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RESUMO

Introducéo: A azoospermia, definida pela auséncia completa de espermatozoides no ejaculado,
afeta aproximadamente 10% dos homens com infertilidade. Em cerca de 2/3 desses homens, a
azoospermia esta associada a uma falha na espermatogénese, reconhecida como a apresentacao
mais grave da infertilidade masculina. Através da recuperacdo cirurgica de espermatozoides, €
possivel identificar areas focais com atividade espermatogénica. No entanto, até o presente
momento, as taxas de sucesso na recuperacdao espermaticas por meio de diferentes técnicas
cirargicas variam de 20 a 60%, destacando a necessidade de aprimoramento. Com o objetivo
de melhorar as taxas de sucesso na recuperacdo espermatica, varios estudos tém explorado
maneiras de otimizar a espermatogénese através de intervencdes cirargicas e farmacoldgicas.
A hipétese é que a adi¢do de hCG recombinante possa contribuir para maiores taxas de sucesso
ao estimular as células de Leydig a aumentar a producdo enddgena de testosterona (T)
intratesticular, uma vez que a T é fundamental para a maturacdo dos espermatozoides nos

estagios finais da espermatogénese.

Objetivos: Avaliar a acdo da estimulacdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes nas
taxas de sucesso da recuperacdo espermatica através da microdisseccdo testicular (micro-
TESE). Dentre os objetivos secundarios foram avaliados: os fatores associados ao sucesso na
recuperacdo espermatica; as taxas de sucesso da recuperacao espermatica no grupo de pacientes
com valores normais e elevados de FSH basais, utilizando como limite 12 UI/L; as taxas de
sucesso da recuperacdo espermatica de acordo com classes histopatoldgicas na populacdo
tratada e ndo-tratada; a frequéncia de eventos adversos na populacédo tratada; a frequéncia de

complicacdes pds-operatorias advindas da micro-TESE na populacdo geral.

Materiais e Métodos: O estudo de coorte incluiu 616 pacientes com azoospermia ndo-obstrutiva
(ANO) e hipogonadismo bioquimico (T total < 350 ng/dL), divididos entre grupo tratado
(n=291) com gonadotrofinas recombinantes previamente a micro-TESE e grupo néo tratado
(n=325). Os pacientes apresentavam idade entre 21-55 anos e foram submetidos a avaliagéo
clinica, laboratorial e histopatologica do parénquima testicular. Os pacientes tratados receberam
hCG recombinante, com a possibilidade da adicdo de FSH recombinante e/ou inibidor de
aromatase conforme protocolo da instituicdo. A razdo de chances bruta e ajustada, assim como
o intervalo de confianca (IC) de 95% foram calculados para definir a relacdo entre preditores

ao sucesso na recuperacdo espermatica. Por meio de analise com regressao logistica



multivariada avaliamos as associa¢des entre varidveis e 0 sucesso da micro-TESE, tanto para

populagéo geral quanto para o grupo tratado.

Resultados: A taxa de sucesso da micro-TESE na populacéo geral foi de 56,6%. O grupo tratado
apresentou taxa de sucesso da micro-TESE significativamente maior comparado ao grupo nao
tratado (62,5% vs. 51,4%, P=0,006). Niveis basais de FSH (P=0,04), auséncia de varicocele
clinica (P=0,04), historia de varicocelectomia prévia (P=0,01), uso da estimulacdo hormonal
antes da micro-TESE (P=0,0002) e padrdes histopatologicos obtidos das bidpsias feitas durante
a micro-TESE (P<0,0001) foram identificadas como fatores independentes ligados a um
resultado positivo na recuperacdo de espermatozoides. Apds a terapia hormonal, apenas 22,3%
(65/291) dos pacientes mantiveram hipogonadicos, sendo que homens eugonadicos obtiveram
maiores taxas na recuperacao espermatica (69,4% vs. 38,5%, P<0,001). Dentre os pacientes
tratados, apenas os niveis de T total pré-micro-TESE (P=0,028) e delta T (P<0,001) foram
independentemente associados ao sucesso da recuperacdo espermatica. Niveis de T pré-micro-
TESE de 418,5 ng/dL (AUC: 0,78) e delta T de 258 ng/dL (AUC: 0,76) diferenciaram o grupo
de pacientes tratados entre sucesso e falha na recuperacdo espermatica. Apos ajuste do modelo
de regressdo, apenas pacientes normogonadotroficos (FSH<12 UI/L) demonstraram
significancia estatistica na razao de chances da recuperacao espermatica (OR ajustado 3,2, 1,59-
6,44; P=0,001). Dentre os padrdes histologicos, somente 0s pacientes com padrdo histolégico
com parada de maturagdo demonstraram resposta a estimulacdo hormonal para maiores taxas
de recuperacdo espermatica (P=0,004), sendo aqueles com estagios de parada mais avan¢ados
0s maiores beneficiados ao uso de estimulacdo hormonal para o sucesso da micro-TESE
(P=0,007). Apenas 10,3% (30/291) dos pacientes apresentaram efeitos adversos atribuidos a
estimulacdo hormonal, enquanto 2,3% (14/616) dos pacientes submetidos a micro-TESE

apresentaram complicacfes pos-operatorias precoces.

Concluséo: A estimulagdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes demonstrou eficacia e
segurangca, com baixas taxas de efeitos adversos. Enquanto a causalidade ndo pode ser
estabelecida, os achados deste estudo sugerem que pacientes com ANO e hipogonadismo
bioquimico se beneficiam com a estimulagdo hormonal e correcdo de varicocele clinica
previamente a micro-TESE. S80 necessarios estudos em larga escala, multicéntricos e
randomizados para confirmar esses achados e determinar a eficacia e seguranca dessa
abordagem antes da cirurgia de recuperagdo espermatica.

Palavras chaves: Estimulacdo hormonal; Azoospermia ndo-obstrutiva; Gonadotrofinas



ABSTRACT

Introduction: Azoospermia, defined as the complete absence of spermatozoa in the ejaculate,
affects approximately 10% of men with infertility. In about 2/3 of these men, azoospermia is
associated with a spermatogenic failure, which has been recognized as the most severe
presentation of male infertility. Surgical sperm retrieval can identify focal areas with
spermatogenic activity. However, success rates in sperm retrieval through different surgical
techniques currently range from 20 to 60%, highlighting the necessity for improvement. With
the aim of enhancing success rates in sperm retrieval, numerous studies have explored ways to
optimize spermatogenesis through surgical and pharmacological interventions. The hypothesis
is that the addition of recombinant hCG may contribute to higher success rates by stimulating
Leydig cells to increase endogenous intratesticular testosterone (T) production, as T is crucial

for sperm maturation in the final stages of spermatogenesis.

Obijectives: To evaluate the effect of hormonal stimulation with recombinant gonadotropins on
success rates in sperm retrieval through microdissection testicular sperm extraction (micro-
TESE). Secondary objectives included evaluating factors associated with success in sperm
retrieval, success rates in sperm retrieval for patients with normal and elevated baseline FSH
values (using 12 IU/L as a threshold), success rates in sperm retrieval according to
histopathological classes in the treated and untreated populations, the frequency of adverse
events in the treated population, and the frequency of postoperative complications arising from

micro-TESE in the overall population.

Materials and Methods: The cohort study included 616 patients with non-obstructive
azoospermia (NOA) and biochemical hypogonadism (total T < 350 ng/dL), divided into a
treated group (n=291) receiving recombinant gonadotropins prior to micro-TESE and an
untreated group (n=325). Patients were aged between 21-55 years and underwent clinical,
laboratory, and histopathological evaluation of the testicular parenchyma. Treated patients
received recombinant hCG, with the possibility of adding recombinant FSH and/or aromatase
inhibitors according to the institution's protocol. The crude and adjusted odds ratios and a 95%
confidence interval (Cl) were calculated to define the relationship between predictors and
success in sperm retrieval. Multivariate logistic regression analysis assessed associations

between variables and micro-TESE success for the overall population and the treated group.



Results: The micro-TESE success rate in the overall population was 56,6%. The treated group
had a significantly higher micro-TESE success rate compared to the untreated group (62,5%
vs. 51,4%, P=0,006). Baseline FSH levels (P=0,04), absence of clinical varicocele (P=0,04),
history of prior varicocelectomy (P=0,01), use of hormonal stimulation before micro-TESE
(P=0,0002), and histopathological patterns obtained from biopsies during micro-TESE
(P<0,0001) were identified as independent factors linked to a positive outcome in sperm
retrieval. After hormonal therapy, only 22,3% (65/291) of patients remained hypogonadal, with
eugonadal men achieving higher rates in sperm retrieval (69,4% vs. 38,5%, P<0,001). Among
treated patients, only pre-micro-TESE total T levels (P=0,028) and delta T (P<0,001) were
independently associated with success in sperm retrieval. Pre-micro-TESE T levels of 418,5
ng/dL (AUC: 0,78) and delta T of 258 ng/dL (AUC: 0,76) differentiated the treated patient
group between success and failure in sperm retrieval. After adjusting the regression model, only
normogonadotropic patients (FSH<12 IU/L) demonstrated statistical significance in the odds
ratio for sperm retrieval (adjusted OR 3,2, 1,59-6,44; P=0,001). Among histological patterns,
only patients with a histological pattern of maturation arrest showed a response to hormonal
stimulation for higher rates of sperm retrieval (P=0.004), with those at more advanced stages
of arrest benefiting the most from hormonal stimulation for micro-TESE success (P=0,007).
Only 10,3% (30/291) of patients experienced adverse effects attributed to hormonal
stimulation, while 2,3% (14/616) of patients undergoing micro-TESE had early postoperative

complications.

Conclusion: Hormonal stimulation with recombinant gonadotropins demonstrated efficacy and
safety, with low rates of adverse effects. While causality cannot be established, findings from
this study suggest that patients with NOA and biochemical hypogonadism benefit from
hormonal stimulation and correction of clinical varicocele before micro-TESE. Large-scale,
multicenter, randomized studies are needed to confirm these findings and determine the

effectiveness and safety of this approach before sperm retrieval surgery.

Keywords: Hormonal stimulation; Non-obstructive azoospermia; Gonadotropins
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1. INTRODUCAO

A azoospermia ndo obstrutiva (ANO) afeta entre 5 a 15% dos homens submetidos
a avaliacdo de infertilidade, representando aproximadamente 60% de todos os casos de
azoospermia [ ]. A ANO pode ter origens diversas que
culminam na falha espermatogénica, incluindo anormalidades congénitas e genéticas (como
criptorquidia, sindrome de Klinefelter e microdelecfes do cromossomo Y), doencas adquiridas
(como orquite e trauma testicular) e exposicao a agentes gonadotdxicos (como radioterapia e
quimioterapia). No entanto, em muitos casos, a etiologia permanece desconhecida, sendo

classificada como idiopatica [ ].

1.1. Azoospermia N&o-Obstrutiva e Eixo Hormonal

Homens com ANO causada por alteracdes testiculares primarias frequentemente
apresentam sinais de hipogonadismo, incluindo baixos niveis de testosterona e testiculos de
tamanho reduzido (<15 ml ou <4,6 cm no maior eixo) [

]. Cerca de metade desses pacientes exibe niveis séricos de testosterona total (TT) abaixo
de 300 ng/dL, refletindo uma possivel insuficiéncia das células de Leydig, seja quantitativa ou
qualitativa [ ]. Os niveis
circulantes de testosterona geralmente servem como um indicador do estado intratesticular de
testosterona, dado que os testiculos contribuem com mais de 95% das concentragdes totais de
testosterona [ ]. O hipogonadismo bioquimico, caracterizado por baixos niveis
de testosterona na circulacdo, afeta mais da metade dos pacientes com ANO [

]. A reducdo dos niveis de testosterona pode agravar ainda mais a
espermatogénese nos testiculos de pacientes com ANO [

], dada a importéncia crucial da testosterona na espermatogénese, atuando sinergicamente
com o horménio foliculo-estimulante (FSH) nas células de Sertoli para apoiar o

desenvolvimento das células germinativas [ ].

Elevados niveis de FSH, superiores a 7,6 UI/L, sdo observados em mais de 90%
dos homens com ANO [ ]. No entanto, a amplitude
de secrecdo hipofisaria de FSH e LH nesses pacientes é baixa, resultando em uma estimulacdo

paradoxalmente mais fraca das células de Leydig e Sertoli [
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]. Além disso, evidéncias
provenientes de estudos animais e humanos sugerem que niveis circulantes excessivos de FSH
podem induzir a regulacéo negativa dos receptores de FSH na célula de Sertoli, comprometendo

sua estimulacdo adequada [

1.2. Estimulacao da Espermatogénese na Azoospermia Nao-Obstrutiva

Com base nessas consideracdes, ha especulacdes sobre a utilidade clinica da
estimulagdo hormonal em homens com ANO e hipogonadismo normogonadotréfico ou
hipergonadotréfico, com o objetivo principal de aumentar a producdo intratesticular de
testosterona (TIT) [ ]. Moduladores seletivos de
receptores de estrogénio, inibidores de aromatase, gonadotrofina corioénica humana (hCG) e
FSH tém sido utilizados de forma off-label para modular os hormonios reprodutivos
masculinos, otimizando a producdo de TIT e, consequentemente, a espermatogénese, com 0
objetivo final de aumentar as taxas de sucesso da recuperacdo cirdrgica de espermatozoides
[ 1
Estudos de série de casos e alguns estudos de coorte indicam que tais tratamentos podem
estimular a producdo espermatica, resultando em taxas aumentadas de recuperacao cirurgica de
espermatozoides e, em alguns casos, até mesmo permitindo o aparecimento de espermatozoides

no ejaculado [ ].

1.3. Estimulagéo da Espermatogénese com uso de hCG

O tratamento com hCG, em particular, melhora notavelmente a produgdo de TIT
em homens com ANO [

]. O hCG é uma glicoproteina produzida principalmente pelas
celulas sinciciotrofoblasticas da placenta durante a gravidez. Ele se liga ao receptor de
membrana LH/hCG nas células de Leydig e, portanto, imita o efeito do LH [

]. Porém, o hCG é mais potente que o LH para estimular a esteroidogénese, devido
principalmente a sua meia-vida que é mais longa que o LH. Apds administracdo endovenosa, o
tempo de meia-vida do LH é de 60 minutos, enquanto do hCG é de 36 horas [ ]
Por outro lado, apds administracdo subcuténea, o tempo de meia-vida do hCG é de cerca de 32-

33 horas, ao passo que do LH é de cerca de 21-24 horas [ ].
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Apb6s a administragdo de hCG, a TIT aumenta de forma dose-dependente,
refletindo-se na elevacao dos niveis de testosterona circulantes [

]. Além de estimular a producdo de testosterona, o tratamento com hCG reduz os niveis
de FSH enddgeno, aparentemente pela acdo direta da testosterona circulante, aumentada, no
eixo hipotalamo-hipofisario [ ]. A
reducdo dos niveis séricos de FSH nos pacientes com ANO e hipogonadismo
hipergonadotréfico parece aumentar a expressao dos receptores de FSH nas células de Sertoli
e, consequentemente, melhorar a funcgéo delas [

].

Estudos do tipo série de casos mostraram taxas de sucesso na recuperacao de
espermatozoides 10-15% maiores nos pacientes submetidos a terapia hormonal com hCG,
guando comparados a pacientes nao tratados [

]. Além disso, parece existir uma relacdo positiva entre 0s niveis normais de
testosterona no soro e a probabilidade de sucesso na extracdo de espermatozoides [

]. No entanto, ainda nao esta estabelecido se
0s niveis séricos de testosterona poderiam ser utilizados como biomarcadores da
espermatogénese e, caso afirmativo, quais seriam os niveis ideais. Além disso, as razdes pelas
quais alguns individuos respondem ao tratamento, enquanto outros nao, sao desconhecidas, mas
especula-se que a existéncia de parada de maturagao germinativa ou espermatogénese focal, na
histologia testicular, seja um preditor positivo da resposta terapéutica.

Embora exista alguma evidéncia sobre a eficacia do tratamento com gonadotrofinas
para homens com ANO, faltam estudos de coorte com casuistica adequada e ensaios clinicos
randomizados (ECRs). Além disso, faltam dados sobre efeitos colaterais, riscos e resultados
reprodutivos apds o tratamento com gonadotrofinas exdgenas em homens com ANO,
impossibilitando recomendacdes clinicas [ ]. Nesse contexto, 0s ECRs sdo
considerados mais importantes do que os de estudos observacionais. Porém, estudos com dados
do mundo real (DMR) podem ser comparativamente validos [ ]. Os DMR
referem-se a dados observacionais obtidos durante a pratica clinica de rotina [

], ou seja, dados derivados de populagdes heterogéneas, grandes,
idealmente n&o selecionadas, com padrdes de qualidade aceitaveis para a(s) fonte(s) de onde os
dados se originaram. Foi demonstrado que os dados de estudos observacionais bem desenhados
ndo superestimaram, de forma consistente ou sistematica, a magnitude dos efeitos do tratamento

[ ], particularmente quando rigor metodologico € aplicado, como o0s descritos
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na lista de verificagdo GRACE (Good ReseArch for Comparative Effectiveness) [
]

Os estudos com DMR também podem oferecer a oportunidade de obter
informacdes sobre pacientes com caracteristicas distintas daquelas normalmente exigidas para
elegibilidade nos ECRs. Na prética clinica, mais de 99% dos pacientes com infertilidade,
submetidos a tratamento, ndo se enquadram nos critérios de inclusdo dos ECRs [

]. Os DMR permitem ainda avaliar como a terapia afeta uma populacéo
heterogénea, gerando hipoteses a serem testadas em ECRs. Alem disso, tais estudos podem ser
Uteis na obtencdo de informacdes sobre a viabilidade de um ECR, como por exemplo, 0 impacto
dos critérios de inclusdo e exclusdo para que se atinja o tamanho amostral desejado. Informar
distribuictes de probabilidade, identificando indicadores, progndsticos ou caracteristicas basais
dos pacientes para enriquecimento ou estratificacdo, sdo outras vantagens dos estudos

observacionais com DMR. [ ].

Neste trabalho, realizamos um estudo observacional retrospectivo, utilizando
DMR, para avaliar o papel da estimulacdo hormonal com gonadotrofinas exdgenas nas taxas
de sucesso da recuperacdo de espermatozoides, numa populacdo de homens inférteis com ANO
e hipogonadismo normogonadotréfico ou hipergonadotréfico, submetidos a micro-TESE.
Nossa hipotese é que a otimizacgdo da producdo de TIT e a reducdo dos niveis de FSH séricos
com o uso do hCG nesses pacientes melhoram a espermatogénese e, portanto, as chances de

sucesso na recuperacao de espermatozoides.

InformacBes detalhadas sobre Azoospermia, espermatogénese, recuperacdo

espermatica e estimulacdo hormonal podem ser encontradas no Anexo 1.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Primario:
e Auvaliar a taxa de sucesso da recuperagdo microcirirgica de espermatozoides de acordo
com 0 uso ou ndo da estimulacdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes (rec-
hCG e rec-FSH) previamente a micro-TESE em homens inférteis com azoospermia ndo-

obstrutiva e hipogonadismo biogquimico.

2.2. Objetivos Secundarios:

e Auvaliar os fatores associados ao sucesso da recuperacdo microcirdrgica de
espermatozoides;

e Auvaliar as taxas de sucesso da recuperacdo microcirurgica de espermatozoides no grupo
de pacientes com valores normais e elevados de FSH basais, utilizando como limite 12
UIL [ 1;

e Avaliar as taxas de sucesso da recuperacdo microcirurgica de espermatozoides de
acordo com classes histopatoldgicas na populacéo tratada e ndo-tratada;

e Auvaliar a frequéncia de eventos adversos na populacédo tratada com gonadotrofinas;

e Avaliar a frequéncia de complicacbes pos-operatorias advindas da micro-TESE na

populacéo geral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho do Estudo

Este € um estudo observacional baseado na andlise retrospectiva de dados
consecutivos de homens inférteis com ANO, tratados num servico tercidrio de medicina
reprodutiva (ANDROFERT, Campinas, Brasil), no periodo de janeiro de 2014 a setembro de
2021. O estudo seguiu as diretrizes para relatorios de estimativas de salde precisos e

transparentes (GATHER) e os padrdes para relatos de estudos observacionais (STROBE)

[ 1.

3.2. Etica
O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (CAAE 23217119.9.0000.5404).

3.3. Financiamento
Uma bolsa de pesquisa da ANDROFERT apoiou os custos relacionados a extracao

de dados e a andlise estatistica.

3.4. Participantes

3.4.1. Critérios de Incluséo

Os pacientes elegiveis foram homens com ANO, apresentando idade entre 21 e 55
anos, com hipogonadismo bioquimico, e submetidos a recuperacdo de espermatozoides pela
técnica microcirdrgica (micro-TESE), apds terem recebido ou ndo estimula¢do hormonal com
gonadotrofinas recombinantes (coriofolitrofina alfa isolada ou associada a folitrofina alfa) por
um periodo de pelo menos 3 meses antes da micro-TESE. O diagndstico de ANO foi baseado
nos achados de uma avaliagdo andrologica completa e confirmado pelos resultados da
histopatologia testicular, conforme detalhado nas se¢des seguintes. O hipogonadismo
bioquimico foi definido pela presenca de niveis de TT abaixo de 350 ng/dL, medidos no soro a
partir de uma amostra de sangue venoso coletada pela manhd, e confirmada numa analise
subsequente apds um intervalo de pelo menos uma semana [ ]. Foram incluidos

apenas pacientes com hipogonadismo bioquimico, cujos niveis séricos de FSH eram normais
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ou elevados (normogonadotréficos e hipergonadotréficos), ANO confirmada pela
histopatologia, auséncia de microdelecGes envolvendo as regides AZFa e/ou AZFb do

cromossomo Y, e registro de dados completos para os desfechos primarios e secundarios.

3.4.2. Critérios de Excluséo

Foram excluidos os pacientes com niveis basais de TT >350 ng/dL, aqueles com
histérico de recuperacdo prévia de espermatozoides, além dos individuos que utilizaram
qualquer medicacdo/intervencdo com efeitos gonadotdxicos conhecidos (por exemplo,
quimioterapia, radioterapia, testosterona exégena), com intervalo inferior a 6 meses da incluséo.
Também foram excluidos pacientes que usaram moduladores seletivos de receptores de
estrogénio de forma isolada ou combinada com gonadotrofinas, além daqueles que utilizaram
gonadotrofinas urinarias, ou mesmo gonadotrofinas recombinantes, porém por menos de 3
meses antes da recuperacdo espermatica. Além disso, pacientes com ANO devido ao
hipogonadismo hipogonadotréfico (ex., individuos com hipogonadismo hipogonadotrofico
congénito ou adquirido, apresentando niveis séricos de TT<350 ng/dL, FSH<1,5 Ul/L e LH
<1,5 IU/L), bem como pacientes com azoospermia obstrutiva, foram excluidos. Por fim,
excluimos os pacientes que tiveram espermatozoides viaveis detectados no ejaculado a fresco
em alguma analise de sémen de rotina de acompanhamento a qualquer momento antes da micro-
TESE. Nesses casos, a micro-TESE foi cancelada e, portanto, o exame histopatologico néo foi

obtido para confirmar o diagnostico de ANO.

3.5. Avaliacao Androldgica e Diagndéstico da ANO

Todos os pacientes foram submetidos a uma avaliacdo androlégica abrangente antes
da inclusdo. A avaliacdo incluiu a anamnese, exame fisico, analise seminal, exames hormonais,
estudo genético, exame de imagem (caso indicado), conforme protocolo da instituicdo [

] e detalhado abaixo.

3.5.1. Anamnese

A anamnese incluiu os seguintes itens: (i) historia de infertilidade (idade dos
parceiros, duracdo da infertilidade, tratamento prévio), (ii) historia sexual (libido, disfuncéo
erétil, ejaculagdo), (iii) infancia e desenvolvimento (criptorquidia, hérnia, trauma testicular,

torcdo testicular, infeccdo, desenvolvimento sexual, puberdade). (iv) histérico pessoal (doengas
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sistémicas, doencas sexualmente transmissiveis), (v) histérico médico/cirargico (orquidopexia,
herniorrafia, orquiectomia, cirurgia retroperitoneal e pélvica, outras cirurgias inguinais,
escrotais e perineais, cirurgia bariatrica, cirurgia do colo vesical, resseccdo transuretral da
préstata), (vi) exposicdo a agentes potencialmente gonadotdxicos (por exemplo, pesticidas,
quimioterapicos, sulfassalazina, alopurinol, colchicina, finasterida), solventes orgéanicos,
metais pesados, esteroides anabolizantes, terapia de reposicdo de testosterona, altas
temperaturas, radiacao ionizante), (vii) historia familiar (infertilidade na familia), (viii) fatores
relacionados ao estilo de vida (tabagismo, uso de bebidas alcoolicas, drogas ilicitas) e (ix)

estado geral de salde.

3.5.2. Exame Fisico

O exame fisico foi realizado por andrologistas experientes da Clinica Androfert (Dr.
Sandro C. Esteves e Dr. Ricardo Miyaoka) e incluiu a avaliacdo das caracteristicas sexuais
secundarias e exame genital. A avaliacdo das caracteristicas sexuais secundarias concentrou-se
no desenvolvimento sexual, distribuicdo de pelos corporais e presenca de ginecomastia. Cada
paciente teve seu indice de massa corporal (IMC) calculado. Cicatrizes nas areas inguinais ou
genitais, que poderiam indicar possiveis lesdes no suprimento sanguineo testicular e ducto
deferente, foram anotadas. O volume testicular foi registrado com o orquidémetro de Prader
durante o exame escrotal. A textura e consisténcia testicular também foram avaliadas. O corddo
espermatico foi examinado em uma sala aquecida com o paciente em decubito dorsal e em
ortostase. Varicoceles palpaveis foram classificadas como pequenas (Grau 1; apenas palpavel
durante a manobra de Valsalva), tamanho moderado (Grau 2; palpavel em repouso) e grande

(Grau 3; visivel e palpavel em repouso) [ ].

3.5.3. Analise Seminal

Pelo menos duas analises seminais foram realizadas com um minimo de duas
semanas de intervalo para confirmar o diagnostico de azoospermia. As analises foram
realizadas no laboratério de Andrologia da ANDROFERT. O laboratorio é certificado pela ISO
9001 (do inglés, International Standardization Organization) desde 2010. Os técnicos que
realizam as andlises de sémen participam de programas internos e externos de controle de
qualidade e de proficiéncia. Os pacientes receberam instrucdes escritas e verbais sobre a coleta
das amostras. Eles foram orientados a coletar suas amostras ap6s 2 a 3 dias de abstinéncia

ejaculatoria. As amostras foram coletadas por meio de masturbacdo em uma sala privada
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préxima ao laboratério usando um recipiente limpo e de boca larga. A perda de qualquer fracdo
das amostras foi registrada e foi solicitado ao paciente repetir a coleta em outra ocasi&o.

Apds a coleta, as amostras foram mantidas em uma incubadora a uma temperatura
de 37 °C por 30 a 60 minutos para liquefacdo. Em seguida, as amostras foram analisadas de
acordo com a quinta edi¢cdo do manual de laboratério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para examinar e processar o sémen humano [ ]. Todas as amostras que inicialmente
apresentavam auséncia de espermatozoides foram submetidas a centrifugagdo a 3000g por 15
minutos. O sedimento foi meticulosamente examinado sob microscopia 6ptica de campo claro
para a procura de qualquer espermatozoide a fim de descartar o diagndstico de
criptozoospermia, definida pela presenca de raros espermatozoides detectados apds uma
extensa pesquisa microscopica. Ejaculados apresentando hipospermia (volume <1,5 ml) e pH
baixo (<7,2) foram avaliados quanto a presenca de frutose usando um ensaio colorimétrico.
Além disso, um exame de urina pds-ejaculatorio foi realizado em uma ocasido separada nos

homens com ejaculados hipospérmicos e pH normal para descartar ejaculacdo retrograda.

