona. No testiculo adulto, a
diferenciacdo das células de Leydig é induzida pelo hormbnio luteinizante (LH), por
fatores de crescimento e fatores de diferenciacdo derivados das células de Sertoli. O
namero de células de Leydig ndo esta necessariamente correlacionado com a
produgcdo hormonal. Estudos imunohistoquimicos mostraram que num ndamero
aumentado de células de Leydig, apenas poucas delas produziram testosterona.
(Holstein et al. 2003).

Macrofagos sdo componentes normais no espaco intertubular. Sob condigbes
de inflamacdo ou cancer testicular, seu numero esta aumentado. Eles podem entrar
nos tubulos seminiferos e fagocitar espermatozoides. Estudos mostram que eles
secretam estimuladores e inibidores da esteroidogénese.

Os mastécitos sédo distribuidos em diferentes zonas dos testiculos, dependendo
da espécie. Nos testiculos humanos estdo localizados no intersticio e areas
peritubulares. Além do seu papel na inflamacao e auto-imunidade, induz a proliferacao
de fibroblastos e é relevante para o processo de fibrose testicular. (Pérez et al., 2013).

Linfécitos normalmente ndo estdo presentes no intersticio dos tubulos
seminiferos, mas em condi¢cBes especiais como degeneracdo dos tubulos, infec¢bes,
reacdes alérgicas ou tumores, linfocitos livres podem estar presentes.

Vasos sanguineos estdo dispostos entre as células de Leydig e os tubulos
seminiferos, permitindo a distribuicAo de substancias enddcrinas e paracrinas
(Holstein et al. 2003).

4 — Eficiéncia da espermatogénese

Espermatogénese, no homem, é um processo de pouca eficiéncia em termos
de qualidade e quantidade. O numero de células germinativas perdidas durante a
espermatogénese e 0 numero de espermatozéides malformados no ejaculado é
extremamente alto. Em torno de 75% das células germinativas sdo perdidas por
apoptose ou degeneracdo. Somente 25% dessas células chegam até o ejaculado,
sendo mais da metade delas malformadas. Portanto somente 12% do potencial
espermatogénico sao utilizados na reproducdo humana. (Holstein 2003). A longa
duragdo da espermatogénese em humanos (74 dias) e o baixo numero de células
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germinativas por unidade de volume de parénquima testicular, comparada com outras
espécies mais eficientes, contribuem para a baixa eficiéncia da espermatogénese em
humanos. Ndo esta claro por que o testiculo humano difere dos de outras espécies na
composicao e duracdo da espermatogénese. (Johnson, 1986; Johnson et al., 2000)

5 - Regulacdo da espermatogénese
Regulacéo enddcrina

As funcdes primarias dos testiculos, ou seja, a espermatogénese e a
esteroidogénese, sdo reguladas pelo eixo hipotalamo-hipéfise. As gonadotrofinas
hipofisarias, que sdo o hormdnio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante
(FSH), sé@o produzidas e secretadas mediante controle hipotalamico pelo horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH). As células de Leydig, localizadas no espago
intersticial entre os tubulos seminiferos, sintetizam e secretam testosterona sob o
controle do LH. Testosterona estimula a maturagdo das células germinativas nos
tubulos seminiferos. No epitélio germinativo, somente as células de Sertoli possuem
receptores de testosterona e FSH. Acredita-se que os efeitos de testosterona/FSH na
espermatogénese sdo mediados pelas células de Sertoli. (Ruwanpura et al, 2010).
Testosterona inibe a secrecdo de GnRH e das gonadotrofinas (LH e FSH) por
retroalimentag@o negativa. Inibina B e folistatina suprimem seletivamente a liberagéo
de FSH pela hipofise, enquanto a ativina estimula esse processo. Além dos efeitos na
espermatogénese, testosterona desempenha um importante papel no crescimento dos
pelos, metabolismo 6&sseo, distribuicdo de massa muscular, caracteres sexuais
secundarios e fun¢des dos érgdos reprodutores masculinos. (Matsumoto and Bremner,
1987) (Figura 5).

