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Introduc¢ao: O tratamento da infertilidade masculina tem evoluido muito nas ultimas
décadas. O advento de técnicas de reproducdo assistida (RA) e, particularmente, a inje¢ao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) tornaram possivel o tratamento de
individuos até entdo considerados inférteis, como os casos de azoospermia obstrutiva e os
de azoospermia nao obstrutiva. Nestes casos, na impossibilidade de correcdo cirtrgica,
outros procedimentos de obtencdo de espermatozoides podem ser realizados como a
aspiracdo microcirdrgica dos epididimos (MESA), puncdo aspirativa percutinea dos
epididimos (PESA), aspiracdo testicular de espermatozdides (TESA) ou a extracdo

testicular (TESE).

Objetivos: A proposta de trabalho foi verificar a obtencdo de espermatozdides vidveis em
até cinco puncdes percutaneas do epididimo. Analisar as alteracOes histologicas
inflamatdrias e cicatriciais, assim como a densidade de fibras de musculo liso e coldgenas

nos epididimos de ratos, apds pungdes.

Material e método: O grupo piloto consistiu em quatro animais, sendo dois para estudo da
anatomia e da histologia do epididimo normal e outros dois para avaliacdo dos efeitos da
vasectomia. A vasectomia bilateral foi realizada por meio de laparotomia infra-umbilical.
Foi padronizado o lado direito para estudo e o esquerdo como controle. O grupo estudado
consistiu em 50 ratos que realizaram vasectomia e foram separados em cinco grupos de I a
V, contendo 10 animais cada. Os animais do grupo I foram submetidos a uma puncgdo
percutanea trans-escrotal; II a duas pungdes; III a trés pungdes; IV a quatro puncdes; V a
cinco pungdes. As puncdes dos epididimos foram feitas apos 30 dias da vasectomia, com
escalpe 25G na cabeca do epididimo. O material extraido foi suspenso em meio de cultura
HTF e analisado em camara de Makler. O intervalo entre cada punc¢do foi de 15 dias e os
animais foram sacrificados ap6s 15 dias da dltima puncdo. Os epididimos foram fixados em
liquido de Bouin. Foram realizados estudos histolégicos e estereoldgicos dos epididimos

puncionados.

Resultados: O nimero médio de espermatozdides recuperados nas pungdes foi de:
48,78 x 10° /ml, 37,55 x 10° /ml, 26,33 x 10° /ml, 33,90 x 10° /ml e 41,34 x 10° /ml, nos
grupos I a V, respectivamente. Apds a andlise histolégica, observou-se que as varidveis

infiltrado linfoplasmocitdrio, reacdo granulomatosa, fibrose e desarranjo estrutural
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apresentaram diferenga significativa a partir da segunda puncdo. O efeito cumulativo das
puncdes somente foi observado nas varidveis infiltrado linfoplasmocitirio e fibrose,
mostrando que existe diferenca significativa entre os grupos I e II em relacdo aos grupos
III, IV e V. No estudo estereoldgico, a densidade volumétrica do tecido conjuntivo foi de
21,56%, 27,60%, 35,67%, 37,56% e 38,60% no lado puncionado nos grupos I a V
(p<0,05).

Conclusoes: No presente estudo, verificamos a obtencdo de espermatozdides em todos os
grupos até cinco pungdes. Todos os animais apresentaram alteragdes histologicas
significativas dos epididimos, quando comparados ao grupo controle, a partir da segunda
puncdo, exceto na varidvel necrose. Somente nas varidveis infiltrado linfoplasmocitario e
fibrose foram observadas efeito cumulativo das PESA. O estudo estereoldgico demonstrou
aumento da densidade volume do tecido conjuntivo dos epididimos provocado pelas

puncoes.
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Introduction: The treatment of male infertility had a great development in the last decades.
The advent of assist reproductive techniques and specially the intra-cytoplasmic sperm
injection (ICSI) has allowed the treatment of these patients otherwise considered infertile.
Patients with obstructive and non-obstructive azoospermia, whose surgical reconstruction is
not possible, can be submitted to retrieval spermatozoa procedures including microsurgical
epididymal sperm aspiration (MESA), percutaneous epididymal sperm aspiration (PESA)

testicular sperm extraction (TESE) and testicular sperm aspiration (TESA).

Objectives: To verify the retrieval of viable spermatozoa within up to five percutaneous
epididymal sperm aspirations and to evaluate the histological and stereological

modifications in the rat epididymis after the procedures.

Material and Methods: The pilot group consisted of four animals, two of them were used
in the study about anatomy and histology of normal epididymis. The other two were used to
verify the effects of the vasectomy. These procedures were performed through infra-
umbilical laparotomy. The right side was standardized for the study group and the left for
control. A total of 50 Wistar rats underwent vasectomy procedures and were distributed
into five groups I to V, totalizing 10 animals each. In the group I, the animals underwent to
one PESA procedure, II two, III three, IV four and V five. The epididymal punctures were
done with 25G scalp in the caput after 30 days of the vasectomy and consecutively after 15
days of the previous puncture. The material extracted was suspended in HTF solution

culture and analyzed in a Makler chamber. The epididymis were fixed in Bouin technique.
Histological and stereological analyses were performed in the punctured epididymidis.

Results: The number of retrieved spermatozoa was: mean 48.78 x 10° /ml, 37.55 x 10° /ml,
26.33 x 10° /ml, 33.90 x 10° /ml e 41.34 x 10° /ml, from group I to V. The histological
analyses included evaluation of infiltration of lymphocytes and plasmocytes,
granulomatous reaction, fibrosis and structural disorder; these alterations presented
significant differences after the second puncture. The cumulative effect was observed only
within the variables: lymphocytic and plasmocytic infiltrate and fibrosis. It was found

differences in the groups I and II in comparison with III, IV and V. The stereological

Abstract
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analyzes showed significant increase in connective tissue volume 21.56%, 27.60%,

35.67%, 37.56% and 38.60% from group I through V.

Conclusions: In this study, it was performed retrieval of spermatozoa in all groups up to
five punctures. All the animals presented histological alterations in the epididymis after the
second puncture when compared to the control group, except necrosis, and only
lymphocytic and plasmocytic infiltrate and fibrosis were shown as cumulative effects
within the punctures. The stereological analyses showed increase of connective tissue

volume that was caused by the punctures.
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xvii



1- INTRODUCAO

18

i}



O tratamento da infertilidade masculina tem evoluido muito nas dltimas
décadas. O advento de técnicas de reproducdo assistida (RA) e, particularmente, a inje¢ao
intracitoplasmdtica de espermatozéides (ICSI), tornaram possivel o tratamento de
individuos até entdo considerados inférteis, como os casos de azoospermia obstrutiva (AO)

e os de azoospermia ndo obstrutiva (ANO).

