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RESUMO

A bidpsia testicular vem sendo amplamente difundida e apresenta como principal
vantagem um diagnéstico rapido e eficaz. O trabalho objetivou avaliar a viabilidade
da biopsia testicular por pungcdo com agulha Tru-Cut, calibre 18G, em machos
equinos, por analise espermatica, avaliacdo ultrassonografica das génadas e teste
de imunogenicidade espermatica. Foram utilizados quatro animais, dois higidos e
dois criptorquidas. Realizaram-se dois periodos de estudo, Pré-Biopsia e Pos-
Bidpsia, com intervalo de 30 dias. Duas colheitas de sémen foram realizadas com
intervalo de 1 hora em cada periodo. Avaliaram-se as motilidades total e
progressiva, e a concentragdo e cinematica espermatica. Apds as colheitas de
sémen, os animais foram contidos e examinados ultrassonograficamente, colhido
sangue para obtencao de soro e realizagdo de ensaio imunoenzimatico. Os animais
foram orquiectomizados no Periodo Pds-Bidpsia. A analise espermatica, ndo foi
verificada diferenga estatistica significativa entre as colheitas e os periodos. Ao
exame ultrassonogréafico, foram observadas pequenas lesdes difusas. A analise
histoldgica, verificou-se a presenca de tecido fibroso no material oriundo de peca
cirirgica em um dos animais, porém, as caracteristicas seminais nao foram
alteradas. Com o material oriundo das puncdes, foi possivel conduzir adequada
analise histologica. No ensaio imunoenzimatico, utilizaram-se trés antigenos
preparados com células espermaticas e plasma seminal, porém, ndo foi possivel
sugerir a presenca de anticorpo. Constatou-se que a técnica foi segura e
representativa para analise histologica, podendo ser indicada como exame

complementar para diagnostico.

Palavras-Chave: espermatogénese; garanhao; ELISA; patologia espermatica.



ABSTRACT

Testicular biopsy has been widespread and has as main advantage a quick and
effective diagnosis. The study aimed to evaluate the feasibility of testicular needle
biopsy with Tru-Cut needle, gauge 18G, in horses by males sperm analysis,
ultrasound evaluation of the gonads and sperm immunogenicity testing. Four
animals, two healthy and two cryptorchids, were used. There were two periods of
study, Pre-Biopsy and Post-Biopsy, at intervals of 30 days. Two ejaculates were
performed with an interval of one hour each period. Were evaluated the Total and
Progressive Motility, and sperm concentration and kinematics. After the ejaculates,
the animals were restrained and examined by ultrasound, blood was collected to
obtain serum and perform immunoassay. The animals were castrated in the Post-
Biopsy. For sperm analysis did not reveal statistically significant differences between
crops and periods. At ultrasonography, small diffuse lesions were observed. For
histological analysis revealed the presence of fibrous tissue in the surgical specimen
material from one of the animals, however, seminal characteristics were not changed.
With material from the punctures, it was possible to conduct adequate histological
analysis. Enzyme-linked immunosorbent assay, we used three antigens prepared
with sperm cells and seminal plasma, however, not been possible to suggest the
presence of antibody. It was found that the technique was safe and representative for

histological analysis can be recommended as a complementary diagnostic test.

Keywords: spermatogenesis; stallion; ELISA; sperm pathology.
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INTRODUGAO

A equinocultura apresenta grande importancia no mercado nacional, com um
efetivo de mais de 5 milhdes de cabecas (IBGE, 2010), tornando o Brasil referéncia
mundial em estudos e uso das biotecnologias aplicadas a Reprodugdo Equina.
Aliados as biotecnologias, encontram-se 0os exames complementares que buscam
utilizar técnicas especificas menos invasivas e capazes de alcangar um diagndstico
mais preciso em cada caso.

Na Clinica Reprodutiva, considera-se a fertilidade como requisito primordial
quando o objetivo € a exceléncia do produto final. Seja a fertilidade da fémea ou do
macho, ambas s&do importantes quando se deseja aumentar um rebanho com
qualidade, sem omitir o valor do melhoramento genético e da sanidade dos animais.