Estudos foram realizados para avaliar a importancia do LH/testosterona e FSH
para a iniciagdo e manutencdo da espermatogénese. Admite-se que somente
testosterona e FSH sdo suficientes para iniciar e manter a espermatogénese de
maneira apenas qualitativa. (Weinbauer et al. 2001). Para obter-se efeito quantitativo
na producdo de células germinativas, em condi¢fes fisiologicas, LH e FSH séo
necessarios. Aplicacdo exdgena de altas doses de testosterona suprime a secrecao
de gonadotrofinas através de mecanismo de retroalimentacdo negativa e causa uma
dréstica diminuicdo no numero de espermatozéides do ejaculado. (McLachlan et al,
2002).

Regulacéo paracrina

As interacBes locais entre as células germinativas do testiculo podem ser
classificadas em: (1) paracrinas, quando se referem a fatores que atuam entre células
vizinhas, (2) autocrinas, quando fatores séo liberados da célula e atuam na proépria
célula e (3) intracrinas, quando fatores que nunca saem da célula, atuam na mesma
célula.

As células de Leydig, no espaco intertubular, secretam testosterona,
substancias neuroendécrinas e fatores de crescimento. Essas substancias sao
transmitidas para as préprias células de Leydig vizinhas, para os vasos sanguineos,
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para a lamina prépria dos tubulos seminiferos e para as células de Sertoli. Elas estéo
envolvidas na manutencéo das células de Sertoli e do tecido peritubular, influenciando
na contratiidade dos miofibroblastos, que, por sua vez, regulam o movimento
peristaltico dos tubulos seminiferos e o transporte dos espermatozoéides. (Schatt et al,

1997).
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Figura 5. Eixo hipotdlamo-hipéfise-gonada que controla o processo espermatogénico (retirado de

Junqueira e Carneiro, 2008).

A testosterona desempenha um papel essencial como um regulador local da
espermatogénese. Estudos em roedores demonstram que a eliminacdo seletiva das
células de Leydig, a interrupcao do transporte testicular de testosterona e o bloqueio
de receptores de androgenos nas células de Sertoli provocam profundas alteracdes na
maturacdo das células germinativas. Embora esteja estabelecido que a testosterona
seja essencial para a regulagéo local da espermatogénese, tem sido dificil demonstrar
uma clara relacdo entre concentracdo testicular de testosterona e a producédo de
células germinativas. (Weinbauer and Wessels, 1999). Testosterona € metabolizada
em diidrotestosterona [DHT] pela acdo da enzima 5alfa-redutase e em estradiol pela
acdo da aromatase. O papel desses metabdlitos na espermatogénese ainda ndo esta

claro.

As células de Sertoli sdo consideradas coordenadoras e reguladoras do
desenvolvimento e maturagdo das células germinativas. Atualmente acredita-se que
as células de Sertoli sdo influenciadas por produtos das préprias células germinativas
em suas atividades secretoras (Franca et al. 1998). Os fatores de células-tronco (stem
cell factor — SCF) e seus receptores c-kit sGo essenciais para orientar a migragao de
células germinativas durante a ontogénese e a diferenciacdo espermatogonial no
testiculo adulto. SCF é sintetizado e secretado pelas células de Sertoli, enquanto seu
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receptor € expresso na superficie espermatogonial. O sistema SFC/c-kit é importante
para a diferenciacdo e desenvolvimento das espermatogdnias. (Mauduit et al, 1999).

Todos esses dados e outros de indmeras pesquisas, demonstram a
importancia das interagBes locais entre células de Sertoli, de Leydig, peritubulares e
germinativas, em conexao com as ac¢des de androgenos e gonadotrofinas, na iniciagdo
e manutencdo da espermatogénese.

6 — Disturbios da espermatogénese

Proliferacdo e diferenciacdo das células germinativas do homem e os mecanismos
intratesticular e extratesticular de regulacdo da espermatogénese podem ser afetados
em diversos niveis. Isso pode ocorrer como resultado de influéncia ambiental ou
devido a doencas que afetam diretamente a espermatogénese. Diferentes
substancias, drogas, horménios, toxinas ou irradiacdo podem reduzir ou destruir a
atividade espermatogénica dos testiculos. Isso pode ser expresso por um reduzido
namero de espermétides maduras, malformagcdo das espermatides, disturbios da
meiose, parada da espermatogénese em diversos estagios, reduzida multiplicacdo ou
apoptose de espermatogoOnias. Caso as espermatogdnias sobrevivam, entdo a
espermatogénese pode ser recuperada. (Holstein 2003).
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DECISAO

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

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

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apods o inicio do projeto.
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Belo Horizonte,19 de outubro de 2007.