3.5.4. Exames Hormonais

A avaliacdo hormonal padrdo consistiu na medicdo dos niveis séricos de FSH, LH,
estradiol (E2), TT e testosterona livre (TL). As analises foram realizadas num laboratorio
credenciado pela Instituicdo (Sabin Medicina Diagndéstica, Campinas, Brasil). Amostras de
sangue venoso periférico foram coletadas ap6s jejum noturno, pela manha, entre 8h e 10h, para
minimizar a influéncia da variacdo circadiana nos horménios reprodutivos [

]. Os hormonios foram medidos usando kits comerciais do
ensaio Elecsys (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) de acordo com o método de
eletroquimioluminescéncia (ECLIA, do inglés Electrochemiluminescence Immunoassay). As
analises foram realizadas em um sistema automatizado (Analisador E170, Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemanha). As caracteristicas do ensaio, intervalos de referéncia, limite inferior de
deteccdo, variabilidade interensaio e intraensaio estdo descritos no Anexo 2. Os valores de TL
ndo foram medidos diretamente, mas sim calculados a partir do método de Vermeulen
[ ]. Ha boa correlacdo entre os valores calculadoes de TL e aqueles
obtidos por dialise de equilibrio [ ]. Na rotina da avaliacdo do paciente
infeértil na Androfert, utiliza-se a determinacdo tanto da TT quanto da TL, embora as diretrizes
para diagnéstico e manejo do hipogonismo recomendem a determinacdo da TT como triagem

inicial, e complementacdo com a TL nos casos cujos valores de TT estejam proximos dos
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limites inferiores de normalidade, e nos casos em que exista suspeita de alteractes na SHBG
(ex., idade avangada, doencgas hepaticas) [ ].

No presente estudo, o valor de corte para determinacdo do hipogonadismo bioquimico
foi de 350 ng/dL, por ser este o valor mais utilizado por diversas sociedades internacionais, e 0

mais representativo na avaliacdo de uma populagdo de homens na idade reprodutiva (Anexo 3)

[ 1

3.5.5. Estudo Genetico

O estudo genético incluiu a pesquisa de microdele¢gdes no cromossomo Y e analise
citogenética. As anélises foram realizadas em laboratorios externos e basearam-se na triagem
de &cido desoxirribonucleico (DNA) genémico por meio de amostras de sangue venoso e
isolamento de suspensdo de linfocitos plasmaticos.

A triagem de microdelecdes do cromossomo Y foi realizada usando analise de
reacdo em cadeia da polimerase (do inglés PCR, polymerase chain reaction) de locais de
sequéncias alvo (do inglés STS, sequence-tagged sites) para mapear as regides especificas de
AZF do cromossomo Y. Pelo menos oito marcadores STSs criticos (sY14, ZFX/ZFY, sY84,
sY86, sY127, sY134, sY254, sY255) foram selecionados, seguindo as recomendacgdes da
Academia Europeia de Andrologia e da Rede Europeia de Qualidade de Genética Molecular
[ ]. A andlise citogenética foi realizada por cariotipagem em banda G para
detectar aneuploidia cromossdmica e alteracdes estruturais. O método envolve a estimulacdo
da mitose dos linfocitos com parada da divisdo celular no estagio de metafase usando colchicina
[ 1

Pacientes com anormalidades genéticas detectadas na triagem foram aconselhados
sobre a associacdo causal entre ANO e o defeito genético relevante, a probabilidade de sucesso
na recuperacdo de espermatozoides por micro-TESE, e as chances de transmitir o defeito para
a prole através da reproducdo assistida. Especificamente, os pacientes exibindo anormalidades
cariotipicas, como Sindrome de Klinefelter na forma mosaico (46,XY/47,XXY) ou nao
mosaico (47,XXY), e aqueles com delec¢des isoladas na regido AZF do cromossomo Y foram
considerados elegiveis para micro-TESE, e receberam aconselhamento genético. Por outro
lado, pacientes com cariétipo 46,XX, ou com delecGes de AZFa e/ou AZFb foram excluidos do
estudo, pois de acordo com a literatura as chances de encontrar espermatozoides por micro-

TESE sdo praticamente nulas [ ].
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3.5.6. Estudo de Imagem

A ultrassonografia (US) escrotal foi realizada nos pacientes com anormalidades
testiculares detectadas no exame fisico (por exemplo, presenca de qualquer nodulo palpavel ou
area endurecida no testiculo ou epididimo) e naqueles com hidrocele volumosa que
impossibilitava a avaliacdo do volume testicular. Os exames foram realizados em clinicas de
imagem externas referenciadas pela Instituicdo, com ultrassom Doppler colorido e probe linear
de alta frequéncia (7-15 MHz) [ ]. O exame do parénquima
testicular foi realizado com o paciente em decubito dorsal, por meio de varreduras longitudinais,
obliquas e transversais. Os diametros maximos de ambos os testiculos (altura, largura e
comprimento) foram medidos para calcular o volume testicular usando a férmula elipsoide
[ ]. Embora o plexo pampiniforme também tenha sido estudado
bilateralmente em pacientes submetidos ao exame de US escrotal, apenas as varicoceles
detectadas pelo exame fisico foram consideradas clinicamente relevantes.

A ultrassonografia transretal (TRUS) foi realizada nos pacientes que apresentaram
hipospermia (volume ejaculado <1,5 mL) e pH seminal &cido para descartar uma obstrucao
distal nos locais dos ductos ejaculatérios, vesiculas seminais ou prostata. O exame foi realizado
com transdutor endorretal biplanar de 5-7 MHz para avaliar a presenca de vesiculas seminais
dilatadas ou qualquer anormalidade que pudesse obstruir os ductos ejaculatdrios (por exemplo:
cistos da linha média, calcificagbes dos ductos ejaculatorios, calculos hiperecoicos da vesicula
seminal). A USTR foi utilizada como método de escolha para tal avaliacdo, pois estudos que
investigaram métodos de imagem para o diagnéstico de obstrucdo do ducto ejaculatério tém
sugerido a utilizacdo do TRUS como abordagem inicial, sendo a ressonancia magnética
reservada para situacdes de incerteza, devido ao seu custo elevado, menor disponibilidade e

limitacdo na identificacdo de calcificactes [ ].

3.5.7. Biopsia de Testiculo

Uma biopsia testicular diagndéstica foi realizada nos pacientes cujo diagnostico de
ANO néo pdde ser estabelecido por meio de historia clinica, exame fisico, testes genéticos e
estudos de imagem. Esses casos referiam-se a pacientes com FSH e volume testicular dentro da
normalidade e sem sinais clinicos de obstrucdo. As bidpsias foram realizadas na Institui¢ao, por
via percutanea com agulha grossa (18G), acoplada a uma seringa de 20 mL e um porta-seringas
tipo Cameco, sob regime ambulatorial, com anestesia local (bloqueio do cordao espermatico
com lidocaina sem vasoconstritor) ou anestesia intravenosa com propofol. As amostras foram

divididas, sendo uma parte colocada na solucéo fixadora de Bouin e enviadas para analise num
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laboratério de histopatologia credenciado pela Instituicdo (Patologia Cirargica e Citopatologia
Ltda., Campinas, Brasil), e outra parte enviada para o laboratdrio de fertilizagéo in vitro da
Instituicdo para exame a fresco. Os achados histopatologicos revelando hipoespermatogénese,
parada na maturacdo germinativa, Sertoli cell-only, ou hialiniza¢do confirmaram o diagndstico
de ANO [ ].

3.5.8. Diagnostico de ANO

No presente estudo, o diagnostico de ANO por faléncia espermatogénica foi
baseado primariamente no julgamento clinico de médicos urologistas especialistas em
reproducdo masculina da ANDROFERT. Tal veredito levou em consideragdo os achados da
avaliacdo androldgica. Especificamente, ejaculados azoospérmicos pés-centrifugacdo com
volume e pH normais, uma histéria revelando a presenca de alteracdes testiculares intrinsecas
(por exemplo, criptorquidia, orquite, trauma/tor¢do testicular, radioterapia, quimioterapia,
cirurgia escrotal relevante), um exame fisico revelando testiculos de volume reduzido (<15 mL)
associado a presenca de ducto deferente palpavel e epididimos ndo ingurgitados, e exame
hormonal, mostrando niveis séricos de FSH>7,6 UI/L e de testosterona total <350 ng/dL, foram
indicativos de ANO. A presenca de achados equivocos no exame fisico, ultrassonografia
escrotal revelando testiculos hipotroficos associados ou ndo a disgenesia testicular (por
exemplo, microlitiase testicular) também foi indicativa de ANO.

O estudo genético alterado, revelando sindrome de Klinefelter ou microdelecédo do
cromossomo Y, na presenca de ejaculados com volume e pH normais e auséncia de
espermatozoides na analise seminal p6s-centrifugacdo, também foi considerado indicativo de
ANO. Por fim, nos homens com auséncia de achados dignos de nota na anamnese, FSH sérico
e volume testicular normais, e sem sinais de obstrucdo ou problemas de coleta de sémen, uma
biopsia  testicular  diagndstica com achados histoldgicos  compativeis com
hipoespermatogénese, parada de maturacdo germinativa, hialinizacdo tubular, e presenca de
somente células de Sertoli, confirmou o diagnostico de ANO.

Independentemente do diagnostico clinico, todos os pacientes incluidos tiveram
uma bidpsia testicular realizada durante a micro-TESE para confirmar, histologicamente, a
ANO.
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3.6. Estimulacédo Hormonal

3.6.1. Consentimento Informado

A terapia de estimulacdo hormonal foi oferecida a todos os pacientes elegiveis. Para
a tomada de decisdo, os pacientes foram notificados pelos médicos assistentes de que 0 uso de
gonadotrofinas exdgenas na ANO é considerada fora das diretrizes das indicagcbes homologadas
para o farmaco na bula, e que poucas evidéncias (baseadas em pequenas séries de casos) apoiam
0 uso de tal tratamento como benéfico para estimular a espermatogénese e aumentar as taxas
de sucesso na recuperacdo de espermatozoides. Os pacientes foram informados sobre a
seguranca do uso de gonadotrofinas em geral e os potenciais efeitos adversos divulgados no
folheto do medicamento para os pacientes, incluindo, mas ndo limitado, a dor no local da

injecdo, reacOes alérgicas, ginecomastia, mastalgia e cefaleia.

Os pacientes foram informados de que os custos relacionados ao uso de tais
medicamentos sdo tipicamente elevados, variando de acordo com a duracdo do tratamento,
posologia e dosagem. Além disso, discutiu-se que drogas orais de custo relativamente baixo
(por exemplo, moduladores seletivos do receptor de estrogénio e inibidores da aromatase)
também tém sido utilizadas, fora das indicacdes de bula, na ANO. Ainda assim, foram
informados de que as evidéncias sobre sua eficacia e seguranca sdo igualmente escassas, e que
ndo existem estudos comparativos entre gonadotrofinas urinarias e recombinantes quanto a
efetividade no contexto da ANO. Salientou-se que o protocolo deste estudo visou 0 uso
exclusivo de gonadotrofinas recombinantes. Os médicos assistentes explicaram, em termos
leigos, a plausibilidade bioldgica do uso de gonadotrofinas exdgenas no contexto da ANO. Eles
acrescentaram que, ao contrario da medicacdo oral mencionada acima, as gonadotrofinas
exogenas aumentam a producdo de TIT e reduzem os niveis de FSH, oferecendo vantagens
potenciais sobre a medicacdo oral para a funcdo das células de Sertoli e estimulacdo da

espermatogénese.

Os pacientes também foram informados de que a duracdo do tratamento seria de
pelo menos trés meses, podendo ser maior, dependendo das caracteristicas clinicas e da resposta
individual. Eles foram orientados de que a via de administragdo do medicamento seria
subcutanea com dispositivo de autoaplicacéo e que, dada a meia-vida do(s) medicamento(s), as
injecOes precisariam ser administradas duas vezes por semana. Por fim, eles receberam uma

estimativa bruta dos custos potenciais do tratamento com base no valor de mercado das
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gonadotrofinas, a fim de auxiliar na tomada de deciséo informada. Em suma, a deciséo de ser
tratado com gonadotrofinas exdgenas antes da micro-TESE ou prosseguir diretamente para a

micro-TESE sem terapia hormonal ficou a critério de cada paciente.

3.6.2. Protocolo Terapéutico da Estimulacdo Hormonal e Seguimento

3.6.2.1. Estimulacdo Hormonal

Ap0s assinatura do consentimento informado, 0s pacientes que optaram pela modulagdo
hormonal iniciaram o tratamento com a administracdo da gonadotrofina corionica humana
recombinante (rec-hCG; coriogonadotropina alfa, 250 mcg/0,5 mL caneta pronta para uso,
Merck, Brasil), com a dose de 80 mcg, aplicada por via subcutanea, duas vezes por semana
(Figura 1).

A dose de 80 mcg corresponde a aproximadamente 2080 Ul da droga. Para definir
a dose, o0 botdo de ajuste do dispositivo é girado suavemente no sentido horario até que oito
“cliques” audiveis sejam alcangados. Os pesquisadores estimaram que cada clique audivel
correspondia a aproximadamente dez mcg da droga (~260 Ul), considerando que o dispositivo
contém 250 mcg de rec-hCG e o botdo de ajuste possui 25 cliques audiveis quando girado até
o final. A primeira injecdo foi administrada na Instituicéo, pelo médico ou enfermeira, ao redor
da area umbilical. O profissional ensinou cada paciente a autoadministrar o medicamento
fracionado usando o dispositivo. Depois da primeira aplicacdo, os pacientes passaram a utilizar
a injecdo em casa, sendo instruidos a armazenar o dispositivo de aplicagdo contendo a droga
num ambiente refrigerado (2-8°C), até que todo o seu contetdo fosse utilizado. Cada dispositivo
fornece de uma a seis doses; portanto, trés semanas corresponderam ao periodo mais longo que
um dispositivo foi mantido em uso. Importante ressaltar que o dispositivo contendo a
coriogonadotrofina alfa é de uso Unico, de acordo com o fabricante, e indicado para mulheres
para tratamento de infertilidade (Anexo 4). A bioequivaléncia entre as doses fracionadas
utilizadas e monodoses equivalentes ndo esta estabelecida pelo fabricante. Os investigadores
também estavam cientes de que o0 acondicionamento da coriogonadotropina alfa no dispositivo
era desprovido de conservantes (por exemplo, agente bacteriostatico); assim, a auséncia de
contaminacdo microbiana (isto €, esterilidade) na configuracdo de uso maltiplo da caneta néo

poderia ser garantida.



33

3.6.2.2. Seguimento

Durante o tratamento, as dosagens hormonais foram realizadas periodicamente.
Precisamente, 0s niveis séricos de FSH, LH, estradiol (E2), testosterona total (TT), e
testosterona livre (TL) foram monitorados a cada trés ou quatro semanas usando o método

descrito anteriormente (vide "exames hormonais").

A anélise do sémen foi realizada trés meses ap0s o inicio do tratamento, conforme
descrita na se¢do “andlise seminal” e, em seguida, a cada quatro semanas nos pacientes que
continuaram a terapia por mais de trés meses (Figura 1). No caso de se encontrar
espermatozoides viaveis em qualquer analise seminal durante o tratamento, seria recomendada
a criopreservacdo de gametas conforme protocolo do servigo [ ].
Nesses casos, a op¢do de continuar ou ndo a modulacdo hormonal seria decidida de forma
compartilhada entre médico e paciente. Em tais casos, entretanto, a micro-TESE ndo seria mais

necessaria, e tais individuos seriam excluidos do estudo.

3.6.2.3. Ajustes Terapéuticos

A dose de rec-hCG foi ajustada, se necessario, de acordo com 0s niveis séricos de TT obtidos
em cada visita de seguimento, a fim de manter tais niveis entre 350 e 900 ng/dL,
preferencialmente entre 500 e 900 ng/dL (Figura 1). Os ajustes foram geralmente realizados
com doses fracionadas de 20-40 microgramas (520-1.080 Ul). A dose méxima utilizada por
injecdo foi de 250 mcg (6.500 Ul). Nos casos em que o nivel alvo de testosterona sérica ndo
tenha sido alcancado com a dose méxima, o tratamento foi continuado usando a dose semanal
maxima de 250 mcg por um minimo de trés meses, sem que nenhum aumento adicional na
dosagem de rec-hCG fosse realizado. Por outro lado, nos casos em que o0s niveis de TT
excederam o limite de 900 ng/dL, a dose de rec-hCG foi reduzida e nova avaliacdo hormonal

realizada em aproximadamente 4 semanas.

Nos casos em que o nivel sérico de FSH atingiu valores abaixo de 1,5 UI/L durante
0 tratamento com o rec-hCG, iniciou-se suplementacdo com FSH recombinante (rec-FSH;
folitropina alfa, 300 Ul/0,5 mL, caneta multidose pronta para uso, Merck, Brasil) (Figura 1).
Uma dose fixa de 150 Ul, trés vezes por semana, foi prescrita concomitantemente ao uso de
rec-hCG, por pelo menos trés meses. A primeira injecdo foi administrada na Instituicdo, pelo
médico ou enfermeira, no mesmo dia da aplica¢do do hCG, ao redor da area umbilical. Depois

da primeira dose, 0s pacientes foram instruidos a autoadministrar o medicamento. O dispositivo



34

possui um indicador de dose que permite ao usuario definir a dose a ser utilizada em Ul. Para
tal, basta girar suavemente o botdo de ajuste de dose no sentido horério. Apos a injecao, 0s
pacientes foram instruidos a armazenar o dispositivo em ambiente refrigerado (2-8°C) até que
todo o seu conteudo fosse utilizado. Cada dispositivo fornece duas doses com base na dose fixa
de 150 Ul prescrita; portanto o periodo mais longo que uma caneta foi mantida em uso foi de
uma semana. Depois de aberta, a caneta multidose de FSH recombinante pode ser conservada
até o maximo de 28 dias a uma temperatura igual ou inferior a 25°C. Segundo o fabricante, foi
demonstrada bioequivaléncia entre doses equivalentes da apresentacdo monodose e do
dispositivo multidose (Anexo 5). O FSH recombinante possui indicagéo de bula para estimular
a espermatogénese de homens com hipogonadismo hipogonadotréfico congénito ou adquirido,
associado ao uso concomitante de hCG. Ainda assim, ndo ha indicacdo de bula para homens

com ANO causada por deficiéncia testicular primaria.

Um inibidor de aromatase (anastrozol, 1mg, Eurofarma ou AstraZeneca, Brasil) foi
adicionado, mesmo na auséncia dessa indicacdo do medicamento em bula, na dose de 1mg ao
dia, a qualquer momento durante o curso do tratamento, se os niveis de E2 excedessem 50
pg/mL ou arazdo TT (ng/dL) e E2 (pg/mL) (relacdo TT/E2) ficasse menor que 10 (Figura 1).
O inibidor de aromatase foi administrado por via oral em dose fixa para manter os niveis de
estradiol abaixo de 50 pg/mL e/ou relacdo TT/E2 >10. Para esses pacientes, as enzimas
hepéticas (ou seja, alanina transaminase, aspartato transaminase e gama-glutamil transferase)
foram verificadas mensalmente devido ao metabolismo hepatico da droga e a potencial
hepatotoxicidade. O uso de anastrozol foi imediatamente descontinuado se quaisquer sinais de
elevacdo das enzimas hepaticas fossem observados. O anastrozol é um inibidor seletivo da
aromatase nao esteroidal que inibe a conversdo da androstenediona em estrona e estradiol nos
tecidos periféricos, reduzindo significativamente as concentracdes séricas de estradiol. Em
adultos, o medicamento € indicado como tratamento adjuvante do cancer de mama avancado

com receptor hormonal positivo nas mulheres na pés-menopausa [ ]

O periodo minimo de estimulacdo hormonal foi de 3 meses, e caso o paciente mantivesse
quadro de azoospermia apos este periodo, a deciséo entre realizar a recuperacdo espermatica
por micro-TESE ou seguir por mais tempo com a estimulagdo hormonal era compartilhada entre
médico e paciente. Os pacientes eram esclarecidos da ndo obrigatoriedade de atingir niveis
séricos de TT entre 500 e 900 ng/dL como critério para realizacdo da micro-TESE, e que o
objetivo principal da estimulagdo hormonal seria a estimulagdo da producdo da testosterona

intratesticular, a fim de propiciar condices fisioldgicas ideais para a espermatogénese por um
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periodo correspondente a um ciclo germinativo completo, que dura nos seres humanos cerca de
72 dias [Holstein et al., 2003].

rec-hCG ]
(80 mcg: ~2080 UI SC
2x/semana)

Avaliacao dos niveis de FSH, LH, TT, SHBG, e E2 a cada

4-6 semanas; analise seminal apos 3 meses de
tratamento e, em seguida, a cada 4-6 semanas

Ajuste de dose do rec-hCG para manter os
niveis séricos de TT entre ~500 e 900 ng/dl
por No Minimo 3 meses

/\

Adicao de rec-FSH (150 Ul ) Adicao de anastrozol
SC 3x/semana) se niveis (1 mg/dia) se niveis de E2 >50
deFsH<15UI/L ] pg/ml ou razdo TT/E2 < 10

< I

Analise seminal apos 3
meses de tratamento e, em
seguida, a cada 4-6

Criopreservacao
semanas P ¢
Caso
1 espermatozoide
FSH: Hormonio Foliculo Estimulante MlcrO-TESE Viével no
LH: Horménio Luteinizante i i
TT: Testosterona Total S€ aZO(_)Spermla ejaculado
T: Testosterona perS|stente
E2: Estradiol
SHBG: Globulina ligadora de esteroide [ﬁL
sexual —~—
Rec: recombinante
SC: subcutaneo 5 i~
Ul: Unidade internacional Crlopresel’vagao dos
hCG: Gonadotrofi ionica h
Micro- TESE: Microdissecq@o testicular gametas recuperados
ICSI: Injecao intracitoplasmatica de dO teStiCUlO ou |CS|

espermatozoides

com espermatozoides
testiculares a fresco

Figura 1. Regime terapéutico utilizado no presente estudo.
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3.6.3. Registro de Eventos Adversos

As reacOes adversas suspeitas de terem surgido a partir da estimulagdo hormonal
foram relatadas. Especificamente, em cada consulta de acompanhamento, os pacientes foram
questionados se alguma das seguintes reacdes adversas foram observadas: reac6es alérgicas
sistémicas ou locais relevantes (dor prolongada, hematoma, inchaco, coceira, exantema),
ginecomastia, mastalgia, cefaléia persistente, orquialgia, orquite e inchago escrotal. Eventual

ganho de peso nao foi registrado como efeito adverso.

3.7. Micro-TESE

A extracdo de espermatozoides foi realizada pela técnica de microdissecgdo
testicular (micro-TESE), conforme descrito por Schlegel [Schlegel, 1999] e modificada por
Esteves [Esteves, 2011b]. Os procedimentos foram realizados no centro cirdrgico da Institui¢éo
(Figura 2), em carater ambulatorial, por urologistas especializados em reprodu¢do masculina e

com mais de dez anos de experiéncia em microcirurgia. Via de regra, o cirurgido era assistido

por um residente sénior (R5) da Disciplina de Urologia do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Figura 2. Foto
panoramica do
centro cirurgico da
ANDROFERT.

3.7.1. ConsideracOes Pré-Operatorias

Os pacientes foram informados sobre as caracteristicas do procedimento cirdrgico,
possiveis complicacdes e o0 resultado esperado. Realizou-se avaliacdo pré-operatoria
cardiovascular e anestésica. Os pacientes foram orientados e solicitados a interromper o uso de
qualquer medicamento contendo acido acetilsalicilico ou anticoagulantes uma semana antes da
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cirurgia. Todos os pacientes assinaram um Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

especifico autorizando a realizagdo do procedimento cirdrgico.

3.7.2. Técnica Cirurgica

Inicialmente, os pacientes foram submetidos a tricotomia escrotal, encaminhados a
sala de cirurgia, e colocados em decubito dorsal. Em seguida, o microscopio cirtrgico (modelo
MC-M31, DF Vasconcelos, Brasil) foi posicionado e ajustado (Figura 3 e Figura 4A).

Figura 3. Visao panoramica do
microscopio cirurgico e
cirurgides executando o
procedimento de micro-TESE

Procedeu-se a aquisicdo de acesso venoso periférico e administracao de antibidtico-
profilaxia antimicrobiana perioperatéria com 2,0g de cefazolina em dose Unica. A seguir,
realizou-se anestesia intravenosa com propofol sob dose de indugéo de 3 a 4 mg/kg, sequido de
administragdo de forma continua, com auxilio de bomba de infusdo, na dose de 60 a 100
mcg/kg/min. Os pacientes foram mantidos sob ventilacdo espontanea com maéscara laringea
durante todo o procedimento, sendo fornecido 2L/min de O2 a 100%. Baixa dose de opioide,
como fentanil (1 a 2 mcg/kg) ou alfentanil (7 a 15 mcg/kg), foi introduzido por via intravenosa,
logo antes de o cirurgido iniciar a incisdo da pele. Apo6s a antissepsia do sitio cirurgico e
colocacdo dos campos cirurgicos estéreis, realizou-se incisdo transversal no hemiescroto
contendo o testiculo escolhido para ser operado, utilizando-se magnificacdo de 6x. Via de regra,
tal escolha baseou-se no volume testicular, sendo abordado o testiculo de maior volume. Caso
ambos os testiculos apresentassem volume semelhante, o procedimento era iniciado pelo lado
direito. A tanica vaginal foi aberta e o testiculo exteriorizado. Uma solugdo de 15 mL de
lidocaina 2% e bupivacaina 1% 1:1 v/v foi injetada ao redor do corddo espermatico sob visao

direta. Os vasos testiculares subalbugineos foram identificados sob magnificagéo de 6x. O local
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da incisdo na tanica albuginea foi entdo marcado com auxilio de caneta marcadora de ponta
fina, na regido equatorial mais avascular do testiculo, com intuito de evitar a secgdo dos vasos

subalbugineos.

A seguir, incisou-se amplamente a tunica albuginea, utilizando bisturi de 1damina n°
15, sob magnificacdo de 6 a 8 vezes (Figura 4B). A extensdo da incisdo era de
aproximadamente 270 graus, para permitir ampla exposicdo do parénquima testicular. As
bordas da albuginea no local da incisdo foram clampeadas com pincas tipo Halsted e afastadas,

permitindo a ampla exposic¢éo do parénquima testicular.

Figura 4. Etapas do procedimento de microdissecgéo testicular. A) Visdo panoramica do centro
cirrgico, microscopio e cirurgibes. B) Incisdo da tunica albuginea. C) Dissec¢do
microcirdrgica do parénquima testicular. D) Area focal contendo tdbulos seminiferos de maior
calibre no centro da foto. A ilustracdo no canto superior direito representa cortes transversais
de tubulos seminiferos contendo espermatogénese ativa (seta verde) e outros apresentado
auséncia de células germinativas (seta azul). E) Placa de Petri contendo fragmento de
parénquima testicular extraido. F) Disseccdo mecanica dos tabulos seminiferos no
estereomicroscopio. G) Analise da suspensdo celular no microscopio invertido.