Causas de infertilidade/subfertilidade em machos equinos podem apresentar
grande variedade, como criptorquidismo, degeneracao testicular, hemospermia,
varicocele, hematocele, neoplasias, traumas, e até mesmo falhas no manejo,
nutricdo e sanidade.

Diversas sao as técnicas utilizadas para diagnostico, durante o exame
ginecologico/androlégico em animais, € a bidpsia € uma delas. A técnica avalia
diretamente o tecido, quando afetado ou suspeito de determinada patologia, e
verifica a extensdo da lesdo (LEVIN, 1979). Existem diferentes classificacbes de
biépsia de acordo com a forma como é realizada, por exemplo, a bidpsia aberta ou
incisional, biépsia por puncao utilizando agulhas “Punch”, “Split” ou “Tru-Cut” e a
puncédo aspirativa com agulha fina (PAAF), bastante utilizada na pratica clinica. A
bidépsia aberta & assim classificada por ser a mais invasiva, ja a PAAF, apesar de
menos invasiva, apresenta um diagnéstico limitado (SARTORI et al., 2002a).

Em machos, a bidpsia testicular vem sendo difundida em varias espécies,
apresentando como principal vantagem o fato de oferecer um diagndstico rapido,
seguro e, principalmente, eficaz. Porém, algumas complicagcbes podem ser
encontradas na poOs-bidpsia, e comumente se apresentam como hemorragia,
hematoma, mineralizacao, fibrose, inflamacgao, infeccdes, reagbes autoimunes e
degeneragao do epitélio germinativo e dos tubulos seminiferos (COHEN et al., 1984;
LOPATE et al., 1989; THRELFALL; LOPATE, 1992).
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Ja utilizada em outras espécies como ovinos e no homem, a técnica obteve
sua representatividade comprovada, mostrando-se rapida e de facil execugao, além
de ser minimamente invasiva. Assim, diante da escassa literatura direcionada a
espécie equina, desejou-se verificar a representatividade da bidpsia testicular em
equinos com agulha Tru-Cut, calibre 18G, por analise espermatica, avaliagcao

ultrassonografica das gbnadas e teste imunogenicidade espermatica.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Verificar a representatividade da agulha Tru-Cut, calibre 18G, na biopsia
testicular em equinos por meio da determinacdo histolégica do parénquima
testicular, e avaliar os efeitos da puncao sobre as caracteristicas espermaticas na

especie equina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analise espermatica dos garanhdes antes e apos a realizagédo da biopsia.

Analise ultrassonografica do parénquima testicular antes e apds a realizagao
da bidpsia.

Analise histologica das amostras de tecido colhidas para bidpsia com agulha
Tru-Cut, calibre 18G.

Analise histolégica dos pontos de pungdo na pega cirurgica apdés a
orquiectomia.

Teste imunoldgico para detecgao de reagao autoimune a partir da produgao

de anticorpos antiespermatozoides.
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REVISAO DE LITERATURA

PARENQUIMA TESTICULAR E ESPERMATOGENESE

A espermatogénese € um processo complexo de producdo das células
espermaticas e € cada vez mais estudado devido a diversas causas que podem
alterar seu perfeito funcionamento. E dividida em duas etapas: espermatocitogénese
e espermiogénese. Na primeira, ocorre a formagdo e multiplicacdo das
espermatogbnias por mitose, as quais sao sustentadas pelas células de Sertoli e se
localizam na porgéo basal do tubulo seminifero. Apds, as mesmas seguem para a
fase de crescimento, apresentando diversos estadios até se diferenciarem em
espermatodcitos, quando iniciam a segunda etapa, espermiogénese. Nesta, ocorre a
fase de maturacédo celular a partir das divisbes meidticas dos espermatocitos,
originando as espermatides e, por fim, os espermatozoides (JOHNSON, et al., 1997,
JOHNSON et al., 2000; MONTEIRO et al., 2009; Silva, 2010). Uma vez formadas as
células espermaticas, as mesmas sofrem o processo de espermiagdo no qual sao
conduzidas ao lumen dos tubulos seminiferos.