PROCESSO N° 079/2007

TITULO: <«Avaliagdes morfofincionais e moleculares da linhagem
espermatogonial humana antes e apoés tratamento contta o cincer
de prostata.”

Sr(a) Pesquisador(a):

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

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

Atenciosamente,

o

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

Ao Sr.

Prof. Hélio Chiarini-Garcia
Depto. Morfologia

. C. B/JUFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110— I° andar
Bairro Santa Efigénia — CEP 30130-100 — Belo Horizonte - MG
Telefone: (031) 3248-9379 ~ 3248-9375 - FAX: (031) 3248-9380 - depe@ he.ufmg.br
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Sadde
Comissio Nacional de Etica em Pesguisa - CONEP

FARECER N° 188/2008
Registro CONEP: 14250 (Ests n* deve ser ciado nas correspandénciss referentes a este projetc)

CAAE — 0117.0.203.000-07 Processo n®. 25000,147585/2007-38
Projeto de Pesquisa: “Avaliagdes Merfofuncionais ¢ Moleculares da Jinhagem
espermatogonial hurnana antes ¢ apés tratarmentos conira 0 cancer de prostata.”
Pesquisador Responsével: Dr. Hélio Chiarini Garcia

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

CEP de origem: COEPUFMG

Area Temética Especial: Reprodugdo Humana; Cooperagac 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 (ICE / UFMG), visando estudar a
biologia das células espermatogoniais humanas com & intencdc de esclarecer a
biclogia espermatogonial desde o cicio do epitélio seminifero guanto & morfolegia,
cinética e descrigio dos nichos espermatogonials (até agora pouco estudadoes).
Pretende ainda determinar a presenga elou auséncia de mRNAs que poderiam estar
relacionados com 2 diferenciacio espermatogonial e sua locslizagdo 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 concentragdes hormonais. Todog esses parametros
seréo analisados em testicuios obtidos de pacientes tratados no Hospital das Clinicas
da UFMG-HC/UFMG ou em Hospitais e Unidades de Oncologia ligados & Instituicao,
para ©s quais tenha sido recomendado a orguiectomia subcapsular bilateral como
tratamento para céncer avangado de prosiata. '
Os pacientes, em nimero de 30 a 40, mas que podem chegar a 80 (como esta
previsto na Folha de Rosto) que compor@o os varios grupos experimentais, ser&c

avaliados pelos médicos do Setor de Andrologia do HCIUFMG e a coleta se fard com a

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 e © esclarecimento
para a obtenc¢do do TCLE. :

Os grupos experimentais serdoc compostes de testiculos de pacientes com
cancer de prostata sem nenhum tratamento prévio (grupo A), submetidos a
prostatectomia radical (Grupo B); submetidos a radioterapia (grupc C); submetidos a
biogueio antiandrégeno (Grupo D) e submetidos & radioterapia e bloqueio
antiandrogeno (Grupo E).

imediatamente apés 2 orquisctomia 08 parénguimas testiculares dirsifc e
esquerdo serSo preparados para os fins especificos da pesquisa. Trate-se de material
que seria normalmente descartado.

As analises morfoldgicas e morfométicas serfo realizadas no Laboretorio de

1CRA T

Rinloaiz Estrutural @ Reproducis - LABERVICEB/UFMG,

69


Helio
Typewritten Text
69


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 diverses 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, bemn 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 péaginas 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 a2 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 é informado gue n@c haverd riscos adicionais acs
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 séc
sempre indicados pelos médicos do Setor de Uro-Oncologia, visando apenas o
tratamento da doenca em quest&o. .
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Cont. Parecor CONER 1§22082

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

devera sar ulilizado apenas para o8 1S HICPOSIDSs no estuca. :
O Termo de Carsentimento Livie e Eselanesids « TCLE garanis o sigile dog

dados, spresents os principsis beneficioe ssperados da posguisa, mostra 2 suséncia
préfica de maiores fscos destenands oe desconforios de dpterrminados procedimentos.
Nap preve nam ressarciometins, nem ndenzacies. ' .