Procedeu-se a microdisseccdo dos tubulos seminiferos, utilizando-se pinga

microcirdrgica, sob magnificagdo variando entre 10 e 25x (Figura 4C). A disseccao visou
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identificar os tibulos seminiferos de maior calibre e, a0 mesmo tempo, preservar 0s vasos
sanguineos intratesticulares. A microdisseccdo era realizada de forma sistematica, englobando
os tubulos seminiferos superficiais e profundos, nos trés polos testiculares, superior, médio e

inferior.

Os tubulos seminiferos de maior calibre (Figura 4D) foram extraidos com auxilio
de pinga microcirurgica e colocados numa placa de Petri, contendo meio de cultura tamponado
(Figura 4E). As amostras eram pesadas individualmente com auxilio de balanca analitica de
precisdao (Metler Toledo, Brasil), e enviadas imediatamente ao laboratorio de fertilizacdo in
vitro (FIV), anexo a sala cirirgica, para processamento e analise (Figura 4F e Figura 5). No
caso de apenas tubulos de calibre semelhante serem encontrados, bidpsias aleatorias foram
realizadas nos trés polos testiculares. O peso total referente a soma de todos os espécimes
extraidos foi registrado. Uma ou mais amostras medindo aproximadamente 3x3x3 mm foram

extraidas, colocadas em fixador de Bouin, e enviadas para analise histopatologica.

Fragmentos de
parénquima testicular
extraidos durante a
microdisseccao
testicular. B) Entrega
da placa contendo os
fragmentos de
parénquima testicular
pela enfermeira a
embriologista.

Quando necessério, a diatermia bipolar foi aplicada cuidadosamente durante a
microdissec¢do para garantir a hemostasia. O cirurgido era informado prontamente pelos
profissionais do laboratério de FIV sobre a existéncia ou ndo de espermatozoides no material
extraido; de acordo com a avaliacdo inicial da amostra, a microdissec¢do era encerrada ou
amostras adicionais eram coletadas (vide ‘processamento do parénquima testicular’). A saber,
0 procedimento era encerrado na presenca de nimero adequado de espermatozoides para ICSI.
Caso nenhum espermatozoide fosse encontrado ou a quantidade e/ou morfologia desses fosse
julgada insuficiente para a ICSI, o testiculo contralateral era microdissecado no mesmo tempo
operatorio, seguindo-se 0S mesmos passos operatorios ja descritos. Ao final do procedimento e

apos revisdo da hemostasia, a albuginea foi fechada com sutura continua utilizando fio
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inabsorvivel de mononylon 5-0 (Figura 6). O testiculo foi recolocado no hemiescroto e, em
seguida, a tlnica vaginal foi fechada com sutura continua utilizando fio absorvivel de catgut 4-
0. Por fim, a tanica dartos e as camadas de pele foram fechadas com pontos separados e sutura

continua, respectivamente, utilizando fio absorvivel de acido poliglicdlico 4-0 (Figura 6).

Figura 6. Aspecto final
do testiculo apds a
microdisseccao testicular
e sutura da tUnica
albuginea.

3.7.3. Processamento do Parénquima Testicular

O parénquima testicular extraido foi imediatamente processado no laboratério de
FIV, localizado ao lado da sala cirurgica. Os laboratorios de FIV da Instituicdo sdo certificados
como salas limpa ISO 5 ou 6, com filtragem de particulas de ar e compostos organicos volateis
[Esteves & Bento, 2013; Esteves et al., 2013a] (Figuras 7).

Figura 7. Foto do Laboratdrio de Fertilizacdo In Vitro da ANDROFERT.

Sob estereomicroscopia, 0s ttbulos seminiferos foram primeiramente isolados, com
o0 auxilio de agulhas finas acopladas a seringas de tuberculina estéreis, e lavados até que todo
vestigio de sangue fosse removido [\Verza Jr. & Esteves, 2019]. Posteriormente, a placa de Petri
contendo os tubulos ainda intactos foi transferida para o microscopio invertido, onde o didmetro
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deles era registrado com auxilio de um sistema de captura de imagem (Octax, Alemanha). O
cirurgido era prontamente informado sobre o didmetro do tubulo de maior calibre. Em geral,
qguanto maior o calibre do tubulo, maior a chance de haver espermatogénese ativa [Ashraf et
al., 2013]; portanto, o conhecimento sobre o didmetro dos tubulos poderia orientar o cirurgido

durante a micro-TESE.

Dois embriologistas trabalharam simultaneamente no processamento do
parénquima testicular extraido. Sob estereomicroscopia, um dos profissionais rompia
mecanicamente a parede dos tubulos seminiferos, para permitir o extravasamento de seu
contetdo celular, com auxilio de seringas agulhadas de tuberculina (Figura 4F). A suspenséao
celular obtida era examinada pelo segundo profissional & procura de espermatozoides, com
auxilio do microscépio invertido (Figura 4G). Pelo fato de varios espécimes serem, via de
regra, extraidos, o processamento simultdneo do material por dois profissionais visa aumentar
a eficiéncia do processo, pois o cirurgido recebe de forma mais rapida a informacéo sobre a
existéncia ou ndo de espermatozoides no material examinado. O cirurgido era prontamente
informado no caso de espermatozoides serem encontrados. As suspensdes contendo
espermatozoides testiculares eram processadas para ICSI ou criopreservadas para uso futuro. A
Figura 8 ilustra sob a forma de um mapa visual o procedimento de micro-TESE como realizado

no presente estudo.

: EXTERIORIZAGAO DO
1 e TESTICULO
|“C|Si|0 DA
TUNICA
ALBUGINEA £

IDENTIFICACAO MEDIDA DOo
DOS i
rosvios “QF _ DIAMEIRO DO
DILATADOS TUBULO SEMINIFERO

PROCESSAMENTO

ESPECIME ENVIADO (g DOS ESPECIMES
PARA ANALISE
HISTOPATOL0GICA

CONGELAMENTO DE
ESPERMATOZ0IDES

ESPERMATOZ0IDES
PARA ICSI

MICRODISSECTION TESTICULAR SPERM EXTRACTION micro-rese

Figura 8. Mapa visual da microdisseccao testicular (vide texto explicativo).
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Nas amostras positivas para espermatozoides, a motilidade espermética foi
registrada, antes e depois da incubagdo com a pentoxifilina, um estimulante da motilidade
espermatica [ ]. Caso apenas espermatozoides imoveis
fossem encontrados, tal informacao era registrada. Por outro lado, nos casos em que nenhum
espermatozoide tenha sido encontrado ap6s exame meticuloso da suspensao celular, procedeu-
se a digestdo enzimética das suspensfes celulares com solugdo de colagenase, conforme
protocolo padréo do servico [ ], e a busca
por espermatozoides era repetida. O procedimento de micro-TESE foi considerado positivo, ao
encontrar qualquer nimero de espermatozoides. Por outro lado, a micro-TESE foi considerada
negativa na auséncia completa de espermatozoides apds processamento mecanico e enzimatico
do parénquima testicular e avaliacdo meticulosa da suspensao celular. A presenca de células

redondas ou alongadas sugestivas de espermatides foi computada como resultado negativo.

3.7.4. Analise Histopatoldgica

As amostras de biopsia testicular colhidas durante a micro-TESE foram analisadas
por patologistas com experiéncia no trato geniturindrio num servico externo (Patologia
Cirurgica e Citopatologia Ltda., Campinas, Brasil). Os espécimes foram processados, e 0s
cortes histolégicos corados pela método hematoxilina-eosina [ ]. Em cada
paciente, o numero total de cortes transversais de tubulos seminiferos disponiveis para analise
foi registrado. As amostras foram classificadas de acordo com o padrdo histolégico

predominante.

O ‘padrao predominante’ foi definido como o padriao histologico observado em

mais da metade dos cortes transversais dos tubulos seminiferos analisados [
]. A classificacdo histolégica incluiu cinco padrdes de
espermatogénese ja estabelecidos, do mais avancado para 0 menos avancado: (i)
espermatogénese normal, (ii) hipoespermatogénese, (iii) parada de maturacao espermatogénica
(precoce ou mais avancada), (iv) aplasia de c€lulas germinativas (sindrome ‘apenas células de

Sertoli’) e (v) esclerose tubular [ ].

A espermatogénese normal foi definida como a presenca de todos os estagios
germinativos, ou seja, espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatdcitos secundarios,
espermatides e espermatozoides, sem que houvesse declinio distinto em nenhuma dessas

linhagens celulares. Hipoespermatogénese (HIPO) foi definida como a presenca de todos 0s
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estagios de células germinativas descritas acima, porém com uma reducdo evidente nas
linhagens celulares. A parada de maturacdo germinativa (do inglés MA, maturation arrest) foi
definida como a interrupcdo da espermatogénese em qualquer nivel, desde a espermatogdnia
até a espermatide. Em tais casos, categorizou-se o tipo de parada de maturagdo em ‘precoce’ e
‘mais avancada’. A parada de maturacdo precoce foi definida como padrdo predominante
composto por espermatogoénias ou espermatdcitos primarios, e ‘tardia’ como padrdo
predominante composto por espermatocitos secundarios ou espermatides [Cerilli et al. 2010].
Por outro lado, a aplasia germinativa foi definida como a completa auséncia de células
germinativas no interior dos tibulos seminiferos e, portanto, presenga de somente células de
Sertoli (SCO). Por fim, a esclerose tubular foi definida como a auséncia completa de qualquer
linhagem celular nos tabulos seminiferos [ ]. No presente estudo, o diagndstico
histologico de ANO foi definido pela presenca dos seguintes padrdes histoldgicos, puros ou
combinados: HIPO, MA, SCO, e hialinizagéo tubular.

3.7.5. Cuidados e Seguimento Pds-Operatorio

Apdbs a micro-TESE, os pacientes permaneceram na Instituicdo com cuidados
continuos por cerca de 3-4 horas. Antes da alta, foram descartados sinais de edema escrotal,
sangramento e hematoma. Os pacientes foram instruidos a realizar compressa de gelo na regido
escrotal e repouso no leito nas primeiras 48 horas de p6s-operatorio. Foram também orientados
a fazer dieta leve nesse periodo e lavar o sitio cirdrgico com agua e sabdo a partir de 24 horas
apos o procedimento. Todos o0s pacientes operados foram instruidos a usar um suspensorio
escrotal por duas semanas, substituir o curativo da incisdo na pele diariamente por
aproximadamente cinco dias, e abster-se de relacGes sexuais e atividades fisicas por duas
semanas. Anti-inflamatérios nao-esteroides e analgésicos comuns foram prescritos por via oral
para controle da dor e do inchaco por cinco dias. Antibidtico também foi prescrito no pos-
operatorio (levofloxacino, 500 mg 1x/dia) por 7 dias. Normalmente, era oferecida licenga
médica de 3 a 7 dias. Os pacientes foram informados de que edema e equimose seriam
observados no sitio cirdrgico, e que iriam resolver espontaneamente na maioria dos casos em
até duas semanas de pos-operatorio. Visitas pds-operatorias de rotina foram realizadas uma e
quatro semanas ap0s a operacdo, e as complicacdes dela decorrentes foram registradas e

tratadas.
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3.8. Processamento e Anélise dos Dados

Para a coleta de dados, foi elaborada uma planilha Excel contendo as varidveis de
interesse. Cddigos foram utilizados para substituir a identificacdo dos pacientes. Os seguintes
dados demograficos foram coletados: idade do paciente, indice de massa corporal (IMC),
duracdo da infertilidade, tabagismo, causa da ANO, volume testicular, niveis séricos hormonais
basais (FSH, LH, E2, TT, TL, relagdo TT/E2), presenca de varicocele clinica e historia de
correcdo de varicocele. Os dados de tratamento incluiram o uso de gonadotrofinas pré-micro-
TESE, necessidade de ajuste da dose de hCG recombinante, suplementacdo com FSH
recombinante, uso de inibidor de aromatase, dose total de hCG recombinante utilizada, dose
total de FSH recombinante utilizada, duracdo do tratamento, niveis séricos dos horménios
sexuais antes da micro-TESE (FSH, LH, E2, TT, TL, relacdo TT/E2), efeitos adversos no grupo
de pacientes que receberam gonadotrofinas. Por fim, os dados da micro-TESE incluiram:
histopatologia testicular, lateralidade da micro-TESE, quantidade de tecido extraido, sucesso

na extracdo de espermatozoides, e complicagdes intra- ou pds-operatdrias.

A planilha foi preenchida por um dos pesquisadores (APPA) a partir dos dados
extraidos do prontuario eletrébnico de cada paciente elegivel. Os prontuarios eletrénicos
permanecem armazenados no software de gerenciamento de dados da Instituicdo (Clinisys®,
Brasil). A planilha supracitada foi validada pelo supervisor do estudo (SCE). Tal planilha, com
dados anonimizados, foi enviada a um servico de suporte estatistico contratado para a analise
dos dados terceirizado (Statistika Consultoria, Campinas, Brasil) para validacdo e andlise
estatistica. A validacdo dos dados foi realizada para valores implausiveis causados por erros de
entrada de dados ou valores ausentes, e as incongruéncias foram resolvidas com o0s
pesquisadores. Os prontuarios dos pacientes foram consultados sempre que necessario para
dirimir davidas.

Foram excluidos os pacientes com valores implausiveis ndo resolvidos ou valores
ausentes criticos que impediriam a analise dos desfechos primérios e secundarios. Pelo fato da
terapia hormonal utilizada no presente estudo ser baseada no uso do hCG, cujo objetivo
primario € aumentar os niveis de TIT, e consequentemente, 0s niveis séricos de T, e
secundariamente, reduzir os niveis basais de FSH e LH circulantes, os dados referentes aos
valores de testosterona, FSH e LH, basais e ao final da terapia hormonal, foram processados
para produzir as seguintes variaveis de interesse: diferenca entre os niveis de TT pos- e pré-
tratamento (denominada ‘delta T’), diferenca entre os niveis de FSH pds- e pré-tratamento

(denominada ‘delta FSH’), ¢ diferenca entre os niveis de LH pos- e pré-tratamento (denominada
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‘delta LH’). Nenhum outro ajuste de dados foi feito. Desfechos relativos aos resultados da ICSI
utilizando espermatozoides testiculares dos pacientes estudados ndo foram computados no

presente estudo.

3.9. Andlise Estatistica

3.9.1. Hipotese Nula sobre o Desfecho Primario
A hipdtese nula é que a taxa de sucesso na recuperacdo de espermatozoides ndo

difere entre os pacientes tratados com gonadotrofinas e os ndo-tratados.

3.9.2. Calculo do Tamanho Amostral
Com base em um estudo anterior do grupo de pesquisadores, a taxa de sucesso na
recuperacdo de espermatozoides por micro-TESE numa populagdo néo-selecionada de 365
homens com ANO foi de 41,4% [ ]. A taxa de sucesso na recuperacao de
espermatozoides por micro-TESE relatada ap6s tratamento hormonal utilizando modulador
seletivo de receptor de estrogénio ou hCG em um estudo observacional que incluiu uma
populacédo nédo selecionada de 612 pacientes com ANO foi de 57% (vs. 33,6% nos pacientes
néo tratados) [ ]. Em outra série de tamanho semelhante, nenhuma diferenca
significativa foi observada nas taxas de recuperacao de espermatozoides por micro-TESE entre
pacientes com ANO tratados ou ndo (52% vs. 56%); neste estudo, o tratamento foi realizado
principalmente com moduladores seletivos de receptores de estrogénio [
]. Os investigadores desconhecem qualquer estudo comparando o sucesso da recuperagéo
de espermatozoides por micro-TESE em pacientes com ANO e hipogonadismo submetidos ou
ndo a modulacdo hormonal usando gonadotrofinas recombinantes exdgenas (ou seja, rec-hCG

isoladamente ou combinado com rec-FSH).

Com base nas taxas de sucesso descritas acima, estimamos que um tamanho
amostral de 458 participantes (229 por grupo) ofereca 90% de chance de detectar, como
significativo ao nivel de 5%, um aumento na taxa de sucesso da recuperacdo de
espermatozoides de 42% no grupo controle (ndo-tratado) para 57% no grupo experimental
(tratado).
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3.9.3. Anélises Descritiva e Comparativa

Os dados categoricos foram descritos pelo nimero de casos e porcentagens. Os
dados continuos foram apresentados como mediana e intervalo interquartil 25%-75%, pois as
varidveis continuas ndo apresentaram distribuicdo normal. Os dados categdricos e continuos
foram analisados por meio do teste Qui-quadrado de Pearson e teste de Wilcoxon. A
significancia estatistica foi estabelecida em um valor de p<0,05. Os célculos foram realizados
usando JMP® PRO 13 (SAS Institute, Cary, Carolina do Norte, EUA).

3.9.4. Regressao Logistica

Analises de regressdo logistica generalizada foram utilizadas para examinar a
associacdo entre as covariaveis do paciente e as taxas de sucesso na recuperacdo de
espermatozoides, tanto na populacdo total quanto no grupo de pacientes submetidos a
estimulagdo hormonal. A variavel dependente foi a presenca de espermatozoides na micro-
TESE, e as variaveis independentes foram os dados clinicos pré-operatorios, incluindo dados
demogréficos, perfil hormonal, etiologia da ANO, volume testicular, uso e caracteristicas da
estimulagdo hormonal, além dos resultados da histopatologia testicular. As varidveis
independentes foram inseridas simultaneamente no modelo de regressdo. Utilizou-se um
modelo linear generalizado aplicando-se o método adaptativo LASSO (do inglés Least Absolute
Shrinkage and Selection Operator). A regra de parada no procedimento LASSO foi baseada no
critério de informacdo Akaike (AIC, do inglés Akaike Information Criteria) ajustado. Tal
modelo penaliza as varidveis de menor relevancia e evita que um nimero elevado de variaveis
explicativas e correlacionadas tornem o modelo de regressdao redundante [

]. No presente estudo, a natureza das analises de regresséo foi
de carater associativo, destinada principalmente a esclarecer possiveis associacGes entre
covariaveis e taxas de sucesso da recuperacdo de espermatozoides. Tais analises nédo
objetivaram criar um modelo para predizer o sucesso da recuperagdo de espermatozoides para

novos dados.

Além disso, foram construidas curvas ROC (do inglés ROC, receiver operating
characteristics) com as covariaveis identificadas como relevantes para predizer o0 sucesso na
recuperacdo de espermatozoides no grupo que recebeu modulagcdo hormonal. O indice de
Youden (estatistica J de Youden) foi usado para selecionar o valor de corte previsto ideal, a fim
de maximizar a diferenca entre a taxa positiva verdadeira e a taxa positiva falsa. As anélises
foram realizadas no JIMP® PRO 13 (SAS Institute, Cary, Carolina do Norte, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Participantes

O estudo incluiu um total de 616 pacientes consecutivos que atenderam aos critérios
de incluséo e excluséo. Entre eles, 325 pacientes (53%) foram submetidos a micro-TESE sem
estimulagdo hormonal prévia (ndo tratados), enquanto 291 pacientes (47%) tiveram o
procedimento de recuperacdo de espermatozoides apds receber pelo menos trés meses de
estimulacdo hormonal com gonadotrofinas (tratados) de acordo com o protocolo do estudo
(Figura 9).

( )

Homens inférteis com azoospermia nao-
obstrutiva (ANO) e hipogonadismo bioquimico
submetidos a extracao de espermatozoides
pela técnica de microdisseccao testicular
(micro-TESE) com ou sem estimulacao

hormonal prévia
\_ n=652 y
| ]
_§em ~ Com
Estimulacao Estimulagéo
Hormonal Hormonal
n =342 n =310
EXCLUIDOS (n = 17 EXCLUIDOS (n - 19)
+ Dados hormonais * Perda de seguimento:n=7
incompletos: n = 17 = Dados hormonais
incompletos: n - 12
Dados Dados
Disponiveis para Disponiveis para
Andlise Andlise
TOTAL:n =325 TOTAL: n =291

Figura 9. Fluxograma representando a populacgéo estudada.
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4.2. Principais Resultados

A taxa geral de sucesso na recuperacdo espermatica foi de 56,6% (349/616), sendo
de 51,4% (167/325) no grupo néo tratado e 62,5% (182/291) no grupo que recebeu estimulacao
hormonal com gonadotrofina pré-micro-TESE (P=0,006).

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas da populagdo estudada e as taxas de
recuperacdo de espermatozoides, tanto gerais quanto estratificadas pelo uso ou ndo da
estimulacdo hormonal. A populacao do estudo apresentou uma idade mediana (IQR) de 35 anos
(32;39), um IMC mediano de 27,5 (24,8;30,9) e a grande maioria (90,1%) era ndo fumante. Os
niveis basais médios de FSH e TT foram 12,3 UI/L (8,9-18,2) e 276,0 ng/dL (233,0;303,0),
respectivamente, e o volume testicular mediano (esquerdo + direito) foi de 20,0 mL (16,0;27,0).
Do total de 616 pacientes nesta coorte, 45,3% (279/616) tinham niveis normais de FSH
(normogonadotrépico; FSH <12 UI/L), enquanto 54,7% (337/616) tinham niveis elevados de
FSH (hipergonadotrépico; FSH>12 IU/L). A causa mais comum de ANO foi idiopatica,
enquanto um terco dos pacientes apresentavam varicocele clinica. Resultados de histopatologia
testicular de bidpsias feitas durante micro-TESE mostraram uma distribuicdo semelhante de
pacientes com aplasia de células germinativas (56% Sertoli cell-only) e com sinais de
espermatogénese (44% parada de maturacdo ou hipoespermatogénese). A maioria dos pacientes
com parada de maturacao exibiu células germinativas com desenvolvimento interrompido em

estagio tardio.

Em geral, os pacientes que receberam estimulacdo hormonal antes da micro-TESE
apresentaram maior IMC, menor volume testicular, niveis basais de FSH e estradiol mais
elevados e niveis basais de testosterona circulante (total e livre) mais baixos. No entanto, nao
houve diferencas significativas entre os grupos em termos de idade, duragéo da infertilidade,
niveis basais de LH ou resultados da histopatologia testicular. Além disso, a quantidade de
tecido testicular extraido durante os procedimentos de micro-TESE foi semelhante entre os dois
grupos. As variaveis relevantes ndo apresentaram valores faltantes (Anexo 6). Deve-se notar
que o conjunto de dados ndo forneceu informacgdes sobre os motivos pelos quais alguns

pacientes optaram por ndo usar estimulagdo hormonal.
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Tabela 1. Caracteristicas basais da populacdo total submetida a recuperacdo de
espermatozoides testiculares por microdissecgéo testicular (micro-TESE), e estratificada pelo
uso ou ndo da estimulacdo hormonal. Valores representam medianas (intervalo inter-quartis)

ou n (%).

Todos os pacientes

Sem estimulacéo

Com estimulacéo

hormonal hormonal P-valor
(EEIE) (n=325) (n=291)
Idade (anos) 35,0 (32;39) 35,0 (32;39) 35,0(33;39) 0,30%
IMC (kg/m?) 27,5 (24,8;30,9) 26,8 (24,4;30,4) 28,0 (25,1;31,2) 0,006°
(Dr#g:‘efs‘o de infertilidade 57,6 (38,4:96,0) 56,8 (38,1;95,9) 57,9 (38,4;99,2) 0,202
Tabagismo 61 (9,9) 28 (9,6) 33(10,1) 0,64°
Etiologia: 0,89°
Idiopatico 431 (70,0) 231 (71,1) 200 (68,7)
Criptorquidia 94 (15,3) 49 (15,1) 45 (15,5)
Genética} 35 (5,7) 15 (4,6) 20 (6,9)
Pés-orquite 23 (3,7) 13 (4,0) 10 (3,4)
P6s-gonadotoxina 29 (4,7) 15 (4,6) 14 (4,8)
Pos-trauma 4 (0,6) 2 (0,6) 2(0,7)
Volume testicular (mL):
Direito 10,0 (8,0;12,0) 11,0 (8,0;13,0) 10,0 (7,0;12,0) 0,006?
Esquerdo 10,0 (8,0;14,0) 11,0 (8,0;12,0) 10,0 (8,0;15,0) 0,092
Total (Direito + Esquerdo) 20,0 (16,0;27,0) 22,0 (16,0;27,0) 19,0 (14,0;27,0) 0,003
Niveis hormonais basais:
FSH (Ul/mL) 12,3 (8,9;18,2) 12,0 (8,6;15,4) 13,6 (9,1;21,6) 0,0003?
LH (Ul/mL) 6,2 (5,0;8,9) 6,0 (5,0;8,0) 6,2 (4,7;,9,2) 0,352
E2 (pg/mL) 26,0 (20,0;31,0) 25,0 (18,0;30,0) 28,0 (22,0;34,0) <0,0001?
TT (ng/dL) 276,0 (233,0;303,0) 278,0 (252,0;312,0) 271,0 (211,2;300,0) 0,0003?
Relagdo TT/E2 10,1 (8,1;13,4) 11,6 (9,2;15,0) 9,1(7,4,11,3) <0,00012
TL (ng/dL 6,9 (6,0;7,2) 7,0 (6,0;8,0) 6,0 (5,0;7,0) <0,0001°
Varicocele: 193 (31,3) 90 (27,7) 103 (35,4) 0,04°
Tratada 84 (13,6) 35 (10,8) 49 (16,8) 0.09°
Histopatologia testicular?: 0,07°
Sertoli cell-onlyt 345 (56,0) 193 (59,4) 152 (52,2)
Parada de maturacédo 162 (26,3) 80 (24,6) 82 (28,2)
Precoce 15(2,4) 5(15,4) 10 (3,4)
Tardia 147 (23,8) 75 (23,1) 72 (24,7)
Hipoespermatogénese 109 (17,7) 52 (16,0) 57 (19,6)
Micro-TESE:
Lateralidade: 0,015°
Direito 155 (25,2) 68 (21,0) 87 (29,9)
Esquerdo 106 (17,2) 53 (16,3) 53 (18,2)
Bilateral 355 (57,6) 204 (62,8) 151 (51,9)
Tecido extraido (mg): 89,6 (72;127,6) 89,6 (72,0;121,6) 94,4 (72,0;142,4) 0,262
Taxa de recuperacao 349 (56,6) 167 (51,4) 182 (62,5) 0,006°

espermatica:

E2: estradiol; FSH: hormdnio foliculo-estimulante; E2: estradiol; IMC: indice de massa corporal; Ul: unidades
internacionais; LH: horménio luteinizante; micro-TESE: microdisseccdo testicular; TT: testosterona total; TL:
testosterona livre.

aTeste de Wilcoxon; PTeste de Pearson y2.

1Casos genéticos incluidos: 21 casos de azoospermia por microdelegdo no cromossomo Y fator ¢ (AZFc), 14 casos
de sindrome de Klinefelter (12 ndo-mosaicos e 2 com mosaicismo). Desses, 9 pacientes com microdelecdo no
cromossomo Y e 12 com sindrome de Klinefelter receberam terapia com gonadotrofina, enquanto 12 pacientes
com microdele¢do do cromossomo Y e 2 com sindrome de Klinefelter ndo receberam.
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Bidpsias obtidas durante micro-TESE.
tIncluido hialiniza¢ao (Total: 3 casos; Grupo sem tratamento: 0 casos; Grupo tratado: 3 casos).
P-valor em negrito correspondem as comparagdes com significado estatistico.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas da populacéo geral dividida pelo resultado
da recuperacgéo de espermatozoides. De forma geral, os pacientes que tiveram espermatozoides
coletados por meio de micro-TESE apresentaram niveis basais mais baixos de FSH e LH e uma
frequéncia mais alta de relatérios de histopatologia testicular indicando sinais de
espermatogénese, ou seja, parada de maturacdo ou hipoespermatogénese: 60,4% vs. 22,5%;
P<0,0001 em comparacdo com pacientes com falha na recuperacdo espermatica. Além disso,
mais pacientes que obtiveram sucesso na recuperacdo espermatica receberam estimulagdo
hormonal antes do micro-TESE do que aqueles que falharam nas recuperagdes (52,1% vs.
40,8%, P=0,0006).