A formacgdo dos espermatozoides, no interior dos tubulos seminiferos, é
regulada principalmente pelos hormdnios luteinizante (LH) e foliculo estimulante
(FSH), que controlam a proliferagao e diferenciacdo das células de Sertoli e Leydig,
e os esteroides e fatores de crescimento tém acado direta ou indireta sobre o
desenvolvimento das células germinativas (AGUIAR et al., 2006; JUBB; KENNEDY;
PALMER, 2007; SCHATTEN; CONSTANTINESCU, 2007).

Em cada testiculo, é possivel encontrar a rete testis, uma rede de numerosos
tubulos seminiferos e vasos sanguineos que oferecem ambiente propicio e uUnico
para cada fase do processo de formacao das células espermaticas.

O laborioso parénquima testicular € dividido em tubular e intertubular. No
primeiro, encontram-se as células germinativas e as células de Sertoli ou
sustentaculares; no segundo, as células de Leydig ou intersticiais, todo o aporte de
vasos sanguineos e linfaticos, fibroblastos, macréfagos e mastocitos, todos

participando ativamente do processo de espermatogénese, sendo 0s responsaveis
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pela regulacdo hormonal, produgdo de proteinas, metabolizagdo de esteroides,
fagocitose, entre diversas outras fungdes.

As células envolvidas na producdo das células espermaticas mantém um
sistema paracrino/autécrino que modula uma fabulosa rede de interagcao celular,
fundamental para o adequado funcionamento testicular (MASCARENHAS, 2006).
Transversalmente ao epitélio do tubulo seminifero, sdo arranjadas as gerag¢des de
células da linhagem espermatogénica em diferentes fases de desenvolvimento. As
mais imaturas estdo dispostas junto a base e as mais avangadas, proximo a luz do
tubulo. Cada geragao apresenta um desenvolvimento progressivo e sincronizado
com as demais, formando um fluxo em direcao a luz do tubulo, onde serao liberadas
como espermatozoides.

Para uma adequada producado espermatica, € importante que as células que
compdem a arquitetura testicular interajam de forma harmoniosa e em ritmo
adequado capaz de completar cada ciclo do epitélio seminifero.

Segundo Russell e Griswold (1993), as células de Sertoli conferem
principalmente nutricdo e suporte (dai sua denominagao de células sustentaculares)
as células germinativas em desenvolvimento, além de outras fungdes, como
liberacdo de espermatozoides no lumen tubular, compartimentalizagdo do epitélio
seminifero, fagocitose de células germinativas em degeneragdo e remocg¢ao do
excesso de citoplasma das espermatides em espermiacao, e secrecado de fluidos e
proteinas. Ja as células de Leydig, além de estimularem a producao de testosterona,
também participam na conformacéao do intersticio (SILVA, 2010).

Ainda sobre a importancia que as células de Sertoli exercem sobre o processo
da espermatogénese, deve-se ressaltar a presenca da barreira hematotesticular
(BHT) a partir das tight junctions, jun¢des apertadas formadas pela unido das células
de Sertoli que evitam o transporte intercelular livre de agua e solutos, formando um
dominio entre o epitélio basal e adluminal para criar e manter a polaridade celular,
além de manter a fisiologia e proteger as células germinativas do sistema imune,
principalmente apos a meiose. Porém, apesar das caracteristicas ja descritas na
literatura sobre a morfologia da BHT, informagdes a respeito da arquitetura

molecular das tight junctions ainda sao pouco conhecidas (MOROI et al., 1998).
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TECNICA DE BIOPSIA

McEntee (1990) definiu bidpsia como a técnica de remocdo de um tecido
colhido a partir de individuo vivo. A técnica € considerada por alguns autores como
sendo altamente invasiva (BONNET et al., 1991), porém, a busca por diagndésticos
mais precisos € menos invasivos, dentro da clinica reprodutiva equina, € um campo
em ampla ascensdo, logo, técnicas mais elaboradas e sofisticadas vém sendo
pesquisadas com o objetivo de melhores resultados para o tratamento.

Problemas reprodutivos em garanhdes representam grande preocupacgao e
geram interesses mais profundos nos pesquisadores.