Comsidersehes sabm 2 snflise Os3 resposts ac Pareser COMERP M
B43ra007, rolative 2o prajots so pesquise om guentie!

1. Foi infoemado pelo pesquisadar 8 orpuivciomia continua sendo o trataments

padro ourd, _
7. A oidbnois deses pritica ng nsthuigdo sm poausa fol de 21 progedimentss
am 2008 & 37 em ZD08. ”

8. O TOLE fot revists sonfonmee suiiciisdal '

a. O TOLE tdnexs 4} fol incarpensde so protocolo; -

b. Qusnts 3 orientsgdo pam o dimis de resbiliiesds (possibilidade de
eolocanio de pritess) ol esgaecido Gus ¢ feits apenas 8 DrQuiBCloIA
siiataral subcasular (& nEo a total), onde & refiredo apanas © parénquima
taticular @ euio resuliado fingl & melhor do que a colecacdo ds umea
protese.

Biamts do exposts, & Comissio Nacional de Eiica em Pesyuiss - SOREF,
de poorde com =y airibuipies definidss na Ros. NS 19598, meanitseis - e pola
sproVARED i projeto de pesiiulia propose.

Situagde: Projeto aprevade
Braslia 07 de absil ge 2008,
fod

0
e L
‘\%;k ﬁégﬁi\;fmnms

Cooripesdors 48 CONER/CNSMS

71


Helio
Typewritten Text
71


72

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS (GERAIS

Hospital das Clinicas
Laboratorio de Biologia Estrutural e Reproducio

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

ANTES E APOS TRATAMENTOS CONTRA O CANCER DE PROSTATA

l. INTRODUCAO:

Esse termo de consentimento pode conter palavras que vocé ndo entenda. Favor solicitar ao médico ou equipe do
estudo que explique quaisquer palavras ou informacdes que vocé ndo entenda claramente. Vocé 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, recebera uma cépia deste documento para manter em seu arquivo.

Il INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa visa o estudo das células tronco dos testiculos. Como estas células séo as responsaveis por manter o individuo
fértil por toda a sua vida adulta, alteracdes e doencas relacionadas com estas células tronco podem levar o individuo a
sub-fertilidade ou mesmo a infertilidade. Apesar dos grandes avancos na area médica, ainda sabe-se muito pouco como
estas células funcionam em um individuo normal e, muito menos ainda, como elas sao afetadas em diferentes doencas.
Diante disto, pretendemos neste projeto de pesquisa, estuda-las em homens portadores de cancer avancado de prostata,
nos quais a indicagdo médica foi a retirada dos testiculos. Estes homens serdo divididos em grupos levando-se em
consideracdo aqueles que ndo sofreram nenhum tratamento prévio contra o cancer de pristata e aqueles que se
submeteram a diferentes tratamentos. Pequenos pedacos dos testiculos que seriam desprezados, seréo preservados em
formol e estudados em laboratérios de pesquisa. Estes estudos serdo desenvolvidos principalmente no Laboratério de
Biologia Estrutural e Reproducéo do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG. Parte do material sera enviada, sem
nenhuma identificacdo dos dados pessoais do paciente, para o Departamento de Radiacdo Oncolégica 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 sera revelada publicamente em hip6tese alguma e somente
0s pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a estas informacfes 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 deverao
ser publicados em revistas cientificas nacionais ou internacionais.

\A BENEFICIOS DA PESQUISA

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

V. RISCOS

Pelo fato de estarmos utilizando testiculos retirados para auxiliar no tratamento do cancer prostético, 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 punc¢éo venosa, pode ocasionalmente causar dor, hematoma (mancha roxa abaixo da pele) e
irritacdo (mancha avermelhada que pode cocgar) no local da retirada do sangue do seu braco. A quantidade de sangue
retirada ndo trard nenhuma alteracdo ao seu sistema circulatério, sendo que em 24 horas seu organismo, por si so,
recompfem esta pequena quantidade de sangue coletada.