No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os grupos em relacao a idade,
duracdo da infertilidade, tabagismo, etiologia da ANO, volume testicular, niveis basais de E2 e
testosterona (total e livre), diagndstico de varicocele ou quantidade de tecido extraido durante
micro-TESE. Se nenhum espermatozoide foi recuperado, o testiculo contralateral foi
microdissecado durante 0 mesmo procedimento. Consequentemente, todos 0s pacientes com
falha na recuperacdo espermatica tiveram ambos os testiculos explorados, enquanto apenas
25,2% dos pacientes com sucesso na recuperacdo de espermatozoides foram submetidos a
micro-TESE bilateral (P<0,0001) (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas da populacdo total, submetida a recuperacdo de espermatozoides
testiculares por microdissecgdo (micro-TESE) e estratificado por resultado quanto a
recuperacao espermatica. Os valores representam medianas (intervalo inter-quartis) ou n (%).

Recuperacgéo Recuperacgéo
espermatica espermatica P-valor
positiva (n=349) negativa (n=267)
Idade (anos) 36 (32;39) 35 (33;39) 0,66%
IMC (kg/m?) 27,1 (24,3;30,9) 27,6 (25,2;31) 0,29
Duracdo de infertilidade (meses) 36 (24;60) 36 (24,66) 0,317
Etiologia: 0,08°
Idiopético 244 (69,9) 187 (70,0)
Criptorquidia 57 (16,3) 37 (13,9)
Genéticaj 13 (3,7) 22 (8,2)
Pos-orquite 15 (4,3) 8 (3,0)
Po4s-gonadotoxina 16 (4,6) 13 (4,9)
Pos-trauma 4(1,1) 0
Volume testicular (mL):
Direito 10 (8;14,2) 10 (8;12) 0,932
Esquerdo 10 (8;15) 10 (8;12) 0,662
Total (Direito + Esquerdo) 20 (15;27,5) 20 (16;24) 0,792
Niveis hormonais basais:
FSH (UI/L) 11,0 (8,4;16) 14,3 (10,1;21,5) <0,00012
LH (UI/L) 5,7 (4,7;8) 6,9 (5,1;10,6) 0,00042
TT (ng/dL) 278,0 (240,0;305,0) 276,0(233,0;302,0) 0,382
E2 (pg/mL) 26,0 (20;31,5) 26,0 (21;30) 0,842
TL (ng/dL) 7,0 (6,0;7,1) 6,9 (6,0;7,5) 0,382
Relacdo TT/E2 10,1 (8,1;13,9) 10,1 (8,1;13,0) 0,59
Varicocele®: 84 (22,9) 109 (40,8) 0,55°
Tratada 53 (15,2) 31 (11,6) 0,43°
Histopatologia testicular?: <0,0001°
Sertoli cell-onlyt 138 (39,5) 207 (77,5)
Parada de maturagdo 102 (29,2) 60 (22,5)
Precoce 8(2,3) 7(2,6)
Tardia 94 (26,9) 53 (19,8)
Hipoespermatogénese 109 (31,2) 0
Micro-TESE:
Lateralidade: <0,0001°
Direito 155 (44,4) 0
Esquerdo 106 (30,4) 0
Bilateral 88 (25,2) 267 (100,0)
Tecido extraido (mg): 89,3 (72,1;126,4) 89,6 (72,0;128,0) 0,242
Estimulacdo hormonal 182 (52,1) 109 (40,8) 0,0006°

E2: estradiol; FSH: horménio foliculo-estimulante; E2: estradiol IMC: indice de massa corporal; Ul: unidades
internacionais; LH: horménio luteinizante; micro-TESE: microdisseccdo testicular; TT: testosterona total; TL:
testosterona livre

Teste de Wilcoxon; PTeste de Pearson y2.

$Casos genéticos: obtido sucesso na recuperacdo espermatica em 4 de 14 pacientes com sindrome de Klinefelter
(2 ndo-mosaicos e 2 com mosaicismo) e em 7 pacientes de 21 com microdele¢do do cromossomo Y.

!Bidpsia obtida durante micro-TESE

tIncluido hialinizagdo (Total: 3 casos; Falha na recuperagdo espermatica: 1 caso; Sucesso ha recuperagdo
espermatica: 2 casos)

*Varicocele tratada ou néo tratada.

P-valor em negrito correspondem as comparacGes com significado estatistico.
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4.3. Resultados Secundarios

4.3.1. Fatores Associados com Recuperacdo Espermatica Positiva

A Tabela 3 exibe os resultados da anélise de regresséo logistica que examinou 0s
fatores associados ao sucesso da recuperacdo espermatica. Niveis basais de FSH (P=0,046),
auséncia de varicocele clinica (P=0,041), historia de varicocelectomia prévia (P=0,013), uso da
estimulagdo hormonal antes da micro-TESE (P=0,0002) e padr6es histopatoldgicos obtidos das
biopsias feitas durante a micro-TESE (P<0,0001) foram identificadas como fatores
independentes ligados a um resultado positivo na recuperacdo de espermatozoides.
Notavelmente, houve uma relacdo inversa entre os niveis de FSH e o sucesso na recuperacdo
espermatica. Por outro lado, foi observada uma relacéo positiva entre a auséncia de varicocele
clinica e histéria de varicocelectomia com sucesso na recuperacdo de espermatozoides. O uso
de terapia com gonadotrofina também foi associado a um resultado positivo na recuperacao
espermatica. Por fim, a hipoespermatogénese (vs. Sertoli cell-only) ou a parada de maturacao
(vs. Sertoli cell-only) na histopatologia testicular foram associadas ao sucesso na recuperacao
de espermatozoides.

Pacientes submetidos a estimulacdo hormonal antes da micro-TESE apresentaram
chances significativamente maiores de recuperacdo espermatica (OR bruto: 1,76; IC 95% 1,27-
2,43, P=0,012; OR ajustado: 2,54, IC 95% 1,64-3,93, P<0,0001). No grupo tratado, as chances
de recuperacdo espermatica foram maiores em individuos normogonadotroficos com niveis
basais de FSH<12 UI/L (OR bruto: 2,25, IC 95% 1,34-3,78, P=0,012; OR ajustado: 3,20; IC
95% 1,59-6,44, P=0,001) comparados a individuos hipergonadotréficos com niveis basais de
FSH>12 UI/L (OR bruto: 1,72, IC 95% 1,10-2,67, P=0,011; OR ajustado: 1,46; 0,74-2,88,
P=0,27) (Tabela 4).

O ndmero de pacientes necessario para tratar (NNT) com estimulacdo hormonal a
fim de obter um caso adicional de sucesso na recuperacdo espermatica, considerando a
populacéo total, foi 8,0 (95% IC 4,6-16,6). Analisando os subgrupos normogonadotréficos e
hipergonadotréficos, o NNT foi 6 no grupo normogonadotrofico (IC 95% 2,0-8,5), e 12 no
grupo hipergonadotrofico (IC 95% 4,1-39,0). A formula utilizada para o calculo do NNT

encontra-se ho Anexo 7.
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Tabela 3. Associacdo entre as caracteristicas da populagdo total e 0 sucesso na recuperacao

espermatica.

Termo (unidade) Estimativa Emj Wald Qui- P-valor
Padréo guadrado
Intercept 2,708 1,492 3,284 0,069
Tabagismo [N&o-Sim] 0,200 0,331 0,390 0,532
Idade (anos) -0,019 0,196 0,955 0,324
Duracéo infertilidade (meses) -0,001 0,002 0,255 0,613
IMC (kg/m2) -0,015 0,023 0,426 0,513
FSH basal (1U/L) -0,026 0,013 3,984 0,046
LH basal (UI/L) 0,001 0,016 0,009 0,922
E2 basal (pg/mL) -0,013 0,012 1,280 0,258
TT basal (ng/dL) 0,001 0,002 0,419 0,517
TL basal (ng/dL) -0,060 0,079 0,569 0,450
Volume testicular (mL; total) -0,019 0,014 1,871 0,171
Etiologia [gonadotoxina-trauma] -0,240 0,666 0,129 0,718
Etiologia [criptorquidia-trauma] -0,373 0,574 0,421 0,516
Etiologia [genética-trauma] -0,860 0,656 1,722 0,189
Etiologia [idiopatico-trauma] -0,137 0,534 0,501 0,478
Etiologia [orquite-trauma] 0 0 0 1,000
Varicocele clinica [Sim-N&o] -1,760 0,861 4,175 0,041
Varicocelectomia prévia [Sim-N&o] 0,821 0,333 6,078 0,013
Estimulagdo hormonal [Sim-N&o] 0,805 0,218 13,557 0,0002
Histopatologia (Hipo-SCO) 8,231 0,177 2146,283 <0,0001
Histopatologia (MA-SCO) 0,626 0,221 9,990 0,001

Resposta: Recuperacdo espermatica=sim; Distribui¢do: binomial

Meétodo de estimagdo: LASSO com validagdo AIC; Link do modelo de probabilidade: logit
NUmero de pardmetros: 20; Namero de observagdes: 616

RQuadrado generalizado: 0,388; AIC: 671,76; BIC: 754,52

AIC: critério de informacdo de Akaike; BIC: critério de informacdo Bayesiano; E2: estradiol; FSH: hormdnio
foliculo-estimulante; Hialin: hialinizacdo; Hipo: hipoespermatogénese; IMC: indice de massa corporal; LH:
hormdnio luteinizante; TT: testosterona total TL: testosterona livre; MA: parada de maturacdo; SCO: Sertoli cell-
only.

P-valor em negrito correspondem aos preditores com significado estatistico.
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Tabela 4. Razdo de chances bruta e ajustada para sucesso na recuperacao espermatica de acordo
com a estimulacdo hormonal com gonadotrofinas.

OR ajustado®
0, - a . C

Grupo OR bruto (I1C 95%) P-valor (IC 95%) P-valor
Populacao geral (n=616)
Sem estimulag¢do hormonal 1 i 1 i
(n=325)*
Com estimulagdo hormonal 1,76 (1,27-2,43) 0,012 2,54 (1,64-3,93) | <0,0001
(n=291)
Normogonadotrofico (n=295)
Sem estimula¢do hormonal 1 1
(n=164)*
Com estimulaggo hormonal 2,25 (1,34;3,78) 0,012 3,20 (1,59:6,44) 0,001
(n=131)
Hipergonadotrdpico (n=321)
Sem estimulagdo hormonal 1 1
(n=161)* - -
g]‘)_TEse;)t'm“'agao hormonal 1,72 (1,10:2,67) 0,011 1,46 (0,74:2,88) 0,27

*Categoria de referéncia

2P valor ndo ajustado

POR ajustado (ajustado para idade, duracéo da infertilidade, tabagismo, indice de massa corporal, nivel basal de
horménio foliculo-estimulante [FSH], niveis basais de horménio luteinizante [LH], niveis basais de estradiol,
niveis basais de testosterona livre, nivel basal de testosterona total, volume testicular total, varicocele clinica, e
varicocelectomia prévia).

°P valor ajustado

Normogonadotréficos: FSH basal <12 UI/L; hipergonadotréficos: FSH basal >12 UI/L
P-valor em negrito correspondem as comparacg@es com significado estatistico.

4.3.2. Caracteristicas dos Pacientes Tratados com Recuperacdo Espermatica Positiva e
Negativa

A Tabela 5 apresenta as caracteristicas dos pacientes submetidos a estimulacéo
hormonal com gonadotrofinas antes da micro-TESE. Os pacientes que obtiveram sucesso na
recuperacdo de espermatozoides apresentaram maior volume testicular, niveis basais e pré-
micro-TESE de FSH e LH mais baixos, niveis mais altos de E2 e TL, além de maior ocorréncia
de relatérios de histopatologia testicular indicando sinais de espermatogénese (65,9% Vvs.
17,4%; P<0,0001) em comparacdo com aqueles que apresentaram falha na recuperacéo
espermatica. Além disso, 0 grupo com sucesso apresentou um delta T (variacdo de testosterona
entre pré-micro-TESE e basal) significativamente maior do que o grupo negativo, embora
ambos 0s grupos exibissem aumentos significativos nos niveis de testosterona apo6s a

estimulacdo hormonal.
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Apos a terapia hormonal, o niUmero de pacientes com hipogonadismo bioquimico
reduziu para 22,3% (65/291). Neste subconjunto, as taxas de recuperagdo espermatica nos
homens eugonadicos (niveis de TT >350 ng/dL) e hipogonadicos (niveis de TT <350 ng/dL)
foram de 69,4% (157/226) e 38,5% (25/65; P<0,001), respectivamente (OR bruto: 3,64, IC
95%: 2,05-6,46).

Notavelmente, mais pacientes com recuperacdo espermatica positiva usaram uma
combinacéo de rec-hCG e rec-FSH em comparagdo com aqueles com falha na recuperacao de
espermatozoides (26,3 % [48/182] vs. 10,1% [11/109]; P=0,002). Além disso, a dose mediana
total de rec-FSH foi maior no primeiro grupo. Por outro lado, menos pacientes com sucesso na
recuperacdo espermatica usaram um inibidor de aromatase como parte do regime de tratamento
(12,6% [23/182] vs. 21,1% [23/109], P=0,03).

No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os dois grupos em relacdo a
idade, indice de massa corporal (IMC), duracdo da infertilidade, niveis basais de E2 e TL,
diagnostico de varicocele e tecido extraido durante a micro-TESE. Embora ambos 0s grupos
tenham experimentado uma reducdo substancial nos niveis de FSH e LH ao fim da estimulacéo
hormonal, ndo houve diferencas significativas entre os correspondentes delta FSH e delta LH.
Além disso, a dose mediana de rec-hCG e a duracdo do tratamento foram comparaveis em
ambos os grupos. Por fim, todos 0s pacientes que ndo recuperaram espermatozoides tiveram
ambos os testiculos explorados, enquanto apenas 24,7% daqueles com recuperagdo espermatica
positiva foram submetidos a micro-TESE bilateral (P<0,0001).
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Tabela 5. Caracteristicas da populacéo tratada, submetida a recuperacdo de espermatozoides
testiculares por microdissecgdo testicular (micro-TESE) e estratificada pelo resultado da
recuperacdo de espermatozoides. Os valores representam medianas (inter-quartis) ou n (%).

Recuperagéo Recuperacgéo

espermatica positiva espermatica P-valor

(n=182) negativa (n=109)
Idade (anos) 36,0 (32,0;39,0) 35,0 (33,0;39,0) 0,992
IMC (kg/m?) 28,0 (25,1;31,3) 28,3 (25,3;31,1) 0,722
Duracdo de infertilidade (meses) 57,6 (38,4;96,0) 60,8 (38,4;115,2) 0,442
Etiologia: 0,03°
Idiopético 130 (71,4) 70 (64,2)
Criptorquidia 27 (14,5) 18 (17,1)
Genéticaj 6 (3,2) 14 (13,3)
Pos-orquite 7 (3,8) 3(2,9)
P6s-gonadotoxina 10 (5,4) 4 (3,8)
Pos-trauma 2(1,1) 0 (0,0
Volume testicular (mL):
Direito 10,0 (7,0;15,0) 9,0 (8,0;10,0) 0,012
Esquerdo 10,0 (8,0;15,0) 9,5(7,0;12,0) 0,005%
Total (Direito + Esquerdo) 20,0 (14,0;28,0) 17,0 (12,0;22,0) 0,003?
Niveis de FSH (UI/L):
Basal 11,1(8,4;19,1) 18 (11,2;26,2) <0,0001%
Pré-micro-TESE 4,0 (2,9;7,6) 8,1 (5,4;15,0) <0,00012
Delta FSH* -5,9 (-10,1;-4,3) -6,0 (-14,5;-3,1) 0,692
%Chance pré-po6s-tratamento -61,0 (70,1;-47,2) -36,9 (63,9-;-23,0) <0,0001°
Niveis de LH (UI/L):
Basal 5,6 (4,5;8,4) 6,9 (5,2;12,0) 0,0004 2
Pré-micro-TESE 1,9 (1,3;2,2) 2,1(1,55,7) 0,0005?
Delta LH* -3,8 (-5,9;-2,4) -4,1(-7,1;-2,3) 0,234
%Chance pré-pos-tratamento -67,4 (-78,9;-55,6) -62,5 (-77,3;-49,6) 0,122
Niveis de Testosterona total (ng/dL):
Basal 273,0 (221,0;299,2) 247,0 (180,2;300,9) 0,055°?
Pré-micro-TESE 507,5 (424,5;581,2) 376,0 (307,4;465,5) <0,0001?
Delta T* 249,5 (134,7;339,2) 113,0 (46,5;224,0) <0,00012
%Chance pré-pos-tratamento 99,0 (49,9;139,1) 47,8 (22,3;109,8) <0,00012
Outros horménios:
Estradiol basal (pg/mL) 29,0 (22,0;34,0) 26,0 (21,0;32,7) 0,082
E2 pré-micro-TESE (pg/mL) 43,8 (35,0;54,0) 36,0 (25,0;45,0) 0,0007 2
TL basal (ng/dL) 6,0 (6,0;7,0) 6,0 (4,0;7,0) 0,062
TL pré-micro-TESE (ng/dL) 11,1 (9,8;13,0) 9,0 (6,0;12,0) <0,0001?
Relacdo basal TT/E2 9,0 (7,5;10,9) 9,2 (6,5;11,7) 0,792
Relagdo TT/E2 pré-micro-TESE 11,7 (10,0;14,1) 9,9 (7,3;13,2) 0,00022
Varicocele®:

69 (37,9) 34 (31,2) 0,42°
Tratada 36 (19,8) 13 (11,9) 0,13°
Nao-tratada 33(18,1) 21 (19,2) 0,62°
Histopatologia testicular*: <0,0001°
Sertoli cell-onlyt 62 (34,0) 90 (82,5)
Parada de maturacédo 63 (34,6) 19 (17,4)

Precoce 7(3,8) 32,7
Tardio 56 (30,7) 16 (14,7)

Hipoespermatogénese 57 (31,3) 0(0,0)
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Recuperacéo Recuperagéo
espermatica positiva espermatica P-valor
(n=182) negativa (n=109)
Micro-TESE:
Lateralidade: <0,0001°
Direito 87 (46,8) 0(0,0)
Esquerdo 53 (28,5) 0(0,0)
Bilateral 46 (24,7) 105 (100,0)
Tecido extraido (mg): 89,6 (68,4;139,2) 96,0 (79,2;144,0) 0,092
Regime de tratamento: 0,002°
rec-hCG 134 (73,6) 98 (89,9)
rec-hCG + rec-FSH 48 (26,3) 11 (10,1)
Adicdo de Inibidor de Aromatase 23 (12,6) 23 (21,1) 0,03"

Dose total de rec-hCG (U1x109) 78,0 (78,0;160,0) 78,0 (78,0;160,0) 0,88°

Dose total de rec-FSH (U1x10%) 28,0 (14,0;36,0) 25,0 (12,0;36,0) <0,001°

Duracdo de tratamento (meses) 5,0 (3,0;8,5) 4,5 (3,0;8,0) 0,24°

E2: estradiol; FSH: hormdnio foliculo-estimulante; E2: estradiol; IMC: indice de massa corporal; Ul: unidades
internacionais; LH: horménio luteinizante; micro-TESE: extracdo de espermatozoides testiculares por
microdissec¢do; rec-FSH: horménio foliculo estimulante recombinante; rec-hCG: gonadotrofina coribnica
humana recombinante; TT: testosterona total; TL: testosterona livre

aTeste de Wilcoxon; PTeste de Pearson y2.

1Casos genéticos: todos os 4 pacientes com sindrome de Klinefelter que tiveram recuperagdo espermatica positiva
receberam terapia com gonadotrofina, enquanto 5 de 7 pacientes com microdele¢éo do cromossomo Y que tiveram
positividade na recuperacdo de espermatozoides receberam terapia com gonadotrofina.

Bidpsias obtidas durante micro-TESE

tIncluido hialinizacdo (Total: 3 casos; Falha na recuperagdo espermatica 1 caso; Sucesso na recuperagao
espermatica: 2 casos)

*(valor pés-tratamento) — (valor pré-tratamento)

TNiveis de testosterona total pré-micro-TESE entre 500-900 ng/dL

®Incluidos 3 pacientes com niveis de testosterona total pré-micro-TESE >900 ng/dL

*Varicocele tratada e néo-tratada

P-valor em negrito correspondem as comparac¢des com significado estatistico.

A Tabela 6 exibe os resultados da analise de regressao logistica avaliando os fatores
associados ao sucesso da recuperacdo de espermatozoides nos pacientes tratados com
gonadotrofinas previamente a micro-TESE. Entre os pacientes que receberam estimulacéo
hormonal, apenas os niveis de TT pré-micro-TESE (P=0,028) e delta T (P<0,0001) foram
independentemente associados ao sucesso da recuperacdo espermatica. Notavelmente, houve
uma relacao positiva entre os niveis de TT pré-micro-TESE e delta T e 0 sucesso na recuperacéo

de espermatozoides.

As curvas ROC foram construidas para niveis de TT pré-micro-TESE e delta T,
respectivamente, para determinar 0s pontos de corte associados a maiores probabilidades de

sucesso na recuperacdo espermatica. Os resultados indicaram que um nivel de TT pre-micro-
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TESE de 418,5 ng/dL (AUC: 0,78, sensibilidade 0,78, especificidade 0,71) (Figura 10) e um
aumento absoluto nos niveis de TT entre o inicio e o fim da estimula¢do hormonal (Delta T) de
258 ng/dL (AUC: 0,76, sensibilidade 0,50, especificidade 0,92) (Figura 11) foram os valores

mais acurados para distinguir pacientes com recuperacfes espermatica positivas e negativas.

Tabela 6. Associacdo das caracteristicas do paciente e sucesso na recuperacao espermatica na

populacgéo tratada.

Termo (unidade) Estimativa Erro padrao
Intercept -0,788 0,401
Idade (anos) 0 0
Duracéo de infertilidade (meses) 0 0
Tabagismo [Nao] 0 0
IMC (kg/m2) 0 0
Nivel de FSH pré-micro-TESE -0,006 0,015
Delta_FSH (UI/L) 0 0
Nivel de LH pré-micro-TESE (UI/L) 0 0
Delta_LH (UI/L) 0 0
Nivel de E2 pré-micro-TESE (pg/mL) -0,001 0,007
Delta T (ng/dL) 0,005 0,001
Niveis de TT pré-micro-TESE (ng/dL) 0,005 0,002
Volume testicular (mL; total) 0 0
Etiologia [gonadotoxina-trauma] 0 0
Etiologia [criptorquidia-trauma] 0 0
Etiologia [genético-trauma] -0,253 0,505
Etiologia [idiopatico-trauma] 0 0
Etiologia [orquite-trauma] 0 0
Varicocele clinica [Ndo-Sim] 0 0
Varicocelectomia prévia [Nao-Sim] 0 0
Regime de gonadotrofina [nCG-hCG+FSH] | 0 0
Dose acumulada de hCG (UI) 0 0
Duracéo de tratamento [meses] 0 0
Histopatologia (Hipo-SCO) 4,520 0,249
Histopatologia (MA-SCO) 0,981 0,306

Resposta: Recuperacdo espermatica=sim
Distribuicdo: binomial

Método de estimativa: LASSO com validacéo de AIC
Link do modelo de probabilidade: logit

NUmero de parametros: 8

Numero de observagdes: 291

R-quadrado: 0,430

AIC: 285,25; BIC: 310,57

Wald Qui-
gquadrado
3,851

0

0

coo o o
=
o
©

0,042
18,912
4,79

O O O o oo

328,172
10,252

P-valor

0,0497
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,687
1,000
1,000
1,000
0,837
<0,0001
0,0287
1,000
1,000
1,000
0,612
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
<0,0001
0,001

AIC: critério de informacédo de Akaike; BIC: critério de informacdo Bayesiano; Delta: valor pés-tratamento menos
valor pré-tratamento; E2: estradiol; FSH: hormdnio foliculo-estimulante; hCG: gonadotrofina coridnica humana;
IMC: indice de massa corporal; LH: hormdnio luteinizante; micro-TESE: extragdo de espermatozoides testiculares

por microdisseccdo; T: testosterona total.

P-valor em negrito correspondem aos preditores com significado estatistico.
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Figura 10. Curva ROC dos niveis de testosterona total pré-micro-TESE para a previsdo de
sucesso na recuperacao de espermatozoides.
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Figura 11. Curva ROC de delta T para a previsdo de sucesso na recuperacdo de
espermatozoides.
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4.3.3. Resultados da Recuperacdo Espermatica de Acordo com os Resultados da
Histopatologia

Todas as amostras hitopatologicas foram avaliadas pelo mesmo patologista, sendo
que estas apresentaram uma média de 110 cortes transversais de tabulos seminiferos (variando
de 70 a 300) conforme recomendado [ ]. A Tabela 7 apresenta as
taxas de sucesso de recuperacdo de espermatozoides de acordo com os padrdes histopatologicos
testiculares relatados nas biopsias realizadas durante os procedimentos de micro-TESE. Entre
0s 616 individuos submetidos a micro-TESE, os pacientes com hipoespermatogénese tiveram
as maiores taxas de recuperagédo de espermatozoides (100%), seguidos por aqueles com parada
de maturagdo (62,9%; P<0,0007) e Sertoli cell-only (40,0%; P<0,0001). Além disso, 0s
pacientes com parada de maturacdo (estagios iniciais e tardios) tiveram taxas de recuperagédo

espermatica significativamente mais altas do que aqueles com Sertoli cell-only (P<0,0001).

Tabela 7. Taxas de recuperacdo espermatica de acordo com padrdes histopatolégicos na

populacdo total. Valores representados pelo n (%)

. - OR Bruto
Padréo histopatologico [95% IC] P-valor
Hipoespermatogénese (n=109) 109/109 (100,0) 1,00* 1,0
Parada de maturagdo (n=162) 102/162 (62,9) 0,0077 [0,0005-0,127] 0,0007
Precoce 8/15 (53,3) 0,0052 [0,0003-0,0985] 0,0005
Tardio 94/147 (63,9) 0,0081 [0,0005-0,1324] 0,0007
Sertoli cell-onlyt (n=345) 138/345 (40,0) 0,003 [0,0002-0,049] <0,0001

P-valor?
*Populacdo de referéncia
aTeste de Pearson y2
OR: odds ratio
P-valor em negrito correspondem as comparacg@es com significado estatistico.

<0,0001

Importante destacar que dos 616 pacientes estudados, apenas sete apresentaram
quadro clinico duvidoso para diagnéstico de ANO na avaliacdo inicial. Tais pacientes foram
submetidos a bidpsia testicular para o diagndstico diferencial, previamente a micro-TESE, e
todos apresentaram padréo histolégico de parada de maturagdo. Dos 7 pacientes, 4 optaram por
realizar estimulagdo hormonal, sendo que 2 receberam apenas rec-hCG e outros 2 receberam
tratamento combinado de rec-hCG e rec-FSH por 3 meses. Nenhum destes 7 pacientes
receberam inibidor de aromatase. Ao fim, todos 0s 7 pacientes apresentaram sucesso na
recuperacdo espermatica na micro-TESE,

sendo que 2 pacientes apresentaram
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hipoespermatogénese na bidpsia testicular obtida na micro-TESE. Tais individuos ndo haviam

recebido estimulagdo hormonal.