Azoospermia, auséncia de espermatozdide no s€émen ejaculado, € a forma mais
grave de infertilidade masculina e estd presente em aproximadamente 5% dos casais
inférteis investigados (Van Peperstraten et al. 2006). A azoospermia pode ser causada por

distirbios hormonais, distirbios da espermatogénese ou por obstrugcdo (Saade, 2002).

Os casos de AO correspondem, aproximadamente, a 7% a 12% dos casos de
infertilidade masculina, nos quais a vasectomia € a principal causa, seguida por obstrugdes
epididimérias infecciosas, inflamatdrias ou traumaticas, agenesia ductal, obstru¢do do ducto
ejaculatodrio, iatrogénicas e idiopdticas (Chan et. al. 2005). Dentre os fatores que permitem
a correcdo cirdrgica, pode-se citar a vasectomia, as obstru¢des inflamatérias e a obstrugao
do ducto ejaculador. Os procedimentos cirdrgicos realizados sdo a vasovasoanastomose, a
vasoepididimoanastomose e a ressec¢do endoscopica dos ductos ejaculadores com

resultados bastante encorajadores.

Belker et al. (1991) avaliaram 1.496 pacientes, que constituiram o Grupo de
Estudo da Vasovasoanastomose, e evidenciaram 97% de sucesso com intervalo de até trés
anos da vasectomia, que decresciam para 71%, apds 15 anos da cirurgia. As taxas de
gravidez, apds reconstru¢do microcirdrgica, variaram de 30 a 76% dos casos e os resultados
sdao determinados por diversos fatores como duracdo da obstrucdo e idade da parceira.
Recentemente, Silber e Grotjan (2004), avaliando 4.010 pacientes que realizaram
vasovasoanastomose, obtiveram melhores resultados, com sucesso de 98% até dez anos da

vasectomia e 93% acima, com indices de gravidez de 93,0%.

Silber (1989), Thomas (1993) e Schlegel e Goldstein (1993) mostraram
resultados de 78%, 76% e 70% de sucesso com vasoepididimoanastomose e indices de
gravidez de 56%, 42% e 44% respectivamente, demonstrando a viabilidade destes

procedimentos.
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Para os casos de obstru¢cao do ducto ejaculatdrio, a ressec¢do endoscépica € o
tratamento recomendado. Meacham et al. (1993) mostraram sucesso de 50% nos
parametros seminais, com gravidez de 29%. Netto et al.(1998) demonstraram melhores

resultados, com 83% de melhora seminal e gravidez de 66%.

Casos de azoospermia obstrutiva ndo passiveis de reconstru¢do e os casos de
azoospermia ndo obstrutiva, ndo eram historicamente tratados ou empregavam sémen de
doador. Com o desenvolvimento das técnicas de RA, principalmente o ICSI, que utiliza
somente um espermatozoide para a fecundagdo, estes pacientes passaram a ter uma nova
perspectiva de tratamento. Palermo et al. (1992) apresentaram os primeiros resultados com
taxa de fertilizacdo de 81% e gravidez de 10,5%, utilizando esta técnica. A partir destes
resultados, técnicas que possibilitassem a recuperacdo de espermatozdides ganharam lugar

e importancia clinica.

As técnicas de coleta de espermatozéides incluem procedimentos realizados no
testiculo e nas diferentes por¢des do epididimo. As técnicas epididimdrias incluem a
aspiracdo microcirdrgica dos epididimos (MESA) e a aspiracdo percutianea dos epididimos
(PESA), enquanto as técnicas testiculares incluem a extracdo testicular (TESE) e a

aspiracdo testicular de espermatozdides (TESA).

A MESA (Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration), descrita por
Temple —Smith et al. (1985), foi o primeiro procedimento de coleta de espermatozoides
para a utilizacdo em reproducdo assistida. Consiste na microdissec¢do de um segmento do
epididimo proximal a obstru¢do, seguido da abertura do tdbulo e aspiracio de
espermatozdides meio de microcanula (Fig 1). Essa técnica permite a obtencdo de
espermatozodides moveis em quantidade suficiente para realizacdo de reproducdo assistida,

inclusive o armazenamento e congelamento para futuros procedimentos.
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TESTICULO

www.cornellurology.com

Figura 1- Esquema de MESA: evidencia-se a dissec¢do na cabeca do epididimo e a

aspiracdo com a microcanula

Esta técnica necessita de material especifico e cirurgido habilitado em
microcirugia e procedimento anestésico. Apresenta maior morbidade, como dor, hematoma
e infeccdo, além de aderéncias e fibrose local. Entretanto, advoga-se que esta técnica € a
que melhor preserva o epididimo, pois a dissec¢do € sob visdo direta, assim como a

reconstrucao.

Utilizando esse método para obten¢do de espermatozoides, Silber et al. (1988)
obtiveram os primeiros resultados de gravidez, tratando pacientes com agenesia dos ductos
deferentes, pela técnica de FIV. Horak et al. (2003), analisando os resultados de ICSI com
espermatozdides do ejaculado e coletados por MESA, obtiveram taxas de fertilizacdo de
53,9% e 50,1% e indices de gravidez de 37,0% e 28,0%, respectivamente, sem diferenca
significativa. Schroeder-Printzen et al. (2000) demonstraram recuperacdo de quantidade
suficiente de espermatozéides, para criopreservaciao e posterior reutilizacdo em ciclos de

ICSI, com indices de gravidez de 42,4%.

A PESA (Percutaneous Epididymal Sperm Aspiration) veio como método

alternativo a MESA. Desenvolvido por Craft e Shrivastav (1994), consiste na pung¢do
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percutanea da cabega ou corpo do epididimo com agulha 25G e aspira¢@o do liquido, que é
adicionado ao meio de cultura presente na seringa (Fig 2). Esta técnica também permite a
obtencdo de espermatozdides, em quantidade e qualidade suficiente para RA, porém com
menor morbidade e custos, sem necessidade de treinamento ou material especifico, além da
possibilidade de repeticdo do procedimento. Os espermatozdides obtidos por meio da
pun¢do podem ser utilizados para injecao intracitoplasmatica de espermatozéide (ICSI) ou
inseminagdo intra-uterina. Ainda, a PESA pode ser realizada em ambiente ambulatorial,
sob anestesia local, o que diminui consideravelmente os custos da coleta de

espermatozdides para RA.

www.cornellurology.com

Figura 2- Esquema da PESA: demonstra-se a pun¢@o com escalpe na cabecga do epididimo
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Meniru et al. (1998) demonstraram sucesso na obten¢ao de espermatozdide com
PESA em 83% e indice de gravidez de 35% por ciclo, além da possibilidade de repeti¢dao da
puncdo até quatro vezes. Este autor também comparou resultados de ICSI, utilizando
espermatozdides do ejaculado e coletados por PESA, sem diferenca significativa nas taxas

de fertilizacdo e gravidez.