VL. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS
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Nao esta prevista qualquer forma de remuneragdo para os pacientes voluntarios. As despesas especificas relacionadas
com o desenvolvimento do presente estudo séo de responsabilidade do Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducgao
do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG e do Departamento de Radiacdo Oncoldgica Experimental da Universidade
do Texas, EUA.

DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispde de liberdade para esclarecer qualquer ddvida que possa surgir durante a pesquisa. Vocé podera
recusar-se a participar deste estudo e/ou abandonéa-lo a qualquer momento, sem precisar justificar. A aceitacdo ou
ndo da participacdo neste estudo néo influenciara no seu tratamento. Nesta pesquisa utilizaremos a parte do testiculo
retirada cirurgicamente, conforme indicacdo médica e que seria, depois, desprezada. 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 acarretara coleta de nenhum outro material adicional nem mudancas no tratamento
indicado. N&o serdo utilizados outros tecidos e ndo serdo realizados quaisquer outras manipulacdes, experimentos
ou intervencdes diretas com o paciente.

VII. TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, voluntariamente, concordo que o material biol6gico (tecido testicular
e sangue periférico) proveniente da minha cirurgia de orquiectomia, seja utilizado para fins de pesquisa cientifica no
Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducado do ICB/UFMG e no Departamento de Radiacdo Oncolégica Experimental
da UT. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa ndo trar qualquer prejuizo a minha sautde.

Nome completo do paciente: N° Registro do paciente:

Assinatura do paciente ou representante legal:
Local e data:

Nome da pessoa que obteve o Consentimento Livre e Esclarecido:
Assinatura da Pessoa que obteve o consentimento Livre e esclarecido:

Local e data:

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

Pesquisadores:

Prof. Hélio Chiarini-Garcia - Laboratério de Biologia Estrutural e Reprodugédo — (31) 3499.2807

Prof? Gleydes Gambogi Parreira - Laboratério de Biologia Estrutural e Reprodu¢éo — (31) 3499.2994

Prof? Fernanda RCL Almeida - Laborat6rio de Biologia Estrutural e Reproducao — (31) 3499.2992

Prof. Carlos Eduardo Corradi Fonseca — Chefe Setor de Urologia - Hospital das Clinicas, UFMG (31)3248-9488
Dr. Reginaldo Martello - Setor de Urologia do Hospital das Clinicas da UFMG — (31) 3248.9488 ou 9974-9590
Dr. Augusto Reis - Setor de Urologia do Hospital das Clinicas da UFMG — (31) 3248.9488 ou 9164.8173

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

Endereco do Comité de Etica:

CoMITE DE ETICA EM PESQUISA — UFMG
Unidade Administrativa II, 22 andar, sala 2005
Av. Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
31.270-901 — Belo Horizonte — MG
Telefone: (31) 3409.4592
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Hospital das Clinicas
ICB - Laboratorio de Biologia Estrutural e Reproducéo

Projeto

AVALIACOES MORFOFUNCIONAIS E MOLECULARES DA LINHAGEM ESPERMATOGONIAL HUMANA
ANTES E APOS TRATAMENTOS CONTRA O CANCER DE PROSTATA

Hospital:

74

Registro:

Responséavel pela coleta de dados: Cirurgiao:

Data da Cirurgia (Orquiectomia) e Coleta de Dados Clinicos:

IDENTIFICACAO:

Nome:

Data de nascimento: Idade:

Estado civil: ()solteiro  ()casado ()amasiado ()separado ()viuvo ()outros

Cor da pele: ()branco ()negro ()pardo ()outros

Profissao:

Endereco:

Telefones:

ANAMNESE:
QP:

HMA:

Queixas urinarias (LUTS): ()ndo sim() Quais?

Doencgas genitais anteriores: ()ndo ()sim Quais?

Doencas sistémicas: ()HAS ()Diabetes ()Tabagismo ()Etilismo ()Outras:

Uso de medicamentos: ()ndo ()sim Quais?