Na Tabela 8, sdo apresentadas as taxas de sucesso da recuperacdo de
espermatozoides com base nos padrdes histopatologicos, estratificadas com base na terapia
hormonal. Nesta analise, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nas taxas de
recuperacdo de espermatozoides entre pacientes com hipoespermatogénese (100,0% vs.
100,0%; P=1,00) ou Sertoli cell-only (42,1% vs. 37,8%; P=0,41), independentemente do uso
de terapia com gonadotrofinas. No entanto, pacientes com parada de maturacdo que receberam
terapia com gonadotrofina antes da micro-TESE tiveram chances significativamente maiores
de recuperar espermatozoides do que aqueles que nédo receberam (73,3% vs. 52,5%; OR: 2,62,
IC 95%: 1,35-5,09; P=0,004). No subconjunto de pacientes com parada de maturacdo, aqueles
com estagios de parada mais avancados que receberam terapia com gonadotrofina alcangcaram
taxas de recuperacdo de esperma mais altas do que aqueles que nédo receberam (OR: 2,62, 95%
IC: 1,30-5,28, P=0,007). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica nas taxas de recuperacao
de espermatozoides dentre os pacientes com estagios iniciais de parada de maturacdo,
independente do uso ou nao da estimulacdo hormonal (OR: 3,50, IC 95%: 0,37-32,97, P=0,27).

Tabela 8. Taxas de recuperacdo de espermatozoides de acordo com padrdes histopatologicos e

estimulagdo hormonal com gonadotrofina antes da micro-TESE. Os valores sdo n (%).

Com estimulacao Sem estimulagdo OR Bruto P
hormonal hormonal [95% IC] valor
(n=291) (n=325)

Hipoespermatogénese (n=109) 57/57 (100,0) 52/52 (100,0) 1,00 1,0
Parada de maturacdo (n=162)  61/82 (73,3) 42/80 (52,5) 2,62 [1,35;5,09] 0,004
Precoce (n=15) 7/10 (70,0) 2/5 (40,0) 3,50 [0,37-32,97] 0,27

Tardio (n=147) 54/72 (75,0) 40/75 (53,3) 2,62 [1,30-5,28] 0,007
Sertoli cell-onlyt (n=345) 64/152 (42,1) 73/193 (37,8) 1,19 [0,77;1,84] 0,41
P-valor? <0,0001 <0,0001

aTeste de Pearson y2
OR: odds ratio
P-valor em negrito correspondem as comparagdes com significado estatistico.

4.3.4. Complicacbes Pos-Operatorias

A Tabela 9 resume as complicacBes pos-operatorias precoces (dentro de 30 dias)
registradas apds micro-TESE. Nesta coorte de 616 pacientes, trés desenvolveram hematoma
escrotal, sendo dois tratados conservadoramente e um necessitou de reoperacgdo e drenagem.

Cinco pacientes tiveram infecgdes de feridas, todos tratados de forma conservadora, enquanto
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quatro desenvolveram infec¢6es profundas do sitio cirtrgico. Destes quatro, dois foram tratados
com antibidticos e anti-inflamatorios e ndo necessitaram de intervencgdo adicional, enquanto o0s
outros dois necessitaram de reoperacdo. Um dos casos reoperados resolveu a complicacao e
ndo precisou de mais intervencdo, mas o outro resultou em orquiectomia unilateral. O paciente

submetido a orquiectomia tinha 45 anos, era obeso e apresentava diabetes tipo Il.

Dois pacientes desenvolveram complicacGes sistémicas durante o procedimento
cirurgico e necessitaram de intubacéo por insuficiéncia cardiaca congestiva. Um paciente tinha
53 anos e histdrico de diabetes e cardiopatia compensada, enquanto o outro paciente tinha 40
anos e era portador de distrofia miotdnica tipo 1 (sindrome de Steinert). Ambos os pacientes

foram tratados em unidade de terapia intensiva e se recuperaram sem sequelas aparentes.

Tabela 9. ComplicacBes pds-operatdrias precoces (dentro de 30 dias) relatadas nos 616
pacientes submetidos a recuperacdo de espermatozoides testiculares por microdisseccao
testicular (micro-TESE).

N %
Complicacdes 14 2,3
Hematoma 3 0,5
Infecgdo local superficial (ex., infec¢do de ferida) 5 0,8
Infeccdo profunda do sitio cirurgico 4 0,6

Complicagbes sistémicas (incluindo pneumonia, embolia
pulmonar, tromboembolismo venoso profundo, ventilagdo
prolongada, acidente vascular cerebral, parada cardiaca que 2 0,3
requer ressuscitacdo, infeccdo do miocardio, sepse e
necessidade de transfusdo)

Infeccdo do trato urinrio / outras infecBes 0 0,0

No estudo, ndo foram mensurados resultados pos-operatérios menos graves, como
dor e inchaco, nem registrou complicacbes tardias, como dor cronica, atrofia testicular e
hidrocele que poderiam se desenvolver meses ap6s o procedimento. Além disso, dados sobre o
acompanhamento pos-operatorio de hormonios reprodutivos nao foram coletados para este

estudo.

4.3.5. Efeitos Adversos da estimulagdo Hormonal

A Tabela 10 apresenta os efeitos adversos relatados pelos 291 pacientes que
receberam estimulacdo hormonal. Durante o tratamento, 30 eventos adversos foram
documentados, principalmente relacionados a reacGes no local da injecdo. Os pacientes

autoavaliaram essas reac@es, que foram temporarias e ndo exigiram a interrup¢éo do tratamento.
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Dois pacientes apresentaram dores de cabeca persistentes apds receber rec-hCG, e
o tratamento foi temporariamente interrompido até que uma avaliagdo neuroldgica fosse
concluida. Foi determinado que o sintoma ndo estava relacionado a gonadotrofina, e o
tratamento foi retomado sem maiores problemas. Trés casos de ginecomastia grau | [

], e quatro casos de mastalgia foram relatados, todos suspeitos de serem devidos a
niveis elevados de estradiol circulante e relagdo TT/E2 anormal (<10); esses pacientes foram
submetidos a avaliacdo complementar e dosagem dos niveis séricos da prolactina e horménio
tireoidiano, que se mostraram dentro da normalidade. Em todos os 7 casos, um inibidor de
aromatase foi adicionado ao regime de tratamento, e o efeito adverso desapareceu em seis dos
sete casos. Um paciente continuou apresentando ginecomastia apesar do uso de um inibidor de

aromatase, mas optou por continuar o tratamento.

Dois pacientes relataram uma diminuicéo significativa da libido durante o uso do
inibidor de aromatase, e seus niveis de estradiol estavam abaixo do limite inferior. Eles foram
solicitados a interromper o uso de anastrozol, mas continuaram usando as injecdes de
gonadotrofina. Os sintomas desapareceram em ambos 0s casos. Dois pacientes em tratamento
associado com anastrozol tiveram que interromper a medicacdo devido a elevacdo das enzimas
hepaticas; esses pacientes continuaram o tratamento com rec-hCG e néo foram excluidos do

estudo.

Tabela 10. Efeitos adversos relatados nos pacientes que receberam terapia com gonadotrofina.

N %
Efeitos adversos 30 10,3
Reacdes alérgicas sistémicas (incluindo erupc¢do cutanea, pulso
rapido ou irregular, inchaco da lingua e garganta, espirros, 0 0,0
respiracdo ofegante ou dificuldade respiratéria grave)
Reacdes locais (incluindo vermelhiddo, coceira, dor, inchaco,
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hematomas)
Infeccdo no local da aplicacao 0 0,0
Ginecomastia 3 1,0
Mastalgia 4 1,4
Gastrointestinais (incluindo nauseas, vomitos, dor abdominal, 0 0.0
diarreia) ’
Neuroldgico (incluindo dor de cabeca persistente) 2 0,7
Eventos tromboembolicos 0 0,0
Orquialgia, orquite ou edema escrotal 0 0,0
Disfuncéo erétil / Diminuigdo da libido 4 1,4
Elevacdo de enzima hepéticas 2 0,7
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N&o houve relatos de mau funcionamento do dispositivo de aplicagdo do rec-hCG
ou rec-FSH. No entanto, cinco casos de erros de medicagdo foram identificados durante as
consultas de acompanhamento, todos relacionados a doses incorretas. Esses pacientes foram

reeducados sobre o0 uso adequado de gonadotrofinas e foram mantidos no estudo.
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5. DISCUSSAO

5.1. Principais achados

Neste estudo observacional, a hipdtese nula de que a taxa de sucesso na recuperagao
de espermatozoides entre pacientes submetidos a estimulacdo hormonal ndo diferia dos
pacientes ndo tratados foi rejeitada. As taxas de sucesso na recuperacao espermatica pela
técnica de micro-TESE foram significativamente maiores no grupo de pacientes submetidos a
estimulacdo hormonal.

Por meio de regressdo logistica multivariada, foi possivel avaliar os fatores
independentes associados ao sucesso na recuperacdo espermaética tanto da populacdo geral,
guanto do grupo tratado. Na populacdo geral, a estimulacdo hormonal com gonadotrofina
previamente a micro-TESE, padrdo histoldgico com sinais de espermatogénese (parada de
maturacdo e hipoespermatogénese), histdria de varicocelectomia prévia a micro-TESE,
destacaram como fatores preditores positivos para o sucesso da recuperacdo espermatica. Por
outro lado, presenca de varicocele clinica e niveis basais de FSH mais elevados foram fatores
preditores negativos. No grupo tratado, niveis mais elevados de testosterona total prévio a
micro-TESE, maior magnitude da variagdo nos niveis séricos de testosterona pds- versus pré-
tratamento (delta de testosterona), e o padrdo histolégico com sinais de espermatogénese se
destacaram como fatores preditores positivos para 0 sucesso na recuperagao espermatica.

No grupo de pacientes submetidos a estimulacdo hormonal, houve diferenca entre
0s subgrupos normogonadotrofico e hipergonadotréfico quanto ao sucesso na recuperacao
espermatica. Utilizando o FSH basal com valor de corte de 12 UI/L para classificar os pacientes
como normogonadotroficos (<12 UI/L) ou hipergonadotréficos (>12 UI/L), a razdo de chances
da recuperacao espermatica no grupo normogonadotrofico (OR bruto 2,25; 1C 95%, 1,134-3,77,
P=0,001) foi maior quando comparada ao grupo hipergonadotréfico (OR bruto 1,72; 1C 95%,
1,10-2,67, P=0,01). Entretando, apds ajuste do modelo de regressdo levando em consideracéo
0 possivel impacto das variaveis independentes, a significancia estatistica na razdo de chances
da recuperacdo espermatica somente se manteve no grupo normogonadotréfico (OR ajustado
3,20; IC 95%, 1,59-6,44, P=0,001).

Pacientes com padrdo histolégico de hipoespermatogénese apresentaram taxas
maiores de recuperacdo espermatica quando comparados aos pacientes com parada de
maturacdo, que por sua vez apresentaram taxas superiores aos pacientes com SCO. Entretanto,
apenas os pacientes com parada de maturagdo demonstraram taxas superiores de recuperagao

espermatica com tratamento hormonal comparado ao grupo néo tratado.
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No presente estudo, a frequéncia de efeitos adversos no grupo tratado foi de 10,3%,
predominando reagdes locais leves. J& as taxas de complicacfes poOs-operatérias precoces
relacionadas ao procedimento de micro-TESE na populacéo geral foi de 2,3%, predominando

quadros leves.

5.2. Interpretacao dos achados

Ao contrario de casos de ANO por hipogonadismo hipogonadotréfico em que ja se
consolidou os beneficios da estimulacdo hormonal com gonadotrofina exdgena na
espermatogénese, ainda ndo ha consenso dos beneficios desta terapia e nem mesmo um padréo
de regime de tratamento e duragdo para casos de hipogonadismo normo ou hipergonadotréfico
[ ]. Neste estudo, os 291 pacientes com
hipogonadismo normo ou hipergonadotrofico que receberam estimulacdo hormonal com
gonadotrofina apresentaram uma razdo de chances de sucesso na recuperacao espermatica 2,5x
maior do que o grupo de 325 pacientes ndo-tratados. O nimero de pacientes necessario para
tratar com estimulacdo hormonal e obter um caso adicional de sucesso na recuperacao
espermatica pela micro-TESE foi de aproximadamente 8. Do ponto de vista clinico, os achados
do presente estudo sugerem que a estimulagdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes
previamente a micro-TESE € benéfica para pacientes hipogonadicos, pois resulta numa maior
taxa de recuperacdo espermatica em compara¢do aos pacientes ndo-tratados.

Avaliando o0s subgrupos normogonadotréficos e  hipergonadotroficos
separadamente, pode-se observar que o0 ndmero necessario para tratar com estimulacao
hormonal e obter um caso adicional de sucesso na recuperacdo espermatica foi menor no
subgrupo normogonadotréfico comparado ao subgrupo hipergonadotréfico. Enquanto foram
necessarios 6 pacientes normogonadotroficos tratados para se obter um caso adicional de
sucesso na recuperacdo espermatica, foram necessarios cerca de 12 pacientes
hipergonadotroficos tratados para o mesmo beneficio. A analise ajustada dos dados, entretanto,
demonstrou que o beneficio do tratamento somente se manteve no grupo normogonadotrofico.
E importante ressaltar que os achados mencionados acima foram baseados numa anélise de
subgrupos, cujo tamanho amostral ndo tem poder estatistico para inferéncias precisas. Desta
forma, embora do ponto de vista clinico nossos achados sugerem que pacientes
normogonadotréficos hipogonadicos seriam aqueles de elei¢do para se considerar a estimulagédo
hormonal, pesquisas adicionais sdo necessarias para confirmar se ha diferenca na magnitude do

efeito entre homens normo e hipergonadotréficos.
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Analisando o padrdo histopatolégico, houve significativamente mais casos
positivos entre pacientes com parada de maturagdo comparado aos pacientes com SCO (62,9%
vs. 40,0%, p<0,0001), o que € esperado. Dentre 0s pacientes que receberam tratamento com
gonadotrofina, apenas aqueles com padréo histolégico de parada de maturagdo demonstraram
beneficio significativo da estimulacdo hormonal para aumentar as taxas de sucesso na micro-
TESE. Destaque se faz para o subconjunto de pacientes com parada de maturagdo em estagio
tardio que apresentaram maiores taxas de recuperacdo espermatica positiva com o tratamento
(77,7% vs. 50,6%; P=0,0008) comparado aqueles com estagios precoces de parada de
maturacgdo. Entretando, o tamanho amostral destes subgrupos ndo oferece poder estatistico para
avaliar tais desfechos com precisdo. Além disso, as biopsias foram obtidas somente no
momento da micro-TESE, muitas das quais provenientes de individuos que ja haviam se
submetido a estimulacdo hormonal. No presente estudo, os resultados da histopatologia
testicular devem ser interpretados com cautela, uma vez que nédo tiveram a finalidade de
predizer o desfecho da recuperacéo espermética da micro-TESE.

Dos pacientes que receberam tratamento hormonal, menos de 25% deles
apresentaram hipogonadismo bioquimico no momento da micro-TESE. As taxas de sucesso na
recuperacdo espermatica significativamente maiores nos pacientes que se tornaram
eugonadicos (69,4% vs. 38,5%, p<0,001) quando comparado ao grupo que manteve quadro de
hipogonadismo bioquimico pos-estimulacdo hormonal. Niveis séricos de testosterona total pré-
micro-TESE >418,5 ng/dl ou Delta T >258 ng/dL se mostraram relativamente acurados para

discriminar pacientes que obtiveram sucesso na micro-TESE daqueles com insucesso.

5.2.1. Espermatogénese e acao das gonadotrofinas

Fisiologicamente, a espermatogénese é regulada do ponto de vista hormonal pela
acao sinérgica do LH e FSH [ ]. Ambos os hormonios
sdo produzidos na hipofise anterior (adenohipdéfise) e sdo regulados pela secrecdo hipotalamica
pulsatil de GnRH. No testiculo, as células alvo para a agdo do LH sdo as células de Leydig,
presentes no espaco intersticial, enquanto o FSH age nas células de Sertoli, presentes nos
tubulos seminiferos [ ]. A interacdo desses horménios com as respectivas
células se faz por meio de receptores de membrana especificos [ ].

O LH é crucial para a espermatogénese, uma vez que este horménio estimula as
células de Leydig a produzir testosterona, e este por sua vez contribui para a produgdo e
maturacdo dos espermatozoides [ ]. Apds a ligagdo com receptores

androgénicos intratesticulares, a testosterona age nas células de Sertoli por uma via classica e
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uma via ndo cléssica [ ]. Na via classica (genémica), a testosterona se
difunde pela membrana plasméatica das células de Sertoli e interage com receptores
androgénicos, na qual esse complexo promove a regulacdo de genes essenciais para a regulacao
das células germinativas [ ]. JAna via ndo classica (ndo gendmica), o complexo
testosterona e receptores androgénicos rapidamente promovem uma cascata de acoes
enziméticas por fosforilacdo e ativacdo que modulam as expressGes génicas das células
germinativas [ ]. Estudos com animais demonstraram que na auséncia de
testosterona ou receptores androgénicos houve desprendimento prematuro de espermatides
redondas das células de Sertoli, assim como parada de maturacdo ao nivel de espermatides
redondas [ ]. A testosterona também
contribui com a manutencdo da juncdo intercélulas de Sertoli que sdo fundamentais para a
barreira testiculo-sanguinea, que por sua vez é essencial para manter um ambiente adequado
para as células germinativas [ ]. Importante salientar que os niveis de TIT
sdo 50 a 100 vezes maiores quando comparado ao nivel sérico circulante [
]

O FSH age sinergicamente com o LH e testosterona, promovendo a acdo de fatores
de sobrevivéncia antiapoptdticos e de reguladores complexos de adesdo entre as células de
Sertoli e as células germinativas a fim de resultar em uma espermatogénese completa
[ ]. Estudos com ratos
modificados geneticamente sem receptores especificos para FSH demonstraram a presenca de
espermatogénese completa, porém com uma concentracdo 50% menor de células germinativas
e espermatocitos comparado aos animais controle sem alteracfes genéticas [

]. Em humanos, apesar de extremamente raro, casos de mutacdo homozigota dos
receptores de FSH estdo relacionados a fenotipos masculinos de infertilidade [

]. Ao contrario do FSH, a auséncia de receptores de LH promove a azoospermia, sugerindo
uma forte relagdo da testosterona com a espermatogénese [ ]. Esses modelos
experimentais sugerem que a quantidade e qualidade da espermatogénese requerem uma acéo
intratesticular sinérgica entre testosterona e FSH.

Para isso, € fundamental que tanto a frequéncia quanto a amplitude da secrecéo
pulsatil de FSH e de LH sejam adequadas [ ]. Entretanto, pacientes
com ANO tendem a apresentar niveis séricos basais elevados desses hormonios e, portanto,
exibem baixa amplitude de secre¢éo, podendo comprometer a produgédo de TIT [

]. Além disso, estudos sugerem que a constante

presenca de niveis elevados de FSH promove uma dessensibilizacdo dos receptores deste
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horménio nas células de Sertoli [ ]
Em particular, estudos utilizando modelos animais demonstraram que a estimulagdo cronica
com FSH induz uma depressdo na transducdo do sinal de FSH sob as células de Sertoli por
meio da reducdo no nimero de receptores de FSH (por queda na expressao de RNA mensageiro
para formacdo destes receptores) [ ]. Num estudo
clinico controlado em humanos, publicado por Foresta et al., foram avaliados 97 homens com
oligozoospermia grave divididos em 3 grupos conforme valores de FSH e inibina B (alto FSH
e baixa inibina B; alto FSH e inibina B normal; FSH e inibina B normais). Os pacientes com
FSH elevado foram prospectivamente randomizados em subgrupos com ou sem adicdo de
acetato de leuprolida (agonista de GnRH) a fim de induzir ao estado hipogonadotréfico.
Enquanto os subgrupos com leuprolida receberam rec-FSH (100 Ul/dia) e hCG urinario (2000
Ul 2x/semana) por 2 meses, 0s subgrupos sem leuprolida receberam apenas rec-FSH pelo
mesmo periodo. Ao fim, os niveis de inibina B normalizaram com elevacgéo superior a 60% dos
valores basais ap6s adi¢do de gonadotrofinas exdgenas apenas no subgrupo que foi induzido ao
estado hipogonadotrofico com a leuprolida. Tais dados sugerem que a supressao dos altos niveis
enddgenos de FSH pela acdo do hCG, associado a adicdo de baixas doses de FSH exdgeno,
podem elevar a producdo de inibina B o que indica uma melhora funcional das células de Sertoli
e possivelmente com os efeitos positivos na espermatogénese [ ].

A inibina B é produzida exclusivamente pelas células de Sertoli. Além de regular a
secrecdo de FSH por mecanismo de feedback negativo, a inibina B também exerce efeito
paracrino intratesticular contribuindo com a espermatogénese [ ]. Estudos
sugerem o uso da inibina B e de FSH como biomarcadores da espermatogénese, uma vez que
h& uma correlagdo positiva entre a concentracdo espermatica e inibina B e negativa com 0s
niveis séricos de FSH [ ]. A anéalise combinada entre altos niveis de FSH
(>7,8 UI/L) e baixos de inibina B (<92 npg/mL) demonstrou maior correlacdo com
oligozoospermia do que quando avaliado cada hormonio separadamente [ ].
Diante do exposto, especula-se que as espermatogdnias de pacientes hipergonadotroficos com
espermatogénese residual poderiam ndo receber estimulo adequado para a sintese de DNA e
sua proliferagdo celular frente aos niveis circulantes elevados e constantes de FSH [

1.

A estimulagdo hormonal objetivando elevar os niveis de TIT poderia contribuir para
otimizar a espermatogénese, uma vez que altas concentracdes de TIT sdo necessarias para a
maturagdo dos estagios finais da espermatogénese e transformacéo de espermétides redondas

em espermatozoides maduros, processo esse conhecido como espermiogénese [
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]. Diante disso, alguns estudos retrospectivos e prospectivos com
homens com ANO tém demonstrado o beneficio da estimulagcdo hormonal com gonadotrofinas
para aelevacgdo dos niveis de TIT, e 0 aumento nas taxas de sucesso da recuperacdo espermatica,
sugerindo progressdo de padrbes histoldgicos prévios como parada de maturacdo para
espermatogénese completa [

]. O uso de hCG exdgeno para elevar os niveis de TIT poderia entdo contribuir para
a progressao da espermatogénese em pacientes hipogonadicos.

Na préatica clinica, as formas de estimulacdo hormonal medicamentosa para
aumentar a producdo enddgena de testosterona pelas células de Leydig apresentam mecanismos
fisioldgicos diferentes. O uso de moduladores seletivos de receptores estrogénicos (do inglés
SERM, selective estrogen receptor modulator) como o citrato de clomifeno promove um
aumento da secrecdo das gonadotrofinas pela adenohipdfise que consequentemente estimula as
células de Leydig a produzir mais testosterona [ ]. Porém, pacientes com
ANO geralmente ja apresentam niveis basais de gonadotrofinas elevados e ainda assim
hipogonadicos [ ]. Em contrapartida ao mecanismo de acdo do citrato de
clomifeno que necessita de inducdo central para agir nas células de Leydig, o uso de hCG
promove estimulacdo direta sob as células de Leydig ao se ligar diretamente nos receptores de
LH ].

5.2.1.1 Acdo do hCG exdgeno na producao de testosterona

O hCG €é um horménio glicoproteico produzido pelo sinciciotrofoblasto
fundamental para a manutencédo da gestagdo. Por meio de semelhanca molecular ao LH, 0 hCG
tem o potencial de ligacdo aos receptores de LH presentes nas células de Leydig [

]. A molécula de hCG é composta por duas subunidades, conhecidas
como alfa (com 93 aminoacido, 14,5 kD) e beta (com 145 aminoécidos, 22,2 kD) [

]. Enquanto a subunidade alfa é idéntica entre ambas as moléculas, a subunidade
beta do hCG apresenta maior capacidade de glicosilacdo e consequentemente maior tempo de
meia-vida [ ]. Dessa forma, o potencial de acdo da molécula de hCG chega a ser
10 vezes superior a molécula de LH [ ]. Riccetti et al., estudaram cultura de
células de Leydig tratadas com LH recombinante e hCG e demonstraram uma diferenca nas
respostas dos tratamentos de forma quantitativa e ndo qualitativa. Apesar do uso de hCG
recrutar 10 vezes mais AMP ciclico comparado ao LH, e sendo 0 AMP ciclico um mediador da
esteroidogénese, ndo houve diferenga quanto aos niveis de testosterona entre os diferentes

tratamentos [ ]
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Os recursos para poder avaliar o atual ambiente hormonal intratesticular séo
invasivos com necessidade aspiracdo do parénquima testicular com agulhas finas ou obtendo
amostras de biopsia do testiculo para analise laboratorial [ ].
Roth et al. induziram 37 homens férteis ao quadro de deficiéncia de gonadotrofinas apds
administracdo de antagonista de GnRH e randomicamente forneceram placebo, ou 15, 60 ou
125 Ul de hCG urinario em dias alternados ou 7,5 g diérios de testosterona em gel por 10 dias.
Os niveis de TIT foram avaliados por meio de tecido testicular aspirado com agulha fina no
inicio e ao fim do protocolo, sendo que houve uma correlagdo significativa entre a posologia
do hCG e niveis de TIT, assim como sérico (P<0,01) [ ]. Um estudo
prospectivo publicado por Coviello et al. corrobora com a hipétese de uma relacdo dose-
dependente entre hCG e niveis de TIT [ ]. Neste estudo, 0s autores
administraram semanalmente 200 mg de enantato de testosterona em 29 homens férteis e
randomicamente combinaram com placebo, ou com 125, 250 ou 500 Ul de hCG urinario em
dias alternados por 3 semanas. Os niveis de TIT foram obtidos por meio de aspiracdo testicular
com agulha fina no inicio e ao fim do protocolo. Os autores concluiram que os niveis de TIT
elevaram linearmente conforme aumento de dose de hCG (P<0,001) [ ].