Chatterjee et al. 2001, utilizando esta técnica, conseguiu espermatozoides
suficientes para a realizacdo de inseminacgdo intra-uterina (IIU), com resultados de gravidez
de 20% por ciclo. Qiu et al. 2003, também conseguiu material suficiente para IIU, porém
com resultado de 4,5% por ciclo. Estes dois autores ressaltam a possibilidade de obten¢ao
de espermatozdides, com o baixo custo da IIU. As complica¢des descritas, como dor ou

hematoma foram minimas (Gorgy et al. 1997 e Wood et al. 2003 ).

A TESE (Testicular Sperm Extraction) é conhecida desde a primeira metade do
século passado como forma de diagnéstico diferencial entre azoospermia obstrutiva € nao
obstrutiva. A técnica consiste na obten¢do de bidpsia testicular, realizada por via escrotal,
com abertura da tinica vaginal, da albuginea e retirada de fragmento de parénquima
testicular, dnico ou multiplo (Vieira e Neves, 2002) (Fig. 3). Este fragmento € encaminhado
ao laboratério para micro-disseccdo com microscopia optica comum e aumento de 400
vezes e procura de espermatozdides. Caso ndo sejam encontrados espermatozdides, novo

fragmento € retirado e repetido o procedimento.

Seu uso para tratamento de homens com azoospermia ndo obstrutiva tem como
base a existéncia de ilhas de espermatogénese preservada, em pacientes com sindrome de

células de Sertoli, parada de maturag¢do ou hipoplasia de células germinativas.

Segundo Ostad et al. (1998), estudando 81 pacientes com ANO, obtiveram
sucesso em 58% dos casos, com média de 6,4 fragmentos. Amer et al. (1999), comparando
resultado desta técnica, com um e quatro fragmentos, revelaram maior probabilidade de
sucesso com fragmentos multiplos. Esse método associado ao ICSI apresenta indice de

fertilizacdo de 55,1% e gravidez de 30,3% (Wald et al. 2000).
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Nos casos de azoospermia nao obstrutiva, o sucesso da bidpsia varia de acordo
com a histologia encontrada, sendo maior nos casos de hipoespermatogénese € menor nos
casos de parada da maturacdo e sindrome de células de Sertoli, obtendo vantagem com
relacdio a técnica percutdnea, em virtude de identificar microrregides produtoras de
espermatozdides. Pacientes com alteragdes genéticas, como microdele¢cdo do cromossomo

Y, apresentam menor chance de obter espermatozdides (Neves e Schlegel, 2004).

A bidpsia testicular pode levar a desvascularizagdo de areas do parénquima e
até atrofia testicular, em razdo de lesdo das artérias que correm abaixo da tdnica
albuginea(Schlegel e Su ,1997). Deste modo, recomenda-se a incisao da albuginea em area

avascular.

Com menor trauma cirurgico, Schlegel (1999) descreveu a técnica de
Micro-TESE, que consiste na realizacio de pequena janela na tdnica albuginea e
exteriorizacdo do tdbulo seminifero, orientada por microscépio cirdrgico, e permite a
recuperagdo de espermatozoides suficientes para a micromanipulacdo e criopreservagao .
Esta técnica € mais utilizada em pacientes com ANO e volume testicular pequeno, onde a
retirada de varios fragmentos poderia comprometer de forma importante a viabilidade do
testiculo. Este procedimento possibilita recuperacdo de espermatozéide em 63% dos casos,

e pode ser realizado sob anestesia local.
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Figura 3- TESE: através de pequena abertura testicular, tibulos seminiferos sdo coletados

e enviados ao laboratorio

TESA (Testicular Sperm Aspiration) técnica descrita por Lewin et al. (1996),
consiste na obten¢do de espermatozdides por meio de bidpsia aspirativa de parénquima
testicular, com agulha fina 21 e 23G, ou grossa 12G, e encaminhada para andlise
microscOpica no laboratério (Fig. 4). Esta puncdo € uma alternativa a TESE, pode ser
realizada com anestesia local (Gorgy et al. 1998). Lewin et al (1999) evidenciaram sucesso
na obtencdo de espermatozdides em 58,5% dos casos de ANO, que associado ao ICSI,
obtiveram taxa de gravidez de 42,8%. Friedler et al. (1997), comparando sucesso entre
TESE e TESA, em pacientes com ANO, observaram resultados superiores com TESE, 43%

e 11%,respectivamente.
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Figura 4- Esquema de TESA - demonstra a retirada de fragmentos do parénquima

testicular, por meio de bidpsia aspirativa

Em revisdo sistemdtica, Van Peperstraten et al. (2006), verificaram que ndo
existem estudos suficientes, quanto ao nimero e homogeneizagao de pacientes, assim como
trabalhos randomizados, para recomendar a melhor técnica de obtengdo de espermatozdides

nos casos de azoospermia obstrutiva e ndo obstrutiva.

Atualmente, a PESA é o método mais empregado em AO, em virtude da
facilidade de realizacgdo, alto indice de sucesso, baixo indice de complicacdes e ainda baixo
custo. Nos casos de insucesso na obtencdo de espermatozdides, recomenda-se a TESA.

Para os casos de ANO, a técnica TESA e TESE sdo as alternativas indicadas.

Quando analisamos os estudos das técnicas de coleta de espermatozdides,
epididimdrias ou testiculares, abertas ou por puncdo, notamos uma grande preocupacgdo dos
autores em avaliar as taxas de recuperacdo e qualidade do material extraido, direcionado

para realiza¢do de reproducdo assistida. Poucos trabalhos clinicos apresentam resultados
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quanto as complicagdes destas técnicas nas estruturas manipuladas. Dados sobre
cicatrizagdo, lesOes estruturais ou presenca de fibrose, apds esses procedimentos, sao
raramente relatados. Em revisdo sistemdtica da literatura ndo foram encontrados estudos
experimentais que pudessem fornecer estas informagdes. Com a finalidade de esclarecer
essas questdes, como comporta-se o epididimo nestas situagdes, propusemo-nos a estudar

os epididimos de ratos, apds multiplas puncdes percutaneas (PESA).
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- Verificar a possibilidade de obten¢do de espermatozdides vidveis em até

cinco pungdes aspirativas epididimarias percutaneas (PESA) sucessivas.

- Estudar as alteracdes histoldgicas inflamatdrias e cicatriciais nos epididimos
de ratos, apds pungdes aspirativas epididimarias percutaneas (PESA)

sucessivas.

- Avaliar as alteracdes estereoldgicas das fibras musculares lisas e coldgenas
nos epididimos, provocadas pelas pungdes aspirativas epididimdrias

percutaneas (PESA) sucessivas.