Cirurgias anteriores: ()ndo ()sim Quais?

Filhos: ()ndo ()sim Quantos?

Data do diagndstico do cancer de préstata (bidpsia):

Toque retal no diagnostico: ()normal ( )alterado

PSA no diagnéstico: ()normal ()alterado Resultado:

USTR no diagnostico: Nédulo ()ndo ()sim Peso da Prostata: Bexiga:

Histologia da prostata (bidpsia ou peca cirdrgica): Gleason:

Cintilografia 6ssea: ( )negativa ( )positiva

Vasectomia: ()ndo ()sim Data de realizacéo:




EXAME Fisico:

Geral: ()normal ()alterado

Abdome: ()normal ()alterado

Genitais: Pénis: ()normal ()alterado

Testiculos: Direito: Tamanho: ( )normal ()alterado

Consisténcia: ( )normal ()alterada

Esquerdo: Tamanho: ( )normal ()alterado

Consisténcia: ()normal ()alterada

Anexos: ()normais ()alterados

Outros dados:

ExXAMES COMPLEMENTARES:

Horménios (colhidos no dia da Orquiectomia):
FSH: ()normal ()alterado LH: ()normal

Testosterona: ( )normal ()alterada PRL: ( )normal

Outros (pegar dados de prontuério, se tiver):
PSA: Urina Rotina:

()alterado

()alterada

Hemograma:

Creatinina: Glicose:

Outros:

DIAGNOSTICOS:

Cancer de prostata: Estadiamento (TMN):

Histologia (Gleason):

Fertilidade (niumero de filhos):

Perfil hormonal:

Histologia testicular: () Espermatogénese normal

() Hipoespermatogénese

() Parada de Maturagdo

() Aplasia Germinativa (Sertoly Only)

() Esclerose Tubular

Outros:




TRATAMENTOS:

Nenhum tratamento ()
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Prostatectomia radical: ()ndo ()sim

- data da realizacéo:

- hospital:

- cirurgiao:

- complicacdes:

- controle pés operatdrio:

Radioterapia (RT) externa de prostata: ()ndo ()sim:

- tipo de radiacao:

- radioterapéuta:

- hospital:

- dosagens:

- tempo:

- intervalos ou frequiéncia:

- outros:

Tratamento hormonal (anélogo, antiandrégenos): ()ndo ()sim:

- tipo de medicamento:

- quando iniciou:

- dosagem:

- tempo de tratamento:

Outros tratamentos:

Observacoes:
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Anexo V. Relagdo dos pacientes utilizados na pesquisa, informaces demograficas e detalhes sobre os tratamentos os quais foram submetidos, divididos em trés grupos
(CC, TH+CC e TR+CC) e dois relatos de caso (pacientes 12.1 e 14.4).

Orquiectomia

PACIENTE | IDADE FILHOS ESTADIO  TRATAMENTO. Data PR ‘ TR Tipo' TR tempo(dias) TH droga TH tempo(meses)