A principal etapa dependente de testosterona na espermatogénese se chama
espermiogénese, correspondente a fase final e pds meidtica com o alongamento das
espermatides redondas [ ]. Singh et al. demonstraram, em um estudo com
ratos, uma forte e dependente relacdo dos niveis de TIT com a espermiogénese [

]. Por outro lado, os niveis ideais de TIT para a producdo efetiva de espermatozoides €
incerto, uma vez que as expressdes dos receptores androgénicos nas células de Sertoli variam
entre individuos, assim como outros fatores [ ]. Apesar de ainda ndo haver
dados precisos envolvendo as mudancas dinamicas hormonais com a espermatogénese, estudos
sugerem que o uso de hCG, ao estimular a elevacdo dos niveis de TIT, favoreca a completa
espermatogénese em pacientes com padrao histoldgico de parada de maturacéo [

]. A literatura tem
demonstrado que os niveis de TIT sdo muito maiores do que as concentracdes séricas, porém
ainda ha duvidas quanto a sua correlacéo precisa e se ha diferenca entre pacientes saudaveis e
inférteis [ ]

Para melhor compreender a correlagdo entre niveis de TIT e séricos, Roth et al.
avaliaram 10 homens saudaveis e compararam 0s niveis séricos de testosterona com os niveis
de TIT de amostras do parénquima testicular obtidas por aspiragdo com agulha fina. Os autores

encontraram uma correlacdo significativa entre as concentracbes de testosterona sérica e
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intratesticular (r=0,67, P=0,03) [ ]. Coviello et al. demonstraram que 0s niveis
de TIT de 29 homens saudaveis, obtidos por aspiracdo de tecido testicular com agulha fina,
foram 80 vezes maiores comparado a concentragdo sérica de testosterona (1174+/-79 nmol/L
vs. 14,1+/-1,1 nmol/L) [ ]. Por outro lado, Heracek et al. avaliaram 84
homens com ANO e compararam os niveis de TIT por imunohistoquimica, obtidos de amostras
de tecido testicular durante micro-TESE, com niveis séricos de testosterona e encontraram uma
fraca correlacdo (r=0,26, P=0,019) [ ]. Ja Shiraishi et al. avaliaram os niveis
de TIT de 18 homens com AO e outros 72 homens com ANO por meio de espectrometria de
massa de fluidos testiculares, coletados no intraoperatéorio de micro-TESE, e compararam com
0s niveis séricos de testosterona. Tanto em homens com AO quanto naqueles com ANO, 0s
autores ndo encontraram correlacao entre os niveis de testosterona intratesticulares com 0s
séricos (r=0,258, P>0,05; r=0,086, P>0,05; respectivamente) [ ]

Vale destacar que alguns pacientes que recebem gonadotrofina exdgena néo
respondem com aumento significativo dos niveis séricos de testosterona [

]. Bauman et al. avaliaram homens com

e sem lesdo medular cronica quanto a resposta ao uso de hCG para elevar niveis séricos de
testosterona. Enquanto 19,6% dos homens com lesdo medular crénica e hipogonadismo nao
elevaram os niveis séricos de testosterona acima de 12,1 nmol/L (350 ng/dL), 28,4% do grupo
sem lesdo medular e hipogonadismo ndo responderam ao estimulo hormonal com hCG
[ ]. No presente estudo, apenas 22,3% (65/291) dos pacientes tratados com
rec-hCG mantiveram niveis de testosterona total circulante inferior a 350 ng/dl no momento da
micro-TESE. Portanto, a reversdao do hipogonadismo bioquimico por meio da estimulacdo
hormonal, no presente estudo, foi de 77,7%. Corroborando a esta expectativa, 0 grupo que
recebeu hCG previamente a cirurgia no presente estudo apresentou taxas de sucesso na
recuperacao espermatica superiores ao grupo nao tratado.

No entanto, em um relato de caso publicado por Caroppo et al., um paciente com
ANO, testosterona sérica de 128 ng/dL, e niveis normais de 17-hidroxiprogesterona (88 ng/dL)
recebeu inicialmente hCG urinario na dose de 2.000 Ul 2x/semana. Mesmo apés elevar a
dosagem de hCG para até 5.000 Ul a cada 5 dias, 0s niveis séricos de testosterona mantiveram
baixos, embora os niveis de 17-hidroxiprogesterona se encontraram estaveis e normais. Os
autores realizaram entdo a micro-TESE diante dos niveis normais de 17-hidroxiprogesterona e
obtiveram sucesso na recuperagéo de espermatozoides, que possibilitou tanto a criopreservacao
dos mesmos, quanto a fertilizacdo de 5 6vulos pelo método de ICSI, gerando 2 blastocistos de

boa qualidade [ ]. Apesar de cada vez mais estudos estarem demonstrando
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uma possivel forma de avaliar niveis de TIT com o uso da 17-hidroxiprogesterona, esses dados

n&o foram coletados no presente estudo.

5.2.1.2. Acdo do hCG exo6geno sobre niveis de FSH

O uso de hCG exdgeno poderia, também, estimular a espermatogénese ao provocar
queda dos niveis circulantes de FSH, restaurando as concentracGes fisioldgicas de FSH e
testosterona, assim como o aumento da sensibilidade dos receptores de FSH nas células de
Sertoli [ ]. A ligacao
do hCG aos receptores de LH nas células de Leydig estimula a producgdo intratesticular de
testosterona, que por sua vez atinge a corrente sanguinea e modula, pelo mecanismo de
retroalimentacdo negativa, a secrecao hipofisaria de FSH [

]. Essa modulagao hormonal poderia acarretar um “reset” dos
receptores de FSH nas células de Sertoli [ ].

Nos pacientes com reducdo significativa dos niveis séricos de FSH, submetidos ao
tratamento com hCG, sugere-se que a coadministracao de rec-FSH poderia ser benéfica para a
atividade das células de Sertoli pela sua acdo nos receptores de FSH apds o processo de “reset”
mencionado acima [ ]. Em um estudo controlado
publicado por Shiraishi et al., 48 pacientes com falha na micro-TESE foram divididos em dois
grupos: 20 pacientes sem tratamento e outros 28 submetidos a modulagdo hormonal com hCG
urinario associado ou ndo a rec-FSH. Apenas o grupo tratado apresentou sucesso nha
recuperacdo espermatica na segunda micro-TESE (21,4%), sendo que o subgrupo que recebeu
apenas hCG ndo apresentou diferenca nas taxas de sucesso de micro-TESE comparado ao
subgrupo que recebeu hCG combinado a rec-FSH (15,4% vs. 26,7%, P>0,05) [

].

No presente estudo, cerca de 80% dos pacientes reverteram a condicdo de
hipogonadismo bioguimico com rec-hCG. De forma geral, houve reducdo concomitante dos
niveis séricos de FSH no grupo tratado. A reducéo de tais niveis foi tdo marcante num subgrupo
de 59 individuos (20,3%), que necessitaram receber terapia hormonal suplementar com rec-
FSH associado ao rec-hCG. Porém, ndo se observou associacao entre a variagdo dos niveis de
FSH e de LH pos-tratamento e pre-tratamento (delta FSH e delta LH, respectivamente) com as
taxas de sucesso na recuperacao de espermatozoides pela micro-TESE. No entanto, o grupo de
pacientes com sucesso na recuperagdo espermatica apresentou mais individuos com tratamento
combinado de rec-hCG com rec-FSH comparado ao grupo de pacientes que falharam (26,3%
vs. 10,1%; P=0,002).
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5.2.2. Varicocelectomia e ANO

Assim como a estimulacdo hormonal com gonadotrofina previamente a cirurgia
para recuperacdo espermatica, a correcdo cirdrgica de varicocele clinica previamente ao
procedimento de recuperagdo espermatica € controversa para pacientes com ANO [

]. S&o poucos os estudos e com pequeno nimero de pacientes com ANO para elucidar a
influéncia da varicocelectomia na recuperacéao de espermatozoides no ejaculado apds a cirurgia,
assim como o aumento das chances de sucesso na recuperacdo cirdrgica de espermatozoides
testiculares [ ]. Além disso, aguardar os possiveis beneficios da cirurgia de
varicocelectomia adia a programacgéo de micro-TESE por pelo menos 3 meses, devendo todo
casal ser orientado quanto as limitadas evidéncias que recomendam essa conduta [

].

Enquanto ainda h& duvidas quanto a presenca coincidente da varicocele em
pacientes com ANO ou se ha responsabilidade por sua parte aos danos da espermatogénese, a
correcdo cirurgica tem por objetivo otimizar a producdo espermatica [

]. O mecanismo pelo qual a varicocele afeta fertilidade ainda € incerto.
Acredita-se que um complexo multifatorial em conjunto seja responsavel pelos efeitos
negativos sobre a espermatogénese [ ]. A presenca de
valvulas insuficientes ou ausentes em veias do plexo pampiniforme favorece ao refluxo de
sangue patoldgico [ ]. O aumento da pressdo hidrostatica resulta na
elevacdo de estresse oxidativo que por sua vez prejudica as células germinativas direta ou
indiretamente, induzindo apoptose [

]. Outros potenciais mecanismos induzidos pela varicocele incluem a hipertermia
escrotal, hipdxia, refluxo de metabdlitos renais e adrenais, desequilibrio hormonal e formacéo
de anticorpos antiespermatozoides [

]

Diversos trabalhos ja demonstraram a possibilidade do paciente com ANO
apresentar espermatozoides no ejaculado apos varicocelectomia, evitando assim a necessidade
de interveng&o para recuperacéo cirdrgica de espermatozoides, assim como 0 aumento nas taxas
de sucesso para captacdo espermatica, quando ainda mantido azoospermia [

]. Em uma revisdo sistematica e metanalise publicada por Esteves et al.,
43,9% (151/344) dos pacientes (variando de 20,8% a 55,0%) apresentaram espermatozoides no
ejaculado apds 4 a 11 meses de submetidos a varicocelectomia [ ]. Neste
mesmo estudo, 0s autores demonstraram que pacientes com ANO com varicocele clinica tratada

apresentaram maiores taxas de sucesso na recuperagédo espermatica do que os nao tratados (OR:
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2,65; 1C 95%: 1,69-4,14; P<0,0001; 1>=0) apds uma média de 10,9 meses de operados (variando
de 3 a 23,6 meses).

No presente estudo, por meio de analise de regressdo logistica multivariada, foi
observado uma associagdo positiva entre o histérico de varicocelectomia prévio a micro-TESE
(P=0,013) e a auséncia de varicocele clinica (P=0,04) com o0 sucesso na recuperacao de
espermatozoides (Tabela I11). Nossos achados sugerem que a correcao cirurgica da varicocele
previamente a micro-TESE deva ser considerada nos pacientes com ANO afetados pela doenca,
corroborando estudos anteriores. Entretanto, estudos prospectivos, particularmente de natureza

randomizada, sdo necessarios para confirmar o beneficio da varicocelectomia neste contexto.

5.3. Relevancia clinica dos achados

A incerteza do sucesso na captacdo espermatica pode conferir prejuizos financeiros
e psicoldgicos ao casal. A possibilidade de analisar dados ndo invasivos para predizer o sucesso
no procedimento cirlrgico para recuperagdo espermatica é essencial. Com exce¢do dos padrdes
histopatoldgicos, dados como niveis de testosterona, FSH e volume testicular sdo controversos
como preditores de positividade na micro-TESE [

]. Em um trabalho recente de revisdo com mais de 60 artigos analisados, o0s
autores demonstraram como preditores positivos: varicocelectomia prévia a captacao cirdrgica
de espermatozoides, micro-TESE como técnica cirurgica de escolha, estimulacdo hormonal
para fins de elevar testosterona intratesticular, e histologia testicular com sinais de
espermatogénese (parada de maturacao e hipoespermatogénese) [ ].

No presente estudo, realizamos analises de regressao logistica multivariada para
avaliar fatores associados ao sucesso na recuperacdo de espermatozoides entre a populacéo
geral e entre o grupo tratado. Dentre os 616 pacientes estudados, o uso de gonadotrofina antes
da micro-TESE (P=0,0002), a presenca de um dos padrdes histolégicos com sinais de
espermatogénese (parada de maturacdo e hipoespermatogénese, com p=0,001 e p=0006,
respectivamente), histdria de varicocelectomia (P=0,013), o nivel de FSH basal (P=0,046) e a
auséncia de varicocele clinica (P=0,041) estiveram associados como fatores independentes
ligados ao sucesso na recuperagao espermatica.

Dentre o grupo tratado, a regressdo logistica englobou fatores clinicos e
bioquimicos pré e pos estimulagdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes. Com relagéo
aos dados laboratoriais, apenas 0s niveis de testosterona total pré-micro-TESE (P=0,028) e a

variacdo dos niveis de testosterona basal antes e ap6s a modulacdo hormonal até a cirurgia
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(delta T) (P<0,001) foram associados como fatores independentes a positividade da micro-
TESE.

Por meio de analise das curvas ROC, os niveis de testosterona total pré-micro-
TESE (AUC 0,78) e delta T (AUC 0,76) demonstraram ser bons preditores quanto ao sucesso
na recuperacdo espermatica por meio da micro-TESE (Fig. 11 e 12). O valor de corte de Youden
para testosterona pré-micro-TESE e delta T foram de 418,5 ng/dL (IC 95%, sensibilidade 0,78,
especificidade 0,71) e 258 ng/dL (IC 95%, sensibilidade 0,50, especificidade 0,92),
respectivamente. Valores de areas abaixo da curva entre 0,70 e 0,80 denotam moderado poder
de discriminacdo [ ]. Dessa forma, nossos achados sugerem que homens
com ANO e hipogonadismo bioguimico submetidos a estimulagdo hormonal com
gonadotrofinas recombinantes pré-microTESE apresentardo maior chance de sucesso ha
recuperacdo espermatica quando atingido valores de testosterona total sérica pré-operatéria
igual ou superior a 418,5 ng/dL e variagdo minima de 258 ng/dL, entre os niveis pré-operatorios
versus basais.

Nossos resultados também sugerem que o efeito benéfico da estimulacdo hormonal
seja limitado aos individuos com padrdes histoldgicos favoraveis. No presente estudo, dentre
os padrdes histologicos observados, a presenca de parada de maturacédo, principalmente quando
em fase tardia, associou-se ao aumento nas taxas de recuperacdo espermatica pds-modulacao
hormonal com gonadotrofina recombinante previamente a micro-TESE (P<0,0001). Dessa
forma, o conhecimento da histologia testicular do paciente poderia ser uma forma de auxiliar o
médico no processo de selecdo dos pacientes com melhores chances de resposta a estimulacéo
hormonal quanto a recuperacdo espermatica, embora tal conduta ndo seja recomendada
rotineiramente.

No entanto, é importante salientar que as amostras histopatologicas foram obtidas
apenas durante o procedimento de micro-TESE e foram usadas com o objetivo primario de
confirmar o diagnostico de ANO. A avaliacdo dos resultados apresentados, no que se refere a
associacdo entre padrbes histologicos e sucesso na recuperagdo espermatica, devem ser
interpretados com cautela, pois muitos pacientes ja& haviam sido submetidos a estimulacéo
hormonal previamente ao procedimento cirargico. Desta forma, as bidpsias testiculares obtidas
de pacientes tratados introduziram um viés, uma vez que refletiram o padrdo histoldgico
predominante apds a exposicado do parénquima testicular a estimulagdo hormonal. Estudos tem

demonstrado um possivel avanco na espermatogénese por meio da estimulacdo hormonal

[ 1.
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Apesar destas consideragdes, uma questéo relevante seria a discusséo do papel da
bidpsia testicular diagnostica de rotina para os pacientes com ANO candidatos a estimulagéo
hormonal previamente a micro-TESE. Nos pacientes com ANO, a espermatogénese nédo
necessariamente se distribui de forma homogénea por todo parénquima testicular. Ha a
possibilidade de se encontrar tubulos seminiferos exibindo estagios variados desde SCO a
hipoespermatogénese [ ].
Portanto, a presenca de uma amostra de biopsia testicular apresentando histologia desfavoravel
guanto ao sucesso da recuperacdo espermatica (ex. SCO) ndo necessariamente indica a
impossibilidade de haver &reas focais com espermatogénese completa em outras partes do
testiculo [ ]. Um paciente pode ser
submetido a uma biopsia com resultado de SCO e ndo receber a proposta de otimizacéao
hormonal, mesmo havendo outras areas de espermatogénese em estagio mais avangado como
parada de maturagdo, comprometendo assim uma conduta clinica. Ademais, a extracdo de
tecido testicular com proposito de andlise histopatoldgico pode desperdicar areas focais com
espermatogénese e comprometer 0 sucesso na micro-TESE futura [

]. O envio de amostras de parénquima testicular para analise histologica em
laboratério de patologia poderia ainda, acabar por identificar focos de espermatogénese ativa,
sendo esses desperdicados uma vez que nao ha possibilidade de criopreservar tecido testicular
para uso clinico ap6s o processamento histolégico. Dessa forma, especialistas e diretrizes
internacionais ndo recomendam realizar biopsia testicular para fins de predizer chances de
sucesso na recuperacao espermatica [ ].

Na Androfert, realizamos a bidpsia do parénquima testicular de rotina no
intraoperatério do procedimento de micro-TESE, mas também em casos excepcionais para
diferenciacdo entre AO e ANO [ ]. Como o laudo histopatolégico € o
método padrdo-ouro para confirmar o diagndstico de ANO, realizamos a biopsia testicular no
presente estudo em todos os pacientes durante a micro-TESE para confirmacdo diagnostica
[ ]. Diante do exposto, o urologista deve discutir com o
casal fatores favoraveis e desfavoraveis quanto ao beneficio de realizar bidpsia testicular
previamente a micro-TESE. O propdsito da biopsia diagndstica pré-recuperacdo espermatica
seria de orientagdo quanto a prognéstico de sucesso do procedimento e de oferecer a
possibilidade de aumentar as chances de sucesso ao indicar estimulacdo hormonal para casos
de parada de maturagdo confirmados. Uma vez optado por realizar a biopsia, este procedimento

deve ser efetuado num servigo especializado em reproducdo assistida que possibilite fazer a
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anélise concomitante a fresco do material extraido. Caso 0s espermatozoides sejam

encontrados, estes ja podem ser criopreservados [ ].

5.4. Comparacdo com outros estudos da literatura

Desde a apresentacéo da técnica de micro-TESE por Schlegel em 1999, as taxas de
sucesso se mantém relativamente estaticas, variando entre 40-60% [

]. Diante desse cenario, diversos trabalhos tém avaliado formas
variadas de estimulacdo hormonal para elevacdo de TIT em pacientes com ANO e
hipogonadismo hiper ou normogonadotréficos por meio de uso isolado ou combinado de
medicamentos como citrato de clomifeno e gonadotrofinas (urinarias ou recombinantes)
associados ou ndo a inibidores de aromatase com o proposito de maximizar as taxas de sucesso
na recuperacao espermatica [ ].
Por outro lado, s&o poucos os estudos controlados que utilizaram gonadotrofinas recombinantes
como terapia de estimulacdo hormonal prévia a cirurgia para recuperacao espermatica [
]

Estudos prévios ja demonstraram uma relacdo positiva entre niveis séricos normais
de testosterona e taxas de sucesso na recuperacao espermatica [

]. Em um estudo de revisao, Caroppo et al. avaliaram seis trabalhos que comparavam
as taxas de sucesso na recuperacdo espermatica entre homens com niveis séricos de testosterona
normais e hipogonadicos. Com um total de 2046 pacientes incluidos nos 6 estudos analisados,
todos retrospectivos, 0s autores demonstraram maiores taxas de sucesso na recuperagao
espermatica em pacientes com niveis séricos de testosterona dentro da normalidade quando
comparado aos homens hipogonadicos (OR 1,63, IC 95% 1,08-2,45, P=0,02) [

].

Enquanto j& se consolidou na literatura os beneficios da administracdo de
gonadotrofinas exdgenas em pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico [

], ha controvérsias quanto a eficacia do tratamento hormonal empirico em pacientes com
faléncia espermatogénica, principalmente na presenca de altos niveis séricos de gonadotrofinas
[ ]. Entretanto, a estimulacdo paradoxalmente fraca nas
células de Leydig e de Sertoli pelas gonadotrofinas endégenas em pacientes com ANO, como
ja discutido, sugere um potencial beneficio do tratamento enddcrino.

A otimizac&o dos niveis de testosterona em pacientes com ANO tem sido explorada
por diversos autores. Em 2002, Madgar et al. avaliaram 20 pacientes azoospérmicos com

sindrome de Klinefelter ndo mosaicos, sendo todos submetidos a estimulagdo hormonal com
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hCG urinario. Os autores demonstraram gque 0 grupo com sSucesso na recuperacdo espermatica
apresentou niveis sericos de testosterona significativamente superiores ao grupo que falhou
(P<0,005) [ ]. Ramasamy et al. publicaram um estudo retrospectivo com 68
homens com sindrome de Klinefelter ndo mosaicos em que a terapia de estimulacdo hormonal
pré cirdrgica ndo resultou em maior sucesso na recuperacao espermatica (43 de 68 pacientes ou
62,2% vs. 19 de 22 pacientes ou 82,6%, P=0,06). No entanto, os autores utilizaram variados
medicamentos no tratamento hormonal, dentre eles, inibidores de aromatase, citrato de
clomifeno e hCG. Porém, neste estudo, 0 grupo de pacientes que respondeu a estimulacédo
hormonal, atingindo niveis séricos de testosterona pré-operatérios superiores a 250 ng/dL,
apresentou taxa de sucesso na recuperagdo espermatica significativamente maior comparado ao
grupo que recebeu estimulacdo e ndo respondeu (77% vs. 55%, P=0,05) [
].

Guo et al. avaliaram 184 homens com sindrome de Klinefelter ndo mosaicos no
qual o grupo tratado com hCG urinario (134 pacientes) ndo apresentou resultados superiores na
recuperacdo espermatica comparado ao grupo que ndo recebeu modulacdo hormonal (44,0%
vs. 43,3%). Porém, por meio de regressao logistica multivariada, os autores demonstraram
maiores taxas de sucesso na micro-TESE em pacientes que apresentavam niveis de testosterona
sérica pré-cirargica superiores a 13,1 nmol/L (OR 1,09; IC 95%, 1,04-1,16, P=0,002;
AUC=62,4%) [ ], corroborando nossos achados.

Num estudo avaliando 48 pacientes com ANO e historico de falha na primeira
micro-TESE, Shiraishi et al. demonstraram beneficio da modulacdo hormonal previamente a
segunda micro-TESE. Aproximadamente 1/5 dos pacientes do grupo que recebeu modulacao
hormonal com hCG urinério associado ou ndo a rec-FSH (6 de 28 pacientes) apresentou sucesso
na segunda micro-TESE, enquanto todos os pacientes do grupo controle, sem tratamento,
falharam (21,4% vs. 0%, P<0,05) [ ]. Neste mesmo estudo, a taxa de sucesso
na recuperacao espermatica do subgrupo que recebeu apenas hCG néo diferiu do subgrupo que
recebeu hCG combinado a rec-FSH. Porém, ambos os subgrupos apresentaram elevacédo
significativa dos niveis séricos de testosterona. Apesar dos elevados niveis de gonadotrofinas
nos pacientes com ANO, a baixa amplitude na secrecdo de LH ndo ativa adequadamente as
células de Leydig a produzirem testosterona [ ].

Utilizando-se de variadas formas de estimulagio farmacologica para elevar niveis
séricos de testosterona além do uso de hCG isolado (9/348; 2,6%), como anastrazol (inibidor
de aromatase nao hormonal) isolado (180/348; 51,7%) ou combinado com hCG (29/348; 8,3%),
citrato de clomifeno (66/348; 18,9%), testolactone (inibidor de aromatase hormonal) isolado
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(14/348; 4%) ou combinado com hCG (12/348; 3,4%) e outras (38/348; 10,9%), Reifsnyder et
al. ndo demonstraram resultados significativamente superiores nos grupos tratados comparados
ao grupo controle (157/307; 51% vs. 25/41; 61%, P=0,31) [ ]. Os autores
também ndo encontraram diferenca quanto as taxas de sucesso na recuperacdo espermatica
mesmo no grupo tratado apresentando niveis de testosterona acima de 250 ng/dL comparado
ao grupo de pacientes tratados que ndo responderam e atingiram niveis de testosterona sérica
inferior a 250 ng/dL (51% vs. 51%, P=0,97). Vale salientar que a populacao que utilizou hCG
isolado neste estudo foi minima, além de que os autores ndo especificaram qual tipo de
formulacéo de hCG foi utilizada.

Por outro lado, Hussein et al., avaliando pacientes com ANO que receberam
variadas formas de otimizacao de testosterona endogena prévio a micro-TESE, demonstraram
maior taxa de recuperacdo espermatica no grupo tratado comparado ao controle (252/442;
57,0% vs. 39/116; 33,6%, P<0,001) [ ]. Os 496 pacientes que receberam
tratamento hormonal iniciaram estimulagdo com citrato de clomifeno, sendo subdivididos em
esquemas de tratamento com adicao ou ndo de gonadotrofinas (hCG e hMG). Nenhum paciente
tratado recebeu apenas hCG em isolado. Ademais, os pacientes deste estudo ndo foram
avaliados quanto a hipogonadismo bioguimico basal, nem mesmo quanto ao padréo histoldgico.

Estudos prévios sugerem que a terapia com hCG urinario (combinado ou ndo com
FSH recombinante) ou apenas FSH recombinante contribuiram na progressdo da
espermatogénese em pacientes com parada de maturacao [

]. Estudos com animais demonstraram a acdo de rec-FSH sobre a multiplicacdo de células
germinativas pré-meioticas (espermatogbnias e espermatocitos), assim como de células de
Sertoli e espermatides redondas [ ]. Shiraishi et al. obtiveram sucesso na
recuperacdo espermatica de homens com ANO por quimioterapia ap6s estimulacdo hormonal
com hCG urinario combinado ou ndo com FSH recombinante. Neste estudo, os dois Unicos
pacientes azoospérmicos com Sucesso na recuperacdo espermatica, dentre os seis avaliados,
apresentavam parada de maturacdo como padrdo histologico na primeira micro-TESE que
falhou e sem modulagéo hormonal [ ]. Outros trabalhos também avaliaram
pacientes com ANO que falharam em uma primeira micro-TESE e puderam avaliar a evolucéo
do padrao histoldgico entre a primeira e a segunda abordagem de micro-TESE ap6s modulagéo
hormonal com hCG urinario combinado com FSH recombinante ou hMG [

]. O uso de FSH recombinante em pacientes com parada de maturacgdo, que
falharam em uma tentativa prévia de recuperagdo espermatica, pode contribuir com a presenca

de espermatozoides no ejaculado [ ].
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No presente estudo, os pacientes com parada de maturacao, principalmente aqueles
com estagio tardio, demonstraram beneficio da modulagéo hormonal prévio a micro-TESE com
maior taxa de recuperacdo espermatica. Ja os pacientes com hipoespermatogénese e SCO néo
demonstraram significativamente mais resultados positivos na micro-TESE com o uso de
gonadotrofinas. Diferentemente a esse achado, um estudo de coorte publicado por Laursen et
al. demonstrou que pacientes com hipoespermatogénese também podem se beneficiar da
modulacdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes. Neste estudo, os autores avaliaram 8
pacientes com ANO e historico de recuperacao espermatica sem sucesso por meio da técnica
de TESA, submetendo estes a estimulagcdo hormonal com rec-hCG combinado ou ndo com rec-
FSH prévio a segunda TESA. Dois dos oito pacientes apresentaram espermatozoides no
ejaculado, enquanto outros dois pacientes obtiveram espermatozoides recuperados na segunda
TESA. Desses quatro pacientes com sucesso na recuperacdo espermatica pés modulacéo
hormonal, 3 apresentavam hipoespermatogénese e um com parada de maturacdo em estagio
tardio como padréo histologico presente na primeira TESA que falhou [ ].

Todos os pacientes no presente estudo tiveram diagnostico de ANO confirmada por
histologia testicular obtidos durante a cirurgia de micro-TESE. Tal pratica ndo foi observada
na maioria dos estudos citados acima, onde os pacientes tiveram o diagnostico de ANO sem
confirmacdo histoldgica. Porém, ndo temos informacdes sobre o padrdo histolégico dos
pacientes no presente estudo antes do inicio do tratamento com modulacdo hormonal. Dessa
forma, ndo foi possivel comparar a evolucao que o estimulo para elevacdo dos niveis de TIT
provocou na espermatogénese.

Em uma publicagdo recente, Peng et al. demonstraram maiores chances de
recuperacdo espermatica com o uso de gonadotrofina exdgena previamente a micro-TESE para
pacientes com ANO (31,2% vs. 19,5%, P=0,006) [ ]. Por meio de regressdes
logisticas bruta e ajustada se confirmaram maiores chances de recuperacdo espermatica com o
uso de tratamento hormonal prévio a micro-TESE (OR bruto: 1,87, IC 95%, 1,22-2,92; OR
ajustado: 1,64, 1C 95%, 1,03-2,63). Neste estudo, o grupo tratado era composto de 395 pacientes
e recebeu hCG (formulag¢do ndo mencionada) combinado ou ndo com FSH urinério altamente
purificado por 3 meses, enquanto outros 174 pacientes ndo receberam tratamento e foram
comparados como grupo controle. Entretanto, o diagnadstico de ANO foi clinico, sem avaliagéo
histopatoldgica, nem mesmo a variagdo dos niveis de testosterona com o tratamento hormonal.