Objetivos
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Neste estudo foram utilizados 54 ratos machos, da ragca Wistar, fornecidos pelo
Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica (Cemib-Unicamp), na idade reprodutiva
(maior de trés meses de idade) e peso entre 250 — 300g. O projeto foi desenvolvido no
Laboratério de Técnica Cirdrgica do Nucleo de Cirurgia Experimental da Unicamp, de
acordo com as normas do United State National Health Institute e do Comité de Protecao
Animal da Universidade Estadual de Campinas, com protocolo aprovado numero 497-1, de

12 de Dezembro de 2002.

Os animais foram mantidos em ambiente controlado (25 +/- 2 graus C) com
exposicao a luz por 12 horas com 4gua ad libitum e ragao Labina® produzida por Purina®.
Este estudo foi dividido em duas fases: o piloto, na qual se pretendeu padronizar a
histologia epididiméria normal e também a histologia pds-vasectomia; € o grupo de estudo,
iniciado pela realizagdo da vasectomia, com objetivo de causar um fator obstrutivo e
conseqiiente dilatacdo dos tdbulos epididimérios e, em seguida, a realizacdo das puncdes
percutaneas transescrotais. Todos os animais foram anestesiados com Pentobarbital sédico
endovenoso na dose de 30mg/Kg e posicionados na prancha de contencdo. Foi realizada

tricotomia abdominal e a seguir, anti-sepsia com iodo-polivinilpirrolidona (Fig. 5).
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Figura 5- Os animais sendo preparados para os procedimentos. A — Anestesia venosa do

rato. B — Preparo do animal para realizacdo dos procedimentos

O piloto foi constituido de quatro animais, em que dois foram sacrificados para
estudo da anatomia e da histologia do epididimo normal. Outros dois, para padronizacio da
técnica da vasectomia e andlise das alteracdes histoldgicas do epididimo apds o

procedimento (30 dias).

A vasectomia foi realizada por meio de laparotomia mediana infra-umbilical
com secc¢do e ligadura dos ductos deferentes com fio de algoddo 4-0 (Fig. 6). A escolha do
epididimo a ser puncionado foi realizada por sorteio, tendo sido padronizado o lado direito

para estudo e o esquerdo como controle.
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Figura 6- Vasectomia, via abdominal. Ligadura e sec¢@o dos deferentes

O grupo estudado consistiu em 50 ratos que, inicialmente, realizaram a
vasectomia e que foram separados em cinco grupos (I a V) com 10 animais em cada. Os
animais do grupo I foram submetidos a uma punc¢do percutinea aspirativa transescrotal; I a
duas puncgdes; III a trés pungdes; [V a quatro pungdes; V a cinco pungdes. As puncdes dos
epididimos foram feitas apds 30 dias da vasectomia e sempre no lado direito, com escalpe
25G na cabeca do epididimo (Fig. 7). Todas as pungdes epididimérias foram realizadas pelo
autor desta pesquisa. No momento das pung¢des, o material extraido era suspenso em meio
de cultura HTF (Human Tubal Fluid) e analisado, em camara de Makler, para constatacdo e
quantificacdo dos espermatozdides daquela pun¢do (Fig. 8). O intervalo entre cada pungao

foi de 15 dias e os animais foram sacrificados apds 15 dias da dltima puncao.
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Figura 7- A - Palpacio do testiculo e epididimo. B — Pun¢do da cabec¢a do epididimo com

escalpe 25G

A

Figura 8- A - Apés a puncdo, o material era colocado na Camara de Makler

B - confirmacdo da presenca e quantificacdo dos espermatozdides (400x)

Os animais foram sacrificados com Thiopental de sodio na dose de 60mg/Kg.
Os epididimos foram removidos por meio de laparotomia, fixados em liquido de Bouin por
duas horas e, a seguir, em &lcool a 90%, e incluidos em blocos de parafina. Para a
confec¢do das laminas, utilizamos espessuras de 5 e 7um, em que as de 7um foram

exclusivas para o estudo estereoldgico.
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3.1- Analise histologica

Para a andlise histologica, laminas de 5 um foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e sua realizacdo deu-se por um tnico médico patologista do
Departamento de Anatomia Patol6gica da FCM Unicamp. O estudo histolégico dos
epididimos foi realizado com microscopia 6ptica comum (MOC) e aumento de 400 vezes,
quando foram avaliadas as possiveis alteracdes inflamatdrias e cicatriciais, decorrentes da
agressdo causada pelas punc¢des como: infiltrado linfoplasmocitario, reacdo granulomatosa,

necrose, fibrose e desarranjo estrutural.

3.2- Analise estereologica

O método estereoldgico, descrito por Delesse' (1847), tem como objetivo
determinar parametros quantitativos tridimensionais de estruturas anatdmicas, com base em
cortes bidimensionais, utilizando a geometria e a estatistica (Fig. 9). Os dois conceitos
basicos da estereologia sdo: determinacdes “sem desvio” e com pouca variabilidade. Os
resultados sdo numéricos, de facil reproducdo e comparacdo entre diferentes grupos. O
principio Delesse tem como base a relacio entre a drea ocupada por determinado material

na superficie de seccdo e o correspondente volume deste material na estrutura.

As dreas de cortes microscopicos sao determinadas com precisdo e rapidez, por
contagem de pontos (planimetria). Cada ponto corresponde ao centro geométrico de um

poligono, cuja drea deve ser conhecida.

! Delesse- apud Thiel M.Anlise quantitativa da fibrose e semiquantitativa da reacdo inflamatéria de quatro diferentes
slings sintéticos.Tese de Doutorado, FCM-IUnicamp, 2006.
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e Volume
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Ponto ~ LUnha

Figura 9- Observacdo de estruturas tridimensionais em cortes bidimensionais. O volume

aparece como area; a area com linha e a linha como ponto
Fonte: Thiel M. 2006

Sistema-teste € um conjunto de linhas e pontos, que deve ser sobreposto a
imagem estereolégica com arranjo regular ou ndo (aleatério). E necessdria a calibragem do
sistema-teste de acordo com o aumento da imagem projetada que € analisada. O
sistema-teste 42 possui 21 linhas, com dois pontos em cada extremidade, perfazendo total

de 42 pontos-teste, os quais deverdo ser tocados pelas estruturas para a quantificacdo final

(Fig. 10).

Figura 10- Sistema-Teste M-42 de multiuso. Possui 21 linhas com comprimento conhecido
(d) e 2 pontos de teste em cada extremidade (total 42 pontos-teste). A area de

teste é 36,36 d*
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Para o estudo estereoldgico, laminas de Sum foram coradas com Tricromio de
Masson e as de 7um foram coradas com “sirus red”. Utiliza-se microscopia com luz
polarizada e aumento de 400 vezes, empregando o sistema teste M-42 (Tonbridge®).
Foram analisados doze campos microscopicos, ao acaso, de cada lamina. Em todos os
grupos, somente o epididimo direito foi avaliado, sendo quantificada a densidade
volumétrica de fibras musculares lisas e coldgenas. A férmula utilizada para o cédlculo da

densidade volumétrica foi:

Vv= Pp x 100%
Pt

Vv densidade volumétrica; Pp ndmero de pontos da estrutura estudada;

Pt niimero do ponto do teste (no caso 42)

3.3- Analise estatistica

O ndmero de espermatozdides obtidos nas puncdes foi descrito por meio de

média e desvio-padriao, mediana, primeiro e terceiro quartil.