05/04/2007
04.1 82 5 LA cC
25/06/2008
04.4 84 3 M cc
04/06/2008
04.5 83 10 M CcC
07/10/2010
04.7 71 0 M CcC
14/10/2010
04.8 72 2 M CcC
02/12/2010
04.9 90 14 LA CcC
16/07/2008
04.10 59 1 LA CcC
26/05/2008
10.1 61 6 LA CC (PR) 12/12/2005
23/10/2008
10.2 77 - LA CC (PR) 11/07/2006
28/10/2010
10.3 77 8 LA CC (PR) 15/09/2009
02/12/2010
10.4 67 2 M CC (PR) 17/12/2003
— —— — ———————— —— ———— — — ——— — — —— ——— — — — ———— — — —— — ——— —— ————— — — — ——— — |
3 21/05/2007
12.2 72 - M TH+CC DES (estrégeno) - -
] ] 29/03/2007
12.3 72 7 M TH+CC Ciproterona 150mg/dia 60 (2002-MAR/2007)
3 X 20/01/2011
12.4 84 4 LA TH+CC DES (estrégeno) 1mg/dia 7 (JUL/2010-JAN/2011)
a . 31/03/2011
12.5 76 10 M TH+CC DES (estrégeno) 2mg/dia 4 (DEZ/2010-MAR/2011)
13.5 76 - LA TH+CC Ciproterona 150 mg/dia 2 (AGO/SET/2006) 28/09/2006
] 25/11/2010
14.3 65 4 M TH+CC (PR) fev/10 Analogo LHRH - 72(2004-2010)
" " ————————————|
29/05/2008
11.1 66 5 LA TR+CC externa 7200 cGy (40 x 180 cGy) 40(MAR-MAI/2006)
24/07/2008
11.3 77 0 LA TR+CC externa | 7000 cGy (35 x 200 cGy) 35(AGO-SET/2002)
08/05/2007
11.4 73 - LA TR+CC externa | 7200 cGy (36 x 200 cGy) 36(JUL-AG0/2005)
13.4 85 11 M (TR+TH)+CC externa | 7200 cGy (36 x 200 cGy) | 36 (JAN/FEV/2005) | Analogo LHRH? [leuprolida] . 11 (MAI/08 - ABR/09) 29/04/2009
Andlogo LHRH [leuprolida] +
14.5* 66 0 M (TR+TH)+CC - (PR) jan/03 externa 6000 cGy (40 x 150 cGy) 40 Flutamida + Bicalutamida - 24 (2007 — 2009) 22/04/2009
""" /——¥——//—/—/— ————————//"/—//}}/"}” ”———M——— ——————————— — — |
12.1 65 - M TH+CC DES (estrégeno) 1 mg/dia 36 (2003-SET 2006) 14/05/2007
14.4 73 5 M (TR+TH+CC -) (PR) 2000 Externa s s Andlogo LHRH + DES - 48 (2004-2008) 10/07/2008

LA= cancer de prostata localmente avangado; M= cancer de préstata metastatico; CC=castragado cirurgica; PR= prostatectomia radical; TH+CC= tratamento hormonal mais castragdo cirurgica; TR+CC=
tratamento radioterapico mais castragao cirurgica; cGy= centigrays; DES= dietilestilbestrol (estrégeno); LHRH= horménio liberador de hormdnio luteinizante; * paciente submetido a quimioterapia, (-),
nao tem informacao.
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Anexo VI

Classificacéo histopatoldgica do testiculo nos diferentes escores.

Paciente:

Testiculo: TD

Técnica de processamento: GMA
Examinador: Reginaldo

1) Critério de 5 escores:
5 4 3 2 1

2) Critério de Johnsen

Escores 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 Totais
N° de
ttbulos 0 16 7 6 15 13 18 14 16 0 105
por
escore
Escore
NOT x 0 144 56 42 90 65 72 42 32 0 médio
escore
5,2

Observacdes: 543/ 105 =5,2

3) Critério de Bergmann Somatorio do n° de tibulos com escores de Johnsen de 8 a 10 / N° total de tubulos seminiferos contados: 23 /
105=0,21
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77| PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENGCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA

ATA DA DEFI;ESA DE TESE DO ALUNO
REGINALDO MARTELLO

Realizou-se, no dia 19 de dezembro de 2013, as 14:00 horas, Faculdade de
Medicina - sala 526, da Universidade Federal de Minas. Gerais, a defesa de tese,
intitulada Efeitos da radioterapia e hormonioterapia na espermatogénese de
pacientes com céancer de prostata, apresentada por REGINALDO MARTELLO,
numero de registro 2009656231, graduado no curso de MEDICINA, como requisito
parcial para a obtengédo do grau de Doutor em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA
E A OFTALMOLOGIA, a seguinte Comissdo Examinadora: Prof(a). Edson Samesima
Tatsuo - Orientador (UFMG), Prof(a). Helio Chiarini Garcia (UFMG), Prof(a). Marcelo
Eller Miranda (UFMG), Prof(a). Sidney Glina (FMABC), Prof(a). Fernando Marcos
dos Reis (UFMG), Prof(a). Fernando Lorenzini(UFPR).

A Comisséo considerou a tese:

(><(Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comiss&o.
Belo Horizonte, 19 de dezembro de 2013.
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