Até o momento presente, nenhum estudo randomizado controlado foi publicado
avaliando regimes de estimulagdo hormonal com gonadotrofinas. A interpretagdo dos

resultados expostos nos diversos trabalhos deve ser analisada com cautela. Uma recente
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metanalise compilou 10 estudos controlados com variados tipos de modulagdo hormonal que
somou 985 pacientes [ ]. A taxa de sucesso na recuperacdo espermatica foi
maior em pacientes que receberam estimulacdo hormonal prévia a cirurgia de recuperagédo
espermatica comparado aos pacientes que nao receberam tratamento (OR 1,96, IC 95% IC 1,08-
3,56, P=0,03). Neste mesmo estudo, os autores avaliaram subgrupos de pacientes com ANO
entre normogonafotrofico e hipergonadotréfico, tendo como limiar de FSH igual a 12 UI/L.
Enquanto o grupo normogonadotrofico apresentou significativamente maiores chances de
sucesso na recuperacgdo espermatica com a modulagdo hormonal (OR 2,13, 1C 95% 1,10-4,14%,
P=0,02), pacientes hipergonadotréficos ndo demonstraram o mesmo cenério positivo (OR 1,73,
IC 95% 0,44-6,77). No presente estudo, tanto os pacientes normogonadotréficos quanto
hipergonadotréficos apresentaram beneficio da estimulacdo hormonal prévia a micro-TESE
num modelo ndo-ajustado. Porém, apds ajuste do modelo levando em consideragdo o conjunto
de variaveis independentes, o beneficio da estimulagdo hormonal somente se manteve no grupo
normogonadotrofico, corroborando os achados de Tharakan et al. O fato de pacientes com
parada de maturacao poderem apresentar niveis de FSH normais somado ao fato de apenas esse
padrdo histologico ter demonstrado beneficio da estimula¢do hormonal com gonadotrofinas na
maior recuperacdo espermatica, corrobora para o achado do subgrupo de pacientes com
hipogonadismo normogonadotréfico apresentar resultado melhores com a estimulacdo de
gonadotrofinas para maior taxa de recuperacdo espermatica. Ademais, pacientes com padrao
histolégico também podem apresentar niveis de FSH<12 UI/L, sugerindo melhor reserva

testicular [ ].

5.5. Efeitos adversos e complicagdes

Apesar dos beneficios associados ao uso de gonadotrofinas para maior sucesso na
recuperacdo espermatica, esses medicamentos nao foram isentos de efeitos colaterais. Diversos
trabalhos que utilizaram gonadotrofina para elevacdo dos niveis de TIT demonstraram baixas
taxas de efeitos adversos, variando de 0-16% [

]. De forma
semelhante, as taxas de efeito adversos no presente estudo foram de 10,3%, sendo as principais
queixas: reacOes locais a aplicacdo do medicamento (5,1%) e a mastalgia (1,4%). Todos 0s
pacientes que apresentaram ginecomastia e mastalgia receberam inibidor de aromatase a fim de
reduzir niveis séricos de estradiol e corrigir a relacdo TT/E2. Houve boa resposta ao tratamento
com resolucdo do efeito adverso em 6 de 7 pacientes. O Unico paciente que manteve quadro de

ginecomastia mesmo em uso de inibidor de aromatase optou por manter 0 esquema de
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tratamento com gonadotrofinas. Os trés casos com ginecomastia apresentaram como grau 1, o
que corresponde apenas ao aumento do didmetro e protrusdo limitada da regido areolar
[ ]. Nenhum paciente interrompeu o tratamento durante o estudo por
qualquer efeito adverso presente.

Além dos efeitos adversos relacionados a administracdo de gonadotrofinas,
avaliamos as taxas de complicagdes precoces do procedimento de micro-TESE. As principais
complicacdes registradas eram discretas como dor persistente, infeccdo e hematoma. No
presente estudo, a taxa de complicacdes pos-operatdrias da micro-TESE foi de 2,3% (14/616),
predominando quadro de infeccdo do sitio cirurgico superficial ou profundo e hematoma. Em
um trabalho de reviséo recentemente publicado, os autores analisaram 29 estudos com um total
de 1251 pacientes que demonstrou uma taxa de complicacdo pos-operatdria da micro-TESE de
2,6% (variando de 0 a 10%) [ ]. Dessa forma, a taxa de complicacdo
precoce relacionada a micro-TESE no presente estudo esteve dentro do relatado na literatura.

No mesmo estudo de revisdo anteriormente citado, os autores avaliaram todos os
oito estudos controlados na literatura que compararam as técnicas de micro-TESE e TESE
convencional quanto as taxas de sucesso na recuperacdo espermatica, assim como as taxas de
complicacgdes precoces atribuidas aos procedimentos cirargicos [ 1. A
média nas taxas de complica¢des relacionadas ao procedimento de TESE convencional foi de
3,0% (8/269). Dessa forma, as taxas de complicagdes da micro-TESE no presente estudo foram

inferiores aquelas reportadas para o procedimento de TESE convencional.

5.6. Limitagdes

Este estudo apresentou diversas limitagOes. Primeiramente pela natureza do estudo
ser observacional. Ensaios clinicos randomizados constituem o padrdo-outo para avaliar a
eficacia do tratamento com gonadotrofinas para homens com ANQO; entretanto, faltam estudos
desta natureza. Utilizamos dados do mundo real coletados de forma prospectiva e com rigor
metodologico a fim de minimizar o comprometimento nas interpretacfes dos resultados
obtidos. Embora alguns parametros demogréaficos e clinicos dos pacientes tratados e nédo
tratados diferiram, as analises de regressdo logistica ajustaram o efeito destas covariaveis e
identificaram associagdes entre pardmetros clinicos e laboratoriais e as taxas de sucesso na
recuperacao espermatica, tanto no grupo total quanto no grupo tratado. Tais analises também
permitiram tracar um perfil do paciente com ANO e hipogonadismo bioquimico que mais se
beneficiaria desse tratamento prévio a micro-TESE. Dos modelos de regressdo logisticas

existentes, a tecnica de LASSO foi a utilizada no presente estudo diante do grande nimero de
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covariaveis presentes, o que permitiu analisé-las simultaneamente [ ]. O método
LASSO permite identificar as variaveis relevantes, removendo aquelas redundantes
(colineares), aumentado assim a acuracia da predicdo. Além disso, 0 método permite a obtencéo
da razdo das chances ajustada para cada variavel estudada, que leva em consideragédo o efeito
de todas as covaridveis incluidas no modelo, tornando os resultados mais confiaveis e
interpretaveis.

Outra limitacdo esta atrelada ao valor de referéncia de testosterona total utilizado
neste estudo para definir hipogonadismo bioguimico que foi de 350 ng/dL. Embora tal limiar
tem sido utilizado pela maioria das sociedades médicas internacionais como a Associagao
Europeia de Urologia (EAU), a Academia Europeia de Andrologia (EAA), a Sociedade
Internacional de Medicina Sexual (ISSM), a Sociedade Britanica de Medicina Sexual (BSSM)
e a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU), algumas entidades utilizam o valor de corte igual
ou inferior a 300 ng/dL, como a Associacdo Americana de Urologia (AUA) e a Sociedade de
Endocrinologia (ES) [ ]. Entretanto, em um estudo
populacional que avaliou os niveis de testosterona total de 456 homens jovens (com idade entre
19 e 40 anos) ndo obesos, os autores demonstraram que o percentil 2,5 apresentou nivel de
testosterona total de 348 ng/dL [ ], valor de corte que tem sido endossado
pela maioria das entidades mencionadas acima.

A fim de ndo comprometer a interpretacdo dos resultados do estudo pela influéncia
da variacdo circadiana dos hormonios reprodutivos, as coletas de exames hormonais no presente
estudo foram padronizadas, tendo ocorrido entre 8h e 10h pela manhd e ap6s jejum noturno
[ ]. Aincluséo de pacientes com ANO
potencialmente elegiveis para tratamento hormonal baseou-se exclusivamente no diagndéstico
de hipogonadismo bioquimico pelo método de quimioluminescéncia (ECLIA), ndo sendo
coletado dados quanto a presenca de sintomas de hipogonadismo. O método de ECLIA € o0 mais
usado em pesquisas por causa da simplicidade técnica, pequeno volume de amostra necessaria
para analise, baixo custo e rapido resultado [ ]. Apesar do metodo de
referéncia para analise dos niveis séricos de testosterona ser fundamentada pela cromatografia
liquida de alta performance como método preparativo e espectrometria de massa em tandem
para quantificacdo, ha importante limitacdo do uso desse método pelo alto custo dos
equipamentos necessarios e a expertise necessaria para sua realizacéo [ ].O
método utilizado no presente estudo de ECLIA tem demonstrado boa correlagcdo com as analises
por espectrometria de massa [ ]. Huhtaniemi et al.

avaliaram 3174 homens europeus entre 40 e 79 anos e compararam ambos 0s metodos
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laboratoriais para analise de testosterona sérica e estradiol [ ]. Os autores
demonstraram alta correlacéo entre os métodos de imunoensaio e espectometria de massa para
analise de testosterona sérica (r=0,93, P<0,001). Por meio de regressdo de Deming, a correlacao
entre os métodos para niveis de testosterona >8nmol/L foi proxima do ideal (0,97, IC 95% 0,95-
0,99).

Os efeitos tardios atrelados ao procedimento de micro-TESE quanto ao perfil
hormonal dos pacientes ndo foram investigados de forma sistematica no presente estudo.
Embora os pacientes tenham sido avaliados rotineiramente no pos-operatério com a coleta de
dados relacionados as complicagGes cirargicas precoces, ndo foram avaliados de forma
pormenorizada quanto a variagdo dos niveis de testosterona apos a cirurgia de recuperacao
espermatica. Komori et al. demonstraram a possibilidade de reducdo temporaria dos niveis
séricos de testosterona pds micro-TESE com retorno aos niveis basais apds 12 meses na maioria
dos casos [ ]. Porém, pacientes com niveis séricos de testosterona baixos
prévio a recuperagdo cirdrgica de espermatozoides, assim como com testiculos hipotroéficos,
apresentam risco maior de tratamento permanente de reposicdo de testosterona no pés-
operatorio [ ]. Dentre as técnicas de recuperacdo espermatica mais
realizadas em pacientes com ANO, a micro-TESE apresenta menores taxas de complicagdes,
como hematoma escrotal, infecgbes, dor, epididimite e hidrocele, comparada a TESE
convencional (1,3% vs. 3,0%) [ ]

A terapia hormonal utilizada no presente estudo baseou-se exclusivamente em
gonadotrofinas recombinantes, particularmente o hCG recombinante, sendo o esquema de
tratamento combinado ou ndo com FSH recombinante. A literatura é escassa e relativamente
recente quanto a avaliacdo dos efeitos de gonadotrofinas recombinantes sobre a
espermatogénese em pacientes com ANO [

]. A maioria dos estudos utilizam gonadotrofinas urinarias, ndo
havendo consenso na literatura quanto a potenciais vantagens das formas recombinantes
comparado aos produtos urinarios [ ].
Entretanto, num estudo de revisdo comparando a eficacia, eficiéncia e efetividade dos variados
tipos de gonadotrofinas no tratamento de infertilidade, Esteves demonstrou a diferenca de
pureza de FSH presente entre as gonadotrofinas extraidas de urina de mulheres p6s menopausa,
FSH urinario altamente purificado e rec-FSH. Enquanto menos de 5% das gonadotrofinas
extraidas de mulheres p6s menopausa apresentam a forma pura de FSH, o preparo de FSH
urinario altamente purificado apresenta menos de 70% e as formas de rec-FSH mais de 99%

[ ]. As metanalises sobre a eficécia das variadas formas de gonadotrofinas quanto
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a estimulacdo ovariana tem demonstrado maior numero de 6vulos captados com o uso de rec-
FSH comparado as formas urinérias, além da primeira apresentar melhor custo-beneficio
[ ]. Dessa forma, postula-se que o uso de gonadotrofinas recombinantes possa
apresentar melhores resultados na espermatogénese comparado a acdo de gonadotrofinas
urinérias.

A administracdo dos medicamentos foi por via subcutanea com dispositivo de
autoaplicacdo. Essa via de administragdo permite maior adeséo ao tratamento devido a maior
tolerabilidade e menos dor comparado a via intramuscular [ ]. Além disso,
ndo houve necessidade do paciente se deslocar a clinicas ou hospitais para aplicacéo [

]. Apenas a primeira injecdo foi administrada na instituicdo, pelo médico ou enfermeira,
gue ensinou o paciente a como proceder as demais aplicacdes de forma fracionada usando o
dispositivo em casa e como armazena-los. De acordo com a fabricante, 0 medicamento é
indicado para uso unico, sendo estimado neste estudo que o fracionamento em subdoses seja
regular, isto €, para cada clique do dispositivo estaria sendo fornecido 10 mcg (~260 Ul) de rec-
hCG, uma vez que este dispositivo apresenta 250 mcg (6.500 Ul) com 25 cliques. Além disso,
o0 tempo de tratamento hormonal foi relativamente longo, e em cerca de 1/3 dos pacientes houve
associagdo do FSH recombinante em uma dose fixa. Ao contrario do dispositivo de hCG
recombinante em que o fabricante recomenda uso Unico, a caneta de FSH recombinante tem a
possibilidade de fracionamento de doses que sdo demonstradas no visor do préprio dispositivo.
Cuidado deve ser praticado na interpretacdo dos resultados, uma vez que tratamentos mais
longos e utilizando outras doses ndo foram explorados no presente estudo.

Nosso estudo dependeu primariamente da micro-TESE como técnica de
recuperacdo de espermatozoides, tendo sido realizada por cirurgiGes experientes. A técnica de
micro-TESE é considerada padrao-ouro pela sua eficacia com maior capacidade de recuperacédo
espermatica e menores complicacbes comparada as demais técnicas existentes indicadas para
pacientes com ANO [ ]. O
procedimento de micro-TESE foi considerado positivo quando pelo menos um espermatozoide
viavel para ICSI fosse encontrado. Para isso, todo processamento do parénquima testicular
seguiu as técnicas mais avancadas disponiveis, realizadas por embriologistas com larga
experiéncia na manipulagéo de tecido testicular. Dessa forma, minimizamos as possibilidades
de falhas na recuperacgéo espermatica.

Apesar da forte associagdo entre padrdo histolégico com progndstico de
recuperacdo espermatica, € essencial a compreensdo de que a bidpsia testicular nédo

necessariamente corresponda a todo o testiculo [
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]. Ha casos de padrdo misto com focos de
hipoespermatogénese e outras de SCO em um mesmo testiculo. No presente estudo, as amostras
de bidpsia testicular foram coletadas durante o procedimento de micro-TESE, fixadas em
solucéo de Bouin e analisadas em um laboratdrio de histopatologia credenciado pela instituicéo.
Na auséncia de padréo histolégico prévio ao inicio do tratamento enddcrino, ndo foi possivel
avaliar uma evolucdo histologica como possivel consequéncia do tratamento. Nos casos de
padrdo misto, utilizamos a forma predominante para analise dos resultados. Laudos com padréo
de parada de maturacdo foram diferenciados entre a presenca apenas de espermatogénias ou
espermatdcitos primarios, como parada de maturacao precoce, e espermatocitos secundarios ou
espermatides para casos de parada de maturacdo tardia.

Por fim, o presente estudo ndo comparou as taxas de sucesso quanto a fertilizacao,
desenvolvimento embrionario, taxas de implantacdo, abortos ou nascidos vivos entre 0S
espermatozoides obtidos no grupo tratado do grupo ndo tratado. Os objetivos primarios e
secundarios se limitaram a avaliar fatores associados a recuperacdo dos espermatozoides e nao
ao desempenho desses gametas no processo de fertilizacdo. Porém, dados da literatura sugerem
menor taxa de nascidos vivos ap0s uso de espermatozoides de pacientes com ANO em
procedimento de ICSI comparado a outros pacientes sem faléncia testicular [

].
Em um estudo retrospectivo, realizados com dados da propria instituicdo onde o presente estudo
foi realizado, Esteves et al. compararam as taxas de nascidos vivos apds ICSI de
espermatozoides obtidos por micro-TESE de 365 homens com ANO, 40 amostras de banco de
sémen e 146 homens com AO. A taxas de nascidos vivos foi menor em homens com ANO
(19,9%) comparado a doador de sémen (37,5%; OR ajustado: 0,377, IC 95% 0,233-0,609,
P<0,001) e a homens com AO (34,2%; OR ajustado: 0,403, IC 95% 0,241-0,676, P=0,001)

[ ]. No entanto, os parametros neonatais ndo diferiram entre os grupos.

5.7. Perspectivas futuras

Apesar dos resultados do presente estudo e da literatura existente sugerir beneficio
da estimulag¢do hormonal para aumentar as taxas de recuperacéo espermatica em pacientes com
ANO, tal evidéncia é baseada em estudos de corte com nivel de evidéncia que varia entre muito
baixo a moderado [ ]. Pesquisas futuras, na forma de estudos prospectivos
e ensaios randomizados, sdo necessarias para confirmar tais resultados e estabelecer protocolos
padronizados para a estimulagdo hormonal. Esses protocolos podem incluir a otimizagéo de

dosagens, combinacdes de medicamentos ou o desenvolvimento de novas abordagens.
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A individualizacdo do tratamento com base nas caracteristicas especificas de cada
paciente e a identificacdo de fatores preditores sdo essenciais. Essas abordagens personalizadas
permitiriam determinar quais pacientes responderiam melhor a estimulacdo hormonal,
otimizando, assim, o custo-beneficio do tratamento. Estudos a longo prazo sobre o uso de
gonadotrofinas recombinantes sdo cruciais para avaliar a seguranca e os efeitos colaterais
associados ao tratamento. Além disso, o desenvolvimento de medicamentos mais eficazes e
especificos para a estimulacdo da espermatogénese € uma perspectiva importante para o futuro.

Apds a obtencdo de espermatozoides, surgem duavidas quanto a influéncia da
estimulagdo hormonal no sucesso das taxas de fertilizagdo, implantagdo embrionaria e,
principalmente, nas taxas de gravidez clinica e nascidos vivos. A estimulacdo hormonal com
hCG urinario por 3 meses em 134 pacientes com sindrome de Klinefelter ndo-mosaicos néo
demonstrou superioridade estatistica comparado aos 50 pacientes sem tratamento em relacéo a
taxas de fertilizacdo, transferéncia embrionéaria, taxas de implantacdo, gravidez clinica e
nascidos vivos [ ]. Resultados semelhantes foram observados em um estudo
retrospectivo de coorte conduzido por Peng et al., que ndo encontrou diferencas nas taxas de
fertilizacdo, formacdo de blastocistos, gravidez clinica, nascidos vivos ou abortos entre o grupo
de pacientes com ANO submetido a estimulagdo hormonal com gonadotrofinas urinarias antes
da micro-TESE e o grupo controle [ ]. Em relagéo aos efeitos da estimulacao
hormonal com gonadotrofinas recombinantes nos resultados de ICSI para pacientes com ANO,

as informacdes sao limitados a relatos de casos [ ].
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6. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo sugerem que a estimulacdo hormonal em homens com
ANO e hipogonadismo bioquimico por meio de terapia com gonadotrofinas recombinantes
previamente a micro-TESE contribui com maiores chances de sucesso na recuperagéo
espermatica.

A estimulacdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes previamente a micro-
TESE, o padrdo histolégico com sinais de espermatogénese, historia de varicocelectomia
prévia, auséncia de varicocele clinica e niveis basais de FSH se demonstraram preditores para
0 sucesso da recuperacdo espermatica pela técnica de micro-TESE. Com relagdo aos pacientes
tratados com gonadotrofinas recombinantes, os preditores de sucesso para recuperacao
espermatica foram os niveis de testosterona sérica total prévio a micro-TESE, o delta de
testosterona e o padrdo histologico testicular.

Utilizando como limite 12 UI/L como valores normais de FSH basal, tanto os
pacientes com ANO e hipogonadismo normogonadotréficos quanto aqueles com
hipogonadismo hipergonadotroficos se beneficiam com a modulacdo hormonal com
gonadotrofinas recombinantes previamente a micro-TESE ao apresentarem maiores taxas de
sucesso na recuperacao espermatica comparado ao grupo ndo tratado. Entretando, apos ajuste
do modelo de regressdo levando em consideracdo o possivel impacto das variaveis
independentes, a significancia estatistica na razdo de chances da recuperacdo espermatica
somente se manteve no grupo normogonadotrofico.

De forma geral, os pacientes com hipoespermatogénese tiveram maiores taxas de
sucesso na recuperacdo espermatica, seguido por aqueles com parada de maturagdo e Sertoli
cell-only. Porém, comparando os padrées histoldgicos quanto a a¢do da estimulacao hormonal,
apenas pacientes com parada de maturacdo demonstraram maiores taxas de recuperacdo
espermatica ap6s terapia hormonal, sendo o subgrupo com parada de maturacdo em estagio
mais avancado 0s que mais se beneficiaram comparado aqueles com parada de maturacdo em
estagio iniciais.

Sugere-se que a estimulagcdo hormonal com gonadotrofinas recombinantes possa
ser considerada um tratamento eficaz e seguro para pacientes com ANO e hipogonadismo
bioquimico buscando paternidade biologica.

As taxas de efeitos adversos a administracdo dos medicamentos e as complicagdes
atribuidas ao procedimento de micro-TESE sdo baixas e toleraveis na grande maioria dos casos.

No entanto, as evidéncias para confirmar tais achados s&o minimos e estudos em larga escala,
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multicéntricos e randomizados sdo necessarios para determinar a eficicia e seguranga da

estimulacdo hormonal prévio a cirurgia de recuperacdo espermatica.
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CRM-SP: 69977
Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP
E-mail: s.esteves@androfert.com.br
Endereco: ANDROFERT - Clinica de Andrologia e Reproduc¢do Humana
Av. Dr. Heitor Penteado, 1464 — CEP: 13075-460 — Campinas/SP
Telefone: (19) 3295-8877

Numero do CAAE: 23217119.9.0000.5404

Vocé estéd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Este documento, chamado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante da pesquisa
e € elaborado em duas vias, assinadas e rubricadas pelo pesquisador e pelo
participante/responsével legal, sendo que uma via devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas davidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador.
Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes
de decidir participar. Nao havera nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo se vocé nao aceitar
participar ou retirar sua autorizacdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

A infertilidade conjugal afeta cerca de 10-15% dos casais em idade reprodutiva. Dentre as
causas, problemas masculinos, isolados ou associados a problemas femininos, contribuem com
cerca de 50% das causas. A azoospermia, definida pela auséncia completa de espermatozoides
na ejaculacdo, afeta cerca de 5-10% dos homens com dificuldades para engravidar suas
parceiras. A auséncia de espermatozoides na ejaculacdo pode ter carater obstrutivo
(azoospermia obstrutiva), por exemplo, causada por doengas que obstruem os dutos que
transportam 0s espermatozoides ap6s sua formacdo nos testiculos, ou ndo-obstrutiva
(azoospermia ndo-obstrutiva), quando a auséncia de espermatozoides é decorrente da falta de
producéo por doencas testiculares.

A azoospermia ndo-obstrutiva é a forma mais grave de infertilidade masculina, ndo havendo,
atualmente, tratamentos capazes de reverter o quadro. Cerca de 50% dos pacientes com
azoospermia nado-obstrutiva apresentam niveis baixos de testosterona circulante, sendo
classificados como hipogonadicos, nome utilizado para definir que o funcionamento da gonada
(testiculo) é deficiente. A testosterona é crucial para que haja producdo de espermatozoides.
Niveis diminuidos de testosterona no interior do testiculo afeta 0 amadurecimento dos gametas
e a produgdo como um todo.
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A hipoétese deste estudo é que a otimizacdo dos niveis de testosterona no sangue com uso de
medicamentos (chamada modulacdo hormonal) possa favorecer a producéo de espermatozoides
pelo testiculo e, consequentemente, aumentar as chances de i. Aparecimento de
espermatozoides na ejaculacao ou ii. Sucesso nos procedimentos cirlrgicos para extracdo de
espermatozoides do testiculo com a finalidade de utiliza-los para fertilizar os évulos no
laboratdrio (in vitro).

Dessa forma, 0s objetivos deste estudo séo:

e Auvaliar os efeitos da modulagdo hormonal com uso de medicamentos nos homens
inférteis com diagnostico de azoospermia ndo-obstrutiva em relagdo ao sucesso no
aparecimento de espermazoides na ejaculacdo e na obtencdo de espermatozoides viaveis
por meio da extragéo cirdrgica.

o Avaliar os fatores que influenciam, o sucesso da modulagéo hormonal, incluindo as taxas
de testosterona obtidas ao final do tratamento, duracdo do tratamento, tipo de
medicamentos utilizados. Assim, serd possivel caracterizar melhor o grupo de homens
com azoospermia ndo-obstrutiva que possam se beneficiar da modulagdo hormonal.

Procedimentos:

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo e permitir a analise de dados do seu
prontuario médico por ser um dos pacientes com diagndstico de azoospermia ndo-obstrutiva
tratados na ANDROFERT. Serdo analisados dados da consulta médica como historico de
doencas e tratamentos realizados, tempo de infertilidade, exame fisico, e anélise de exames
laboratoriais. Por ser um estudo que se baseia apenas em analise de dados de prontuario, ndo
sera necessario o deslocamento dos pacientes ao servico de origem, isto €, para a
ANDROFERT. Ademais, o pesquisado ndo serd submetido a nenhuma entrevista ou
questionario adicional. Serdo utilizadas apenas as informacdes ja contidas nos prontuarios de
cada paciente. Trata-se de um estudo retrospectivo (relativo a fatos passados) de analise de
dados dos prontuérios médicos.

N&o haverad necessidade de coletar novas amostras de sangue ou qualquer outro exame do
pesquisado, sendo apenas analisado os resultados de exames ja coletados e cujos resultados ja
foram anotados em prontuério. Sera garantido o anonimato dos participantes.

Desconfortos e riscos:

Vocé ndo deve participar deste estudo caso ndo deseje que dados de seu prontuario sejam
analisados pelo pesquisador.

Neste estudo ha um risco minimo de dano psicologico e emocional relacionados ao fato do
pesquisador analisar o prontuario do paciente. Porém, apenas o pesquisador terd acesso a esses
dados e o sigilo sera garantido para que nenhuma outra pessoa que ndo pesquisador tenha acesso
as informag0es particulares do paciente. A fim de minimizar os riscos e desconfortos do
pesquisado, o pesquisador fara a analise dos prontuérios na propria clinica ANDROFERT onde
ja ficam armazenados estes prontuarios. Todos os dados serdo coletados e armazenados com
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acesso apenas do pesquisador e mantendo codificado os dados a fim de manter ao maximo o
sigilo do paciente.

Beneficios:

O conhecimento adquirido com este estudo pode beneficiar, no futuro, homens como vocé.
Especificamente, os resultados obtidos por meio deste estudo poderdo ajudar os médicos a
aconselhar seus pacientes com azoospermia ndo-obstrutiva sobre suas chances de obter
espermatozoides com o uso de medicamentos. Os profissionais de salde terdo conhecimento
sobre 0 melhor esquema de modulacdo hormonal com a finalidade de otimizar as chances de
obter espermatozoides. Porém, ndo haverd beneficios diretos para os pacientes participantes
deste estudo.