Na andlise qualitativa foi empregado o teste de Wilcoxon para comparar as
diferengas entre o epididimo puncionado e o controle, em cada grupo, nas varidveis

infiltrado linfoplasmocitério, reacdo granulomatosa, necrose, fibrose e desarranjo estrutural.

Os testes Qui-Quadrado e Fisher foram utilizados para avaliacdo da diferenca

entre os grupos, ou seja, do efeito cumulativo das pungdes.

Para a andlise estereoldgica dos epididimos, foi empregado o teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis.

Em todos testes acima citados, o critério de significancia foi considerado

p <0,05.
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No grupo piloto, observou-se que nao ocorreu alteracdo no tamanho do testiculo
e do epididimo dos ratos normais e naqueles que realizaram vasectomia. O estudo
histologico demonstrou que a vasectomia promoveu dilatagdo dos ductos epididimarios,

sem sinais inflamatérios (Fig. 11).

Figura 11- Epididimo pos-vasectomia com aumento de 200x(A) e 400x (B), denotando a

dilatacao dos tubulos epididimarios, sem altera¢des inflamatorias (HE)

4.1- Anadlise quantitativa

A andlise do aspirado deu-se pela confirmagao da presenca e quantificagdo do
nimero de espermatozoides em cada puncdo. Constatou-se presenca de espermatozoides
em 97,2% das pungdes, e auséncia em dois casos no grupo II e dois no grupo V. A
distribuicdo do numero de espermatozoides no grupo I encontra-se no Grafico 1. O nimero
de espermatozdides recuperados nas pungoes foi bastante expressivo, com médias de 48,78
x 10° /ml, 37,55 x 10° /ml, 26,33 x 10° /ml, 33,90 x 10° /ml e 41,34 x 10° /ml, nos grupos

[ a 'V, respectivamente.
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Griafico 1- Distribuicdo do niimero de espermatozoides no grupo I, com variagdo de

10 2 92 x 10° /ml, média de 48,78 x 10° /ml, mediana de 40 x 10° /ml, primeiro

quartil 27 x 10° /ml e terceiro quartil 75,5 x 10° /ml (p<0,05)

No periodo de estudo, ocorreram trés mortes de animais por causa

desconhecida, nos grupos I, III e IV. A andlise histologica e estereoldgica foram realizadas

em 47 ratos.

4.2- Analise histologica

As andlises histologicas dos epididimos, comparando o

lado direito

(com pungdo) e esquerdo (sem pungdo) nas varidveis infiltrado linfoplasmocitério, reacao

granulomatosa, necrose, fibrose ¢ desarranjo estrutural mostraram:
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Infiltrado linfoplasmocitario — ocorreram alteragdes em 44%, 80%, 100%,
100% e 100% no lado direito (Fig. 12), e em 0%, 10%, 0%, 22% e 10% no lado esquerdo,

nos grupos de I a V, respectivamente. Estas alteracdes mostraram diferenca significativa a

100+

80+

60+

OLado D
B Lado E

407

grupo | grupo ll grupolll grupolV grupoV
p=0,0625 p=0,0078 p=0,0020 p=0,0078 p=0,0020

Grafico 2- Porcentagem de animais que apresentaram alteracdes no infiltrado
linfoplasmocitario, nos grupos I a V. Diferenca significativa a partir do

grupo II (p<0,05)

O teste de Qui-Quadrado mostra que existe diferenca entre os cinco grupos
(p = 0,0018). O teste de Fisher identifica onde ocorreram estas diferengas nos grupos.
Quando comparados, os grupos I e II, ndo mostraram diferenca significativa (p = 0,11). A
comparagdo entre o grupo I com os grupos III, IV ¢ V mostrou que existe diferenga
significativa (p =0,0032; 0,0032 e 0,0013, respectivamente). No grupo Il comparado com
III, IV e V nado houve diferenga significativa (p = 0,60). Entre os grupos III, IV e V ndo
ocorreram diferengas significativas (p=1). Em resumo:( I =II) e (I) # (III=1V=V).
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Reacdo granulomatosa — ocorreram alteragdes em 44%, 90%, 55%, 89% e
90% no lado direito (Fig. 13), e em 11%, 10%, 0%, 0% e 10% no lado esquerdo, nos
grupos I a V, respectivamente. Este aspecto também mostrou diferenca significativa a partir

da segunda puncgao (Grafico 3).

Figura 13- Reacdo granulomatosa, em diferentes graus de aparecimento (HE — 400x)
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Grafico 3- Porcentagem de animais que apresentaram reagdo granulomatosa, nos grupos

Ia V. Diferenca significativa a partir do grupo II (p<0,05)

O teste de Qui-Quadrado, nesta varidvel, demonstrou que ndo existe diferenca

significativa entre os epididimos dos cinco grupos analisados (p = 0,0521).
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Necrose: ocorreram alteragoes em 33%, 80%, 33%, 44% ¢ 60% no lado direito

(Fig. 14) e em 0%, 10%, 0%, 0% e 0% no lado esquerdo, nos grupos I a V,

respectivamente. Esta andlise ndo se mostrou significante (Grafico 4).

Figura 14- Necrose, em diferentes graus (HE — 400x)
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Grafico 4- Porcentagem de animais que apresentaram necrose nos grupos [ a V.

Diferengas significativas somente no grupo Il e V (p < 0,05)

O teste de Qui-Quadrado, nesta variavel, demonstra que nado existe diferenca

significativa entre os epididimos dos cinco grupos analisados (p = 0,2396).
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Fibrose: ocorreram alteragoes em 22%, 50%, 100%, 100% e 100% no lado
direito (Fig. 15), e 0%, 0%, 0%, 22% e 10% no lado esquerdo, nos grupos I a V,
respectivamente. Esta analise também se mostrou significante a partir da segunda pungao

(Gréfico 5).
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Figura 15- Fibrose, nos diferentes graus encontrados (HE — 400x).
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Grifico 5- Porcentagem de animais que apresentaram fibrose, nos grupos [ a V. Diferenga

significativa a partir do grupo II (p<0,05)

O teste de Qui-Quadrado mostrou que existe diferenca entre os grupos
(p = 0,0001). O teste de Fisher identifica onde ocorreram estas diferencas nos grupos.
Quando comparados, os grupos I e II ndo mostraram diferenga significativa (p = 0,5984). A
comparagdo entre o grupo I com os grupos III, IV e V, mostrou que existe diferenga
significativa (p = 0,0005; 0,0005 e 0,0002 respectivamente). O grupo Il comparado com III,
IV e V apresentou diferenca significativa (p = 0,001). Entre os grupos III, IV e V, nao
ocorreram diferengas significativas (p=1). Em resumo: (1=1I') # (IlI=1IV=V)).
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Desarranjo estrutural: apresentaram altera¢des em 55%, 90%, 88%, 100% e
80% no lado direito (Fig. 16), e 11%, 0%, 0%, 11% e 10% no lado esquerdo, nos grupos I a
V, respectivamente. Este aspecto também se mostrou significativo a partir da segunda

pungdo (Grafico 6).
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Figura 16- Desarranjo estrutural, em graus variados (HE — 400x)
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Griafico 6- Porcentagem de animais que apresentaram desarranjo estrutural, nos grupos

[ a V. Diferenca significativa a partir do grupo II (p < 0,05)

O teste de Qui-Quadrado demonstra que ndo existe diferenca significativa entre

os epididimos dos cinco grupos analisados (p = 0,1118).

Apdés a analise dos dados, observou-se que as varidveis infiltrado
linfoplasmocitario, reagdo granulomatosa, fibrose e desarranjo estrutural apresentam
diferenca significante a partir da segunda puncao. O efeito cumulativo das pun¢des somente

foi observado nas variaveis infiltrado linfoplasmocitario e fibrose.
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4.3- Analise estereologica

Na analise estereologica dos epididimos foram estudadas as densidades

volumétricas de fibras de musculo liso e de fibras colagenas:

Densidade volumétrica de musculo liso: que correspondeu a 23,56%, 22,40%,
19,89%, 19,56% e 19,10% no lado direito, nos grupos I a V, respectivamente,
representando diminui¢do total de 19%. Apesar da distribuicio de musculo liso nos

epididimos apresentar diferencas, elas ndo foram significativas (Grafico 7).
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Griafico 7- A densidade volumétrica de musculo liso nos epididimos ¢ decrescente, de

acordo com o aumento do numero de pungdes, porém ndo significante

(p>0,05)
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Densidade volumétrica de fibras colagenas: o volume ocupado foi de
21,56%, 27,60%, 35,67%, 37,56% e 38,60% no lado puncionado (D), nos grupos [ a V,
respectivamente, representando aumento total de 79%. Esse resultado demonstra a
existéncia de diferencga significativa entre o grupo I e o II, assim como do grupo II com os

outros grupos (Grafico 8).
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Grafico 8- A densidade volumétrica de fibras colagenas nos epididimos ¢é crescente,
conforme aumenta o numero de pungdes. Grupo I e II (#) e grupo II e III (&)

(p<0,05)

Resultados

47



5- DISCUSSAO

48

i}



5.1- Discussdao do método

Os animais de experimentacao, ratos da linhagem Wistar, foram fornecidos pelo
Cemib-Unicamp com mesma idade e peso. A escolha desse animal foi pela
homogeneizacdo dos ratos, pelo tamanho dos 6rgdos sexuais masculino, que possibilitam a
facil manipulacio e pela grande producdo de espermatozdides (Mastroianni e

Bigger, 1981).

O grupo piloto foi empregado para estudar a histologia normal do epididimo do
rato e as alteracOes decorrentes da obstrucdo causada pela vasectomia. O objetivo foi criar
modelo experimental de azoospermia obstrutiva. A escolha da vasectomia por via

abdominal evitou a manipulac¢io das gonadas, sem qualquer interferéncia local.

A andlise histologica confirmou a dilatacdo dos tubulos epididimarios,
demonstrando a eficiéncia do modelo desenvolvido. Confirmado o fator obstrutivo,
justificou-se a realizacdo da PESA que ¢é a finalidade desse estudo.
Sukcharoen_et al. (2002), em estudo de 49 pacientes azoospérmicos que realizaram PESA,

demonstraram facilidade da punc¢do, quando a dilatacdo epididimaria era presente.

A escolha da PESA ocorreu por ser a técnica mais empregada na obtencdo de
espermatozdides nos casos de AO, por permitir repeticdo do processo, nos estudos clinicos
maximo de quatro pungdes, pela facilidade de realizacdo, baixo custo, ndo utilizagdo de
microscOpio e material microcirdrgico, poucos relatos clinicos das complicagdes
decorrentes das puncdes e nenhum trabalho experimental (Meniru et al. 1998,

Rosenlund et al. 1998, Glina et al. 2003).

O periodo entre as puncdes foi de 15 dias, que corresponde ao ciclo da

espermatogénese no rato (Monesi, 1972).

A andlise histoldgica foi importante na determinacio das reagdes inflamatdrias
e cicatriciais decorrentes das pungdes. Este estudo permitiu mostrar danos aos epididimos

causados pelas repetidas pungdes.
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A andlise estereoldgica permite uma avaliacdo tridimensional, com carater
quantitativo, apresentando assim uma andlise mais detalhada das alteragdes promovidas
pelas puncdes epididimdrias. Montes (1996) refere que nos estudos em que se visa
estabelecer padrdes de fibrose, o uso da estereologia permite um maior grau de exatidao
que os estudos histolégicos tradicionais, tornando-se assim o padrao ouro para a avaliagao

de tecido conjuntivo.

5.2- Discussao dos resultados

Em revisdo na PubMed nao foram encontrados outros trabalhos experimentais
com PESA e miultiplas pun¢des. Deste modo, os resultados do presente estudo serdo
comparados com os resultados de estudos clinicos com fins de argumentacdo sabendo que

sdo grupos distintos.

A PESA realizada em ratos permitiu a obtencdo de espermatozdides méveis em
grande quantidade nas cinco pungdes, sem diferenca estatistica entre os grupos. Vdarios
autores relataram a possibilidade de obten¢do de espermatozdides em puncdes repetidas.
Meniru et al (1998) demonstraram, em série de 177 pacientes, sucesso de 82%, 93%, 96% e
100% em até quatro puncdes seqiienciais utilizando PESA e, em associagdo ao ICSI,
obtiveram indices de gravidez de 35% por ciclo. Rosenlund et al.(1998) trataram
27 pacientes, utilizando PESA associada ao ICSI, em que realizaram repetidas pungdes até
numero de quatro. Obtiveram suficiente nimero de espermatozdides méveis em 91%, 89%,
86% e 100% nas quatro pungdes, respectivamente. A possibilidade de criopreservacao
ocorreu em 33%, nas duas primeiras e 14%, na terceira pungdo. Taxas de fertilizacdo de
62%, 67%, 47% e 62%, respectivamente. Glina et al.(2003), em estudo retrospectivo de
58 pacientes, obtiveram 81%, 87%, 80%, 100% de espermatozéides em puncdes de um a
quatro, respectivamente, com criopreservacdo em 43% e taxas de gravidez de 38%.
Resultados diferentes foram relatados por Pasqualotto et al. (2003), que estudaram
19 pacientes com repeti¢cao da PESA, e obtiveram espermatozdides na primeira pungdo em

somente 26,3% casos e 36,4%, na segunda.
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Em muitos estudos, altas taxas de sucesso foram observadas na obtengdo de
espermatozoides, entretanto, um pequeno ndmero de pacientes realizaram trés ou quatro
pungdes, ndo permitindo concluir qual o ndmero seguro de PESA pode ser realizado. Em
nosso estudo, o mesmo numero de animais foi avaliado, nos diferentes grupos,
possibilitando uma homogeneizacdo dos resultados, e com obtengdo de espermatozdides
em todos grupos, de maneira constante, inclusive até cinco pungdes. Esse estudo permite
inferir que, no rato Wistar, é possivel obter espermatozdides em até cinco pungdes do

epididimo.