Acompanhamento e assisténcia:

Vocé tem o direito a assisténcia integral e gratuita devido a danos diretos e indiretos, imediatos
e tardios, pelo tempo que for necessario. Sera dado acompanhamento ao participante da
pesquisa mesmo apds encerrado o estudo avaliando a salde e evolugdo do tratamento que o
pesquisado foi submetido. O participante tem o direito ao acesso dos resultados da pesquisa,
exames e do tratamento sempre que solicitado. O paciente pode deixar de participar do estudo
a qualguer momento que desejar e, assim, seus dados ndo serdo coletados ou entdo retirados
para analise final.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma informacao sera
dada a outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgagdo dos
resultados desse estudo, seu nome nao sera citado.

Este estudo é constituido de anélise de dados de prontuario e todas as informacdes obtidas serdo
codificadas a fim de manter em anonimato os pacientes participantes da pesquisa e apenas 0s
pesquisadores terdo acesso a tais dados.

Ressarcimento e Indenizagao:

Este estudo sera elaborado apenas com anélise de dados de prontuario e ndo ha necessidade de
deslocamento de paciente ou despesas previstas por parte dos pacientes participantes. Caso haja
qualquer despesa financeira por parte do pesquisado, esta sera ressarcida integralmente
conforme apresentado seus gastos como transporte, alimentacéo, diarias ou qualquer outro tipo
de gasto que possam ocorrer para a realizacdo deste estudo. VVocé tera a garantia ao direito a
indenizacgéo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Contato:
Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores:
e Sandro Cassiano Esteves
E-mail: s.esteves@androfert.com.br
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Endereco: ANDROFERT - Clinica de Andrologia e Reproducdo Humana
Av. Dr. Heitor Penteado, 1464 — CEP: 13075-460 — Campinas/SP
Telefone: (19) 3295-8877

e Arnold Peter Paul Achermann
E-mail: arnoldpp@gmail.com
Endereco: Rua Rua Vital Brasil, 250 — CEP: 13083-590 — Campinas/SP
Telefone: (19) 3295-8877

e (Cassio Luis Zanettini Riccetto
E-mail: cassioriccetto@gmail.com
Endereco: Rua Rua Vital Brasil, 250 — CEP: 13083-590 — Campinas/SP
Telefone: (19) 3295-8877

Em caso de denuncias ou reclamaces sobre sua participacédo e sobre questdes éticas do estudo,
vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UNICAMP das 08:00hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:30hs na Rua: Tessalia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187,
e-mail: cep@unicamp.br

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

O papel do CEP ¢é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo
seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por objetivo
desenvolver a regulamentacdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas pesquisas.
Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEPs) das
instituicdes, além de assumir a funcdo de 6rgdo consultor na area de ética em pesquisas


mailto:arnoldpp@gmail.com
mailto:cassioriccetto@gmail.com
mailto:cep@unicamp.br
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Consentimento livre e esclarecido:

Apos ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios
previstos, potenciais riscos e o incOmodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do (a) participante da pesquisa:

Data: / / :
(Assinatura do participante da pesquisa ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboragédo
do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter
explicado e fornecido uma via deste documento ao participante da pesquisa. Informo que o estudo foi
aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e 0s
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme
0 consentimento dado pelo participante da pesquisa.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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9. ANEXOS

Anexo 1. Texto base sobre Azoospermia, espermatogénese, recuperacdo espermatica e

estimulacdo hormonal.

Azoospermia (a-, sem + -zoo- [do grego z6ion, animal] + -spermia- [do grego
sperma, esperma/semente]) € definida pela auséncia de espermatozoides no ejaculado. O termo
descreve a auséncia de espermatozoides na analise seminal, ndo implicando nenhum fator
etiologico. Estimativas globais indicam que aproximadamente 1% de toda populagdo masculina
e proximo de 10% dos homens inférteis sofrem com essa condicéo [

].

A presenca de azoospermia deve ser confirmada por meio da centrifugacdo do
ejaculado e anélise microscopica do sedimento, a fim de excluir a existéncia de raros
espermatozoides ndo evidenciados na andlise inicial, condicdo esta conhecida como
criptozoospermia [ ]. Além disso, 0
diagnostico de azoospermia deve ser confirmado em uma ou mais analises seminais, uma vez
que h& a possibilidade de ocorrer azoospermia transitoria causada por doencas
febris/infecciosas, exposicao a agentes toxicos ou térmicos, ou erros durante a coleta ou anélise
seminal [

]. A anélise seminal em multiplas ocasies para investigacdo de azoospermia também é
importante diante da oscilacdo na producdo de espermatozoides em um mesmo individuo

inerente a variabilidade bioldgica intrinseca [ ].

Diagnostico Diferencial de Azoospermia

Em geral, a azoospermia € classificada em duas categorias: azoospermia obstrutiva
(AO) e azoospermia ndo-obstrutiva (ANO) [ ]. A
avaliacdo histopatoldgica de bidpsias testiculares de homens com AO demonstra a presenca de
espermatogénese completa, enquanto bidpsias obtidas de homens com ANO revelam tdbulos
seminiferos hialinizados, aplasia de células germinativas (somente células de Sertoli, do inglés
Sertoli cell-only [SCQO]), parada de maturacdo germinativa, ou hipoespermatogénese. O padréo
histologico é geralmente do tipo puro nos pacientes com AO [ ], enquanto

aqueles com ANO apresentam padréo histoldgico puro ou misto [

1.
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Embora a bidpsia testicular seguida de avaliacdo histoldgica seja o padrédo ouro para
definir o tipo de azoospermia [ ], do ponto de vista
pratico, tal diferenciacao pode ser feita na maioria dos casos por meio da avaliacdo andrologica
detalhada, incluindo anamnese, exame fisico, analise seminal, perfil hormonal, somada a estudo
genético e de imagem [ ]. Juntos, esses parametros
apresentam uma acuracia superior a 90% para determinar se a azoospermia é obstrutiva ou ndo-
obstrutiva [ ]. Entretanto, existem casos duvidosos nos quais a
diferenciacdo diagndstica entre AO e ANO somente € obtida pela bidpsia testicular, seguida da

andlise histopatoldgica da amostra.

A determinacdo do tipo de azoospermia € crucial, uma vez que impacta tanto o
prognostico de fertilidade quanto o manejo clinico. Nos casos de AO, a espermatogénese é
normal e a azoospermia resulta de uma obstrucdo mecanica presente em algum ponto ao longo
do trato reprodutivo (ex. epididimo, ducto deferente ou ducto ejaculatorio) [

]. A AO pode ser tratada por meio de procedimentos reconstrutivos
ou manejada por meio de recuperacdo espermatica e injecdo intracitoplasmatica do
espermatozoide (do inglés ICSI, intracytoplasmic sperm injection) [

].

Por outro lado, a ANO estd associada a faléncia espermatogénica causada por
alteracOes testiculares priméarias ou niveis enddgenos inadequados de gonadotrofinas
hipofisarias [ ]. E fundamental estabelecer se a ANO
advém desta Ultima, condicdo conhecida como hipogonadismo hipogonadotrofico e
caracterizada pela azoospermia, diminui¢do do volume testicular e baixos niveis séricos de
testosterona, decorrentes da falta de estimulacdo testicular pelos hormonios foliculo-
estimulante (do inglés FSH, follicle-stimulating hormone) e luteinizante (do inglés LH,
luteinizing hormone). O hipogonadismo hipogonadotrofico tem como causa defeitos congénitos
(ex. sindrome de Kallmann), desordens adquiridas como tumores da hipéfise ou cirurgias, ou
condigdes iatrogénicas (por exemplo, terapia de reposicdo de testosterona) [

]. Embora
raro, 0 hipogonadismo hipogonadotréfico € tratavel, e, independentemente da sua causa,
responde muito bem a farmacoterapia com a administragdo de gonadotrofina exdgena (por
exemplo, gonadotrofina coriénica humana [hCG, do inglés human chorionic gonadotropin]
associada ou ndo ao FSH). O tratamento medicamentoso restabelece a espermatogénese na

maioria dos homens afetados, resultando em taxas de gravidez superiores a 65%, seja por
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concepgdo natural ou por meio de reproducdo assistida [
].

Por outro lado, as alteracOes testiculares primarias que levam a faléncia
espermatogénica sdo intrataveis, representando aproximadamente dois tercos de todos 0s casos
de azoospermia e a maioria dos casos de ANO [

]. Dentre as alteragdes testiculares intrinsecas associadas a faléncia espermatogénica,
destacam-se as anormalidades congénitas e genéticas (por exemplo, criptorquidia, sindrome de
Klinefelter, microdelecdes do cromossomo Y), doencas adquiridas (por exemplo, orquite e
trauma testicular), exposicdo a agentes gonadotdxicos (por exemplo, radioterapia e
quimioterapia). Porém, em muitas situagdes, o fator etiol6gico ndo pode ser estabelecido e,

nesses casos, a ANO é denominada idiopatica [ ].

Recuperacdo Espermatica na Azoospermia Nao-Obstrutiva

Apesar de ser reconhecida como a apresentagdo clinica mais grave da infertilidade
masculina, devido a sua natureza irreversivel e intratavel, a ANO por faléncia espermatogénica
ndo significa necessariamente esterilidade. A razdo é que 30 a 60% dos homens afetados
apresentam areas focais de espermatogénese ativa nos espécimes de bidpsia testicular [

]. Consequentemente, espermatozoides podem ser obtidos cirurgicamente
do testiculo e usados para fertilizacdo assistida por meio da técnica de ICSI [

]. Esta bem estabelecido que os espermatozoides testiculares sdo capazes
de fertilizar os odcitos e promover desenvolvimento embrionario, resultando em prole saudavel
via ICSI [ ].

As principais técnicas cirurgicas para recuperacao de espermatozoides de homens
com ANO incluem a aspiracéo percutanea de espermatozoides do testiculo (do inglés TESA,
testicular sperm aspiration), bidpsia testicular aberta Unica ou multipla ndo-microcirdrgica (do
inglés TESE, testicular sperm extraction) e bidpsia testicular aberta microcirurgica (do inglés
micro-TESE, microdissection testicular sperm extraction) [

]. Por meio dessas técnicas realizadas em pacientes

com ANO, as taxas de recuperacdo de espermatozoides reportadas variam de 20% a 63%
[

]. A probabilidade de sucesso na obtencao de espermatozoides testiculares depende

primariamente das caracteristicas histologicas do testiculo e da técnica utilizada para a
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recuperacdo espermaética. As taxas de sucesso sdo maiores nos individuos cuja histologia
testicular apresenta areas de hipoespermatogénese ou parada de maturagdo germinativa, quando
comparadas aos testiculos com aplasia germinativa [

. Além disso, as taxas de recuperacdo de espermatozoides sdo maiores com metodos
abertos do que com métodos percutaneos. Dados de estudos controlados indicam que a
probabilidade de sucesso na recuperacdo de espermatozoides é 1,3-2,0 vezes maior com a
técnica microcirdrgica (micro-TESE) do que com a técnica ndo-microcirdrgica (TESE
convencional) [ ]. Apesar de
uma abordagem mais invasiva e de tempo cirdrgico mais longo, a micro-TESE permite uma
exposicao de todo o parénquima testicular, ampliacdo de visdo do campo operat6rio por meio
do microscopio e identificacdo dos tubulos seminiferos por todo o testiculo, assim como sua
vascularizacdo. Dessa forma, menor quantidade de parénquima testicular é extraida, pois a
extracdo € dirigida aos tubulos seminiferos mais largos presentes na superficie ou
profundamente nos lobos testiculares. Soma-se ao fato de gerar menores complicagfes como
hematomas e comprometimento dos niveis de testosterona por evitar lesdes vasculares sob
visdo direta e retirar menos tecidos com células de Leydig quando comparado ao procedimento
de TESE convencional. A eficicia da técnica da micro-TESE é alcancada por meio da expertise

do cirurgido, aliada a um laboratério apto a analisar as amostras com elevado padrédo técnico

[

Estimulacdo da Espermatogénese na Azoospermia Nao-Obstrutiva

Atualmente, a recuperacao cirdrgica de espermatozoides testiculares, combinada a
técnica de ICSI, consiste na Unica opcao para homens com ANO —causada por alteracdes
testiculares primarias— gerar filhos biologicos. Porém, as taxas de sucesso na recuperagédo de
espermatozoides testiculares permanecem insatisfatorias [

] e, portanto, para esses pacientes, seria ideal otimizar a espermatogénese para aumentar
as chances de éxito na recuperacdo espermatica. Entretanto, o conceito prevalente é de que a
farmacoterapia é ineficaz na estimulacdo da espermatogénese desses individuos, pois 0s niveis
plasmaticos de gonadotrofinas hipofisarias encontram-se normais ou elevados e, portanto, 0s
testiculos ja estdo adequadamente estimulados. Apesar disso, publicagdes recentes sugerem que
a estimulacdo hormonal com moduladores seletivos de receptores de estrogénio ou
gonadotrofinas exdgenas poderiam aumentar a espermatogénese em homens com ANO

[ ]. A razdo pela
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qual estimulacdo hormonal parece oferecer beneficio para os pacientes com ANO
normogonadotréficos (niveis séricos normais de FSH e LH) ou hipergonadotréficos (niveis
séricos elevados de FSH e LH) ndo esta bem estabelecida, mas especula-se que esteja
relacionada ao papel crucial desempenhado pela testosterona intratesticular (TIT) na

espermatogénese, como discutido a seguir.

Azoospermia Nao-Obstrutiva e Eixo Hormonal

Homens com ANO, causada por alteracdes testiculares primarias, frequentemente
apresentam sinais de hipogonadismo, particularmente a presenga de baixos niveis de
testosterona e testiculos de tamanho reduzido (<15 ml ou <4,6 cm no seu maior eixo) [

]. Aproximadamente metade desses pacientes tem niveis
séricos de testosterona total (TT) abaixo de 300 ng/dL, refletindo assim uma insuficiéncia
concomitante das células de Leydig, causada pela diminui¢do quantitativa ou qualitativa da
atividade celular [ ]

Além disso, niveis enddgenos de FSH superiores a 7,6 UI/L sdo encontrados em
cerca de 90% dos homens com ANO [ ]. Os niveis de
FSH correlacionam-se negativamente com o numero de espermatogbnias. Quando as
espermatog6nias estdo ausentes ou marcadamente reduzidas em quantidade, o nivel de FSH
aumenta; quando o nimero de espermatogdnias € normal, mas existe parada de maturacdo na
fase de espermatdcito ou de espermatide, o nivel de FSH geralmente esta dentro da faixa normal
[ ]. Embora os niveis elevados de FSH combinados com
niveis séricos de testosterona total diminuidos sejam indicativos de deficiéncia testicular
primaria e, portanto, informativos para estabelecer o diagnéstico clinico de ANO, esses achados
refletem apenas o estado global da funcéo espermatogénica e ndo podem ser usados para prever
0 sucesso da recuperacao espermatica [

].

Em humanos, a espermatogénese ¢ estimulada pela acéo sinérgica de FSH e de
testosterona enddgenas. Sua duragdo, desde o inicio até o aparecimento de espermatozoides na
ejaculagdo, é estimada em 64 dias (+/- 8 dias) [ ]. A secregdo pulsatil do
hormonio liberador de gonadotrofina (do inglés GnRH, gonadotrophin-releasing hormone)
pelo hipotalamo estimula a biossintese de LH e FSH pela hipofise [ ].O
LH promove a sintese e a secre¢do de testosterona localmente no testiculo pela estimulagdo das

células de Leydig. Por outro lado, o0 FSH desempenha um papel essencial nos primeiros estagios
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da espermatogénese (fase dependente de FSH), estimulando a progressdo meiotica das
espermatogonias até o estagio de espermatides no interior dos tubulos seminiferos, por sua acéo
no metabolismo e transporte de substancias nutritivas das células de Sertoli para as células
germinativas [ ]. Além disso, 0 FSH modula o nimero
de células de Sertoli e a proliferacdo das espermatogébnias [ ]. A
testosterona, por sua vez, atua via seus receptores (Receptor Androgénico; RA), presentes no
interior das células de Sertoli, resultando na secrecdo de estimulos paracrinos para as células
germinativas. A expressao de RAs nas células de Sertoli na puberdade é essencial para o inicio

da espermatogénese [ ].

Espermatogénese e Testosterona Intratesticular

Nos homens adultos, a estimulacdo adequada das células de Sertoli pela
testosterona é necesséria para a espermatogénese normal. A progressdo pos-meidtica de
espermatides redondas para espermatozoides maduros (espermiogénese) € intrinsecamente
dependente dos niveis fisiologicos de TIT [ ]. Embora
haja correlacdo entre os niveis de TIT e circulantes, os primeiros sdo 50-100 vezes mais altos
que os ultimos [ ]. A hipdtese de que homens com
ANO e hipogonadismo normogonadotréfico ou hipergonadotréfico podem ndo ter niveis
adequados de TIT, devido as alteragdes intrinsecas testiculares, tem sido levantada por alguns
autores [ ]. Tais autores postulam que a estimulacdo da
producdo de TIT, com auxilio de medicamentos especificos, teria efeito benéfico, devido ao
papel crucial que essa molécula desempenha na espermatogénese, combinada a estimulacao das
celulas de Sertoli por niveis fisiologicos de FSH.

Além disso, € sabido que a acdo das gonadotrofinas hipofisarias é determinada pela
frequéncia, amplitude e duracdo da secre¢do pulsatil [

]. Nos pacientes com ANO exibindo niveis basais mais elevados de
gonadotrofinas endogenas, as amplitudes relativas do FSH e LH se reduzem, levando a uma
estimulagdo paradoxalmente mais fraca das células de Leydig e Sertoli [

]. Além
disso, evidéncias obtidas de estudos animais e humanos indicam que niveis circulantes
excessivos de FSH, como aqueles observados nos pacientes com ANO e hipogonadismo
hipergonadotréfico, podem induzir a regulacdo negativa dos receptores de FSH na célula de
Sertoli [
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]. Como resultado, as células de Sertoli ndo s&o

estimuladas adequadamente, apesar da existéncia de niveis séricos de FSH adequados.

Com base nas consideracGes acima, especula-se que a estimulacdo hormonal possa
ter utilidade clinica para homens com ANO e hipogonadismo normogonadotrofico ou
hipergonadotrdéfico, visando principalmente aumentar a producdo de TIT [

]. Moduladores seletivos de receptores de estrogénio, inibidores de
aromatase, gonadotrofina coridonica humana (hCG) e FSH tém sido usados de forma off-label,
ou seja, fora das diretrizes das indicacfes homologadas para o farmaco em bula, para modular
0s horménios reprodutivos masculinos, otimizando a producédo de TIT e, consequentemente, a
espermatogénese, tendo como objetivo final aumentar as taxas de sucesso da recuperagao
cirurgica de espermatozoides [

]. Séries de casos e alguns estudos de coorte sugerem que tais tratamentos
estimulam a producdo espermatica, levando ao aumento das taxas de recuperacao cirdrgica de
espermatozoides e, em alguns casos, possibilitando o aparecimento de espermatozoides no

ejaculado [ ].

Anexo 2. Caracteristicas dos imunoensaios utilizados para mensuragdo dos niveis hormonais
no presente estudo.

Limite
H A ) Valores de inferior | Variabilidade | Variabilidade
ormonios Método o . - - .
Referéncia para intraensaio* | Interensaio™
deteccdo™
FSH ECLIA 1,5-10,0 UI/L 0,1 Ul/lL <2,8% <4,5%
LH ECLIA 1,7-9,0 UI/L 0,1 UI/L <2,0% <2,0%
Estradiol ECLIA 11,3-43,2 5 pg/mL <6,7% <10,6%
pg/mL
Prolactina ECLIA 2,1-24,0 0,5 ng/mL <4.8% <4,0%
ng/mL
géi‘éstemna ECLIA 24%8/3&6’0 25 ng/dL <3,5% <9,3%
Testosterona Calculadot 4,7-25,0 i i i
Livre ng/dL
SHBG ECLIA 18,0-54,0 0,35 <5,6% <6,0%
nmol/L' nmol/L
TSH ECLIA 0,45-4,5 0,05 mUl/L <8,6% <5,0%
muUl/L
T4 Livre ECLIA 0,90-1,70 0,04 ng/dL <5,7% <3,6%
ng/dL
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ECLIA: do inglés anélise de imunoensaio por eletroquimioiluminescencia (Cobas e, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany).

*Dados do fabricante. Disponivel por meio de: Roche Product care Immunology
http://labogids.sintmaria.be/sites/default/files/files/; Acessado no dia 24 de Janeiro de 2022.
ICalculation based on the method of Vermeulen et al., J. Clin. Endocrinol Metab 84: 3666-72,
1999.

118-54 anos de idade

FSH: Horménio foliculo estimulante; LH: Horménio luteinizante; SHBG: globulina de
ligacdo a esteroides sexuais; TSH: hormdnio estimulante da tireoide, T4: tiroxina

Anexo 3. Limiar das concentragdes séricas de testosterona total conforme recomendado por

diferentes sociedades médicas profissionais para defini¢do de hipogonadismo biogquimico.

Testosterona Total

Sociedades

American Urological Association (Mulhall et al., 2018) 10,4 300
British Society Sexual Medicine (Hackett et al., 2017) 12 346
Canadian Medical Association (Morales et al., 2015) Variacao ----
laboratorial local
Endocrine Society (Bhasin et al., 2018) 9,2 264
Endocrine Society of Australia (Yeap et al., 2016) 7,4 (jovens); 6,6 216 /190
(homens com mais
de 60 anos)
European Academy of Andrology (Corona et al., 2020) 12 350
European Association of Urology (Salonia et al., 2021) 12 350
International Consultation for Sexual Medicine (Morgentaler et al., 12,1 350
2019)
International Society for the Study of the Aging Male (Lunenfeld et 12 350
al., 2015)

Anexo 4. Link para acessar bula do medicamento Ovidrel® (alfacoriogonadotropina) para o

profissional de saude.

https://www.merckgroup.com/br-pt/bulario/Ovidrel_Bula_Profissional _260321.pdf


http://labogids.sintmaria.be/sites/default/files/files/
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Anexo 5. Link para acessar bula do medicamento Gonal-f ® (alfafolitropina) para o profissional

de saude.

https://4bio.com.br/wp-content/uploads/2019/06/Gonal-646-647-649-1.pdf

Anexo 6. Numero de pacientes elegiveis (N), participantes com dados faltantes de acordo
com cada variavel (N faltante), e % de participantes faltantes por variaveis.

Variavel N N % Faltante
Faltante
Idade 616 0 0%
Indice de Massa Corpdrea 616 0 0%
Duracdo de Infertilidade 616 0 0%
Lateralidade da Micro-TESE 616 0 0%
Histologia (predominante) 616 0 0%
Histologia (avangado) 616 0 0%
Tecido extraido 616 0 0%
FSH Basal 616 0 0%
FSH Pre-Micro-TESE 616 0 0%
LH Basal 616 0 0%
LH Pre-MicroTESE 616 0 0%
E2 Basal 616 0 0%
E2 Pre-Micro-TESE 616 0 0%
Testosterona Livre Basal 616 0 0%
Testosterona Livre Pre-Micro-TESE 616 0 0%
Relacdo TT/E2 Basal 616 0 0%
Relacdo TT/E2 Pre-Micro-TESE 616 0 0%
Volume Testicular 616 0 0%
Etiologia 616 0 0%
Varicocele Clinica 616 0 0%
Varicocelectomia Prévia 616 0 0%
Tratamento com Gonadotrofina 291 0 0%
Adicéo de Inibidor de Aromatase 291 0 0%
Dose Acumulada de hCG 291 0 0%
Dose Acumulada de rec-FSH 291 0 0%
Duracgéo do Tratamento 291 0 0%

E2: estradiol; FSH: horménio foliculo-estimulante; LH: hormdnio luteinizante; micro-TESE: extracdo de
espermatozoides testiculares por microdissecgdo; rec-FSH: hormdnio foliculo estimulante recombinante; SHBG:

globulina ligadora de horménio sexual; TT: testosterona total.
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Anexo 7. Férmula utilizada para calcular o nimero de pacientes necessario para tratar (NNT)

com ou sem estimulagdo hormonal prévio a recuperagdo espermatica.

Férmula para Calcular o Nimero Necessario para Tratar (NNT):

Grupo Tratado (GT)
Grupo Controle (GC)

Recuperacdo Espermatica (RE)

RRA = GT com RE Positivo GC com RE Positivo

GT com RE Positivo + GT com RE Negativo GC com RE Positivo + GC com RE Negativo

NNT= _ 1
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Anexo 8. Principais comentarios dos professores da banca de Qualificagdo (26/03/2024),
respostas e alteracdes realizadas.

Prof. Dr. Daniel Suslik Zylbersztejn

Alteracoes
Comentéario Resposta realizadas
Pagina  Linha
Micro-TESE s6 apresenta bons  Adicionado informacéo no texto 119 3614

resultados se executada por
cirurgido experiente

Adicionar informacdo do tempo  Adicionado informacao no texto 20 559
de meia-vida de LH e hCG

Estudo observacional Estudo retrospectivo — corrigido 22 609
prospectivo ou retrospectivo? no texto

Uso de gonadotrofinas eram Adicionado informag&o no texto 23 638
recombinantes — quais?
Adicionar nos objetivos

Critérios de inclusdo e de Adicionado informagdes no texto a 24 687
excluséo mais claros, quantoa  fim de esclarecer critérios de e e
hipogonadismo, excluséo de inclusdo e exclusdo do estudo de o5 203
pacientes eugonadicos, niveis forma mais clara

de FSH.

Exame fisico foi realizado por ~ Adicionado informacéo no texto 26 741

qual ou quais profissionais?
Tinham experiéncia na
avaliacdo de varicocele?



Prof. Dr. Ricardo Destro Saade

Comentario

Correcéo de abreviaturas

Por que foi escolhido niveis de
testosterona minimos para
defini¢do hipogonadismo
bioquimico quando inferior a
350 ng/dL?

Critérios de inclusdo e de
exclusdo mais claros, quanto a
hipogonadismo, excluséo de
pacientes eugonadicos, niveis de
FSH.

Exame fisico foi realizado por
qual ou quais profissionais?
Tinham experiéncia na
avaliacdo de varicocele?

Por que se avaliou niveis de
testosterona livre?

Por que foi realizado USTR e
ndo RNM nos casos de suspeita
de obstrucdo do ducto
ejaculatorio?

Por que foi oferecido hCG
recombinante e ndo urinario?

Quando ndo atingido os niveis
ideais de testosterona, tidos
como “alvo” entre 500-900
ng/dL, o que foi feito?
Prolongou tempo de
estimulagdo hormonal?

Quantos casos necessitaram de
biopsia pré-micro-TESE para
diagnosticar ANO?

Resposta

Corrigido

Adicionado informacéo no texto

Adicionado informacdes no texto
a fim de esclarecer critérios de
inclusdo e exclusdo do estudo

Adicionado informacéo no texto

Adicionado informacéo no texto

Adicionado informacéo no texto

Adicionado informacéo no texto

Adicionado informacéo no texto

Adicionado informacéo no texto

127

Alteracoes
realizadas
Péagina  Linha
13 371
28 799
24 687
e e
25 703
26 741
27 792
29 849
31 913
34 1019
61 1649



Prof. Dr. Sandro Cassiano Esteves

Comentario Resposta

Adicionar tabela demonstrando  Adicionado tabela em anexo
limiares de testosterona para (Anexo 3)

defini¢do de hipogonadismo

bioquimico entre as diversas

sociedades médicas
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Alteracoes
realizadas

Pagina Linha
123 3731