As andlises histologicas das alteragdes inflamatdrias dos epididimos dos ratos
mostraram que as punc¢des promoveram danos estruturais, quando comparadas com o
epididimo contralateral. As varidveis analisadas, infiltrado linfoplasmocitario, reagdo
granulomatosa, necrose, fibrose e desarranjo estrutural foram escolhidas por fazer parte do
processo inflamatério e de cicatrizagdo, ocorrendo alteragcdes de maior intensidade,
proporcionalmente, ao aumento do nimero de puncdes, com excecdo da necrose. Essas
alteragdes mostraram-se significativas a partir da segunda punc¢do. O efeito cumulativo das
puncdes somente foi verificado nos parametros infiltrado linfoplasmocitério e fibrose. Chan
e Libman (2003) realizaram vasoepididimoanastomose em dois pacientes submetidos a
PESA e observaram fibrose na cabeca, corpo e cauda dos epididimos, além da aderéncia
entre a tinica vaginal e o epididimo. Outros trabalhos sugerem fibrose apés PESA como
causa provdavel da auséncia de obtencdo de espermatozdéides numa nova pungdo
(Pasqualotto et al. 2003). Gorgy et al. (1997) observaram formagdo de pequenos nédulos
nos epididimos puncionados. Esses poucos relatos clinicos sugerem a ocorréncia de
processo inflamatério causado pelas puncdes, e podem corresponder aos achados

histologicos de nosso estudo.

A andlise do epididimo, apés puncao no homem, somente é verificada se outros
procedimentos cirdrgicos forem realizados. A avaliacdo ndo invasiva por meio do ultra-som
nao demonstrou anormalidades decorrentes da PESA (Ron-el et al., 1998). Os resultados
experimentais indicam que pungdes epididimdrias repetidas produzem reacgdes
inflamatoérias, permitindo mesmo assim a coleta de espermatozdides até cinco puncoes.
Novos estudos com nimero maior de puncdes serdo necessdrios para estabelecer o limite

numérico da PESA.
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Os resultados da andlise estereoldgica demonstraram diminuicao da densidade
das fibras musculares lisas, porém sem diferenca significativa, e aumento significativo da
densidade do tecido conjuntivo. A literatura € insuficiente em relacdo a porcentagem de
musculo liso e tecido conjuntivo no epididimo de humanos e animais. Rubinstein e
Mandarim-De-Lacerda (1995) realizaram estudo estereoldgico em epididimos humanos
sem doencga conhecida e verificaram que a densidade de musculo liso em adultos era de
22% e do tecido conjuntivo variaram de 21 a 27%. Os valores encontrados em nosso
estudo, apds a primeira punc¢do, sdo semelhantes aos de Rubinstein, mostrando que o rato é
um bom modelo de estudo. Peng et al. (2002), em estudo estereolégico de epididimos e
testiculos de primatas, verificaram que a vasectomia ndo promoveu alteragdes das fibras
coldgenas no testiculo e epididimo. Isso mostra que as alteragdes estereoldgicas observadas
em nosso estudo sdo decorrentes das pungdes e ndo da vasectomia. A importancia do
estudo estereoldgico foi demonstrar a mudanga nas propor¢des encontradas entre o tecido

conjuntivo e muscular liso decorrente do processo inflamatério secundario as PESA.

Os conhecimentos adquiridos neste estudo permitem concluir que as multiplas
PESA levam a alteragdes inflamatérias, com mudangas nas propor¢des de estruturas do
epididimo e apesar disso, essas alteracdes ainda possibilitam a obtencdo de
espermatozdides em até cinco puncdes. Transferindo essas informacdes para a clinica,
maior nimero de pungdes epididimdrias poderdo ser realizadas. Entretanto, reconstrugdes

epididimdrias poderdo estar comprometidas em virtude do processo inflamatério.
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- A PESA possibilitou a obten¢do de espermatozdides vidveis em todos os cinco

grupos estudados.

- Todos os animais apresentaram alteracdes histoldgicas significativas dos
epididimos, quando comparados ao grupo controle, a partir da segunda
punc¢do, exceto na varidvel necrose. Somente nas varidveis infiltrado

linfoplasmocitério e fibrose foi observado efeito cumulativo das PESA.

- O estudo estereologico demonstrou aumento significativo da densidade

volumétrica de tecido conjuntivo nos epididimos, provocadas pelas PESA.
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Tabela 1 - dados descritivos de todas puncoes das variaveis: tamanho testiculo (cm) direito,
tamanho testiculo (cm) esquerdo, n° de espermatozoides (1milhdo/ml) de ratos
por n’ de pungées (Grupos Ia V).

62

Variavel N | Média |Desvio Padriao| Varidncia V(;Z?;;li:a Minimo 10 Quartil Mediana | 3oQuartil
Z Tamanho Testiculo (cm) Direito  Grupol 9 1,88 0,19 0,03 9,88 1,50 1,80 1,90 2,05
? Tamanho Testiculo (cm) Esquerdo Grupol 9 1,68 0,36 0,13 21,44 1,00 1,40 1,80 2,00
© N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupol Pungéol 9 48,78 27,67 765,44 56,72 10,00 27,00 40,00 75,50
= Tamanho Testiculo (cm) Direito  Grupo2 10 1,80 0,23 0,05 12,83 1,50 1,50 1,80 2,00
g_ Tamanho Testiculo (cm) Esquerdo Grupo2 10 1,84 0,18 0,03 9,65 1,50 1,75 1,90 1,93
5 N° SPM (1 milhd@o/ml ) Grupo2 Puncéol 10 { 30,70 33,90 1147,60 110,34 3,00 6,75 14,50 48,00
N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo2 Pungdo2 10| 44,40 59,20 3504,10 133,26 0,10 9,78 22,50 62,80
Tamanho Testiculo (cm) Direito  Grupo3 9 1,79 0,30 0,09 16,64 1,60 1,60 1,70 1,90
E Tamanho Testiculo (cm) Esquerdo Grupo3 9 1,90 0,09 0,01 4,56 1,80 1,80 1,90 2,00
E“ N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo3 Puncéol 9 28,00 18,83 354,50 67,24 0,00 18,50 23,00 40,50
G N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo3 Puncio2 9 27,00 15,07 227,00 55,80 10,00 14,50 23,00 39,50
N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo3 Pungdo3 9 24,00 23,45 550,00 97,72 0,00 1,00 26,00 44,50
Tamanho Testiculo (cm) Direito  Grupo4 9 1,81 0,18 0,03 10,12 1,60 1,65 1,80 1,90
> Tamanho Testiculo (cm) Esquerdo Grupo4 9 1,87 0,10 0,01 5,36 1,70 1,80 1,90 1,95
E N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo4 Puncdol 9 36,56 13,22 174,78 36,17 21,00 26,00 35,00 47,00
E N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo4 Punco2 9 52,70 58,40 3406,50 110,82 12,00 18,00 39,00 62,50
N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo4 Puncio3 9 22,78 29,72 883,44 130,49 3,00 6,00 16,00 20,50
N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo4 Puncio4 9 23,56 27,29 744,78 115,86 1,00 2,50 18,00 29,50
Tamanho Testiculo (cm) Direito  Grupo5 10 1,77 0,21 0,04 11,62 1,40 1,65 1,80 1,85
Tamanho Testiculo (cm) Esquerdo Grupo5 10 1,87 0,14 0,02 7,58 1,70 1,70 1,90 2,00
t N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo5 Puncéol 10 54,80 27,76 770,40 50,65 24,00 27,75 54,00 81,50
E" N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo5 Puncdo2 10 | 47,40 31,70 1004,00 66,85 5,00 24,30 44,00 74,50
© N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo5 Puncdo3 10| 39,10 32,40 1052,80 82,98 3,00 9,00 33,50 70,80
N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo5 Puncido4 10 31,50 37,80 1432,10 120,13 0,00 3,50 23,00 48,30
N° SPM (1 milhdo/ml ) Grupo5 Pungdo5 10| 33,90 46,10 2120,70 135,72 0,00 0,18 9,00 100,00
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Tabela 2 - Teste do sinal de Wilcoxon para comparacio (intragrupo) do lado DIREITO com lado ESQUERDO
do testiculo,segundo tipo de alteracio no epididimo

Comparacao dos lados (tipo de Z;:Zi'i‘::o) N valor p Significancia *
D vs E Desarranjo Gl 9 0,0625 ndo existe diferenca significativa
— D vs E Fibrose Gl 9 0,25 nao existe diferenca significativa
% D vs E Infilt.Linfop. Gl 9 0,0625 ndo existe diferenca significativa
© D vs E Reac.Granul. G1 9 0,125 ndo existe diferenca significativa
D vs E Necrose G1 9 0,125 nao existe diferenca significativa
D vs E Desarranjo G2 10 0,0039 existe diferenca significativa
= D vs E Fibrose G2 10 0,0313 existe diferenca significativa
% D vs E Infilt.Linfop. G2 10 0,0078 existe diferenca significativa
o D vs E Reac.Granul. G2 10 0,0039 existe diferenca significativa
D vs E Necrose G2 10 0,0078 existe diferenca significativa
D vs E Desarranjo G3 9 0,0078 existe diferenca significativa
E D vs E Fibrose G3 9 0,002 existe diferenca significativa
§- D vs E Infilt.Linfop. G3 9 0,002 existe diferenca significativa
5 D vs E Reac.Granul. G3 9 0,0313 existe diferenca significativa
D vs E Necrose G3 9 0,125 nao existe diferenca significativa
D vs E Desarranjo G4 9 0,0039 existe diferenca significativa
Z D vs E Fibrose G4 9 0,0078 existe diferenca significativa
§- D vs E Infilt.Linfop. G4 9 0,0078 existe diferenca significativa
5 D vs E Reac.Granul. G4 9 0,0039 existe diferenca significativa
D vs E Necrose G4 9 0,0625 ndo existe diferenca significativa
D vs E Desarranjo G5 10 0,0078 existe diferenca significativa
> D vs E Fibrose G5 10 0,0020 existe diferenca significativa
é“ D vs E Infilt.Linfop. G5 10 0,0020 existe diferenca significativa
o D vs E Reac.Granul. G5 10 0,0039 existe diferenca significativa
D vs E Necrose G5 10 0,0156 existe diferenca significativa

* Considerando um nivel de significincia de 5 %
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Tabela 3- Teste de Qui-Quadrado da Razdo de Mdxima Verosimilhanca para comparar os cinco grupos de tratamento,
segundo variavel de alteracio no epididimo

Comparacdo dos Variavel G.L. Teste valor p Significancia *
subgrupos
IvsII vs Il vs IV vs V Desarranjo 4 7,4976 0,11 ndo existe diferenca signif.
IvsIIvsIII vs IV vs V | Reac. Granul. 4 9,3888 0,05 ndo existe diferenga signif.
ITvsITvs IIT vs IV vs V Necrose 4 6,3865 0,1721 ndo existe diferenga signif.
ITvsIITvsIII vs IV vs V Fibrose 4 30,0041 <0,,0001 existe diferencga signif.
IvsII vs Il vs IV vs V | Infilt. Linfop. 4 17,1874 0,0018 existe diferenca signif.

* Considerando um nivel de significancia de 5 %

Tabela 4- Teste Exato de Fisher para comparacdes muiltiplas
dos cinco grupos de tratamento, segundo a variavel Infilt.
Linfop.
Comparacao dos PPN
valor p (%) Significancia *
grupos
I vs II 11,51 nao existe diferenca signif.
I vs I 0,32 existe diferenca signif.
I vs IV 0,32 existe diferenca signif.
I vsV 0,13 existe diferenca signif.
1T vs III 60,32 ndo existe diferenca signif.
I vs IV 60,32 ndo existe diferenca signif.
I vs V 60,32 ndo existe diferenca signif.
I vs IV 100,00 nao existe diferenca signif.
I vs V 100,00 ndo existe diferenca signif.
IV vs V 100,00 ndo existe diferenca signif.

* Considerando um nivel de significancia de 5 %
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Tabela 5- Teste Exato de Fisher para comparacoes multiplas dos
cinco grupos de tratamento, segundo a variavel Fibrose

Comparacdo dos valor p ( %) Significancia *

grupos

I vs I 59,84 ndo existe diferencga signif.
I vs III 0,05 existe diferenga signif.

I vs IV 0,05 existe diferenga signif.

I vsV 0,02 existe diferenga signif.
I vs III 1,08 existe diferenga signif.
ITvs IV 1,08 existe diferenca signif.
ITvs V 1,08 existe diferenca signif.
1T vs IV 100,00 nao existe diferenca signif.
III vs V 100,00 nao existe diferenca signif.
IV vs V 100,00 ndo existe diferenca signif.
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