Patologias como a degeneragéo testicular, neoplasias, orquite, entre varios
outros problemas, podem levar a invalidez reprodutiva temporaria ou definitiva,
inutilizando o animal. Nao somente para o estudo de patologias, dosagens
hormonais e proteicas, além de analise de marcadores moleculares/genéticos, para
investigacbes de apoptose e espermatogénese, sao possiveis de serem realizados a
partir da técnica de bidpsia testicular (BLANCHARD; VARNER, 1996; MARMAR et
al., 2005).

Na reproducao animal, o uso da biopsia vem ganhando espaco principalmente
pelas promessas de técnicas menos invasivas. Como exemplo, tém-se as bidpsias
endometriais amplamente realizadas em éguas, assim como em vacas, porém com
menor frequéncia.

A avaliagdo de machos pode ser realizada a partir de criteriosa analise
seminal e espermatica, bem como exame fisico-clinico dos testiculos. A obtengao de
material diretamente do parénquima testicular a partir de bidpsia facilita a avaliagao
andrologica sem que haja a necessidade de utilizagdo do sémen, principalmente
quando existe a impossibilidade de colheita do mesmo ou quando a amostra nao se
mostra conclusiva (PARDO et al., 2005). Assim, a bidpsia torna-se um meio pratico,
apresentando vantagens significativas quando comparada a outros métodos de
diagndstico e avaliacdo da funcao reprodutiva e fisiolégica do macho, visto que é de
facil realizagdo, com resultado rapido e apresenta baixo custo (BONNET et al., 1991;
SARTORI et al., 2002b), fator muitas vezes questionado pelo proprietario diante do

valor zootécnico e comercial do animal.
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A técnica de bidpsia retira parte de um tecido para fins de analise histologica,
como na técnica padrao de colheita e a biopsia com agulha Tru-Cut, ou para fins de
analise citolégica, como a puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF), mas também se
mostra eficaz para estudo bioquimico, microbioldgico, e até mesmo imunoldgico.

Tanto a biopsia com agulha Tru-Cut quanto a PAAF mostram-se vantajosas,
podendo ser utilizadas durante o exame androlégico de diversas espécies, assim
como descrito por Paz et al. (2003) em seu trabalho com onga pintada. Estes e
outros autores ressaltam a boa pratica da bidpsia minimamente invasiva como
ferramenta auxiliar no diagndstico em casos de aumento de volume testicular,
oligozoospermia ou azoospermia.

A diversidade dos tipos de bidpsia € grande, porém as mais realizadas sdo a
bidpsia incisional, a excisional e, por fim, a biépsia aspirativa. A biopsia incisional é
bastante difundida na reproducao equina, porém, com sua maior aplicabilidade em
fémeas quando em suspeita de endometrite e neoplasias uterinas e ovarianas. Em
machos, o uso da bidpsia gera especulagdes quanto as consequéncias
desfavoraveis que a técnica pode vir a oferecer no pos-cirurgico. Problemas como
fibrose, inflamagdes, hematoma, entre outros, podem ocorrem apds procedimentos
invasivos como este.

Na literatura, encontram-se trabalhos referentes a bidpsia em diferentes
espécies como lhama, onga pintada, ovinos, bovinos e cades. Na tese de Cunha
(2009), foi realizada analise comparativa entre dois métodos de bidpsia, com a
agulha a Tru-Cut e a PAAF, em testiculos de caes, em que se concluiu que ambas
sdo eficientes, porém a Tru-Cut conferiu maior trauma aos tecidos devido ao
fragmento de tecido retirado, ainda que este tenha sido muito pequeno, embora
tenha mostrado eficiéncia na analise histologica semelhante a da PAAF.

Outra técnica de biopsia e mais antiga é realizada por meio do método padrao
de colheita, no qual se retira um fragmento com auxilio de cunha eliptica e que este
apresente em torno de 1 cm de espessura para que possa ser fixado em solugao de
formol adequadamente. Frente ao tamanho necessario de material a ser colhido,
esta técnica torna-se mais agressiva e ainda mais lesiva, visto que, para sua
realizagdo, na maioria dos casos, € necessario que haja retirada do 6érgéo afetado.

Em contraponto, o trabalho de Abreu (2010) promoveu um estudo comparativo entre
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o método-padrao de colheita e a bidpsia por Tru-Cut em ovario de éguas, no qual
comprovou a representatividade da técnica de bidpsia por Tru-Cut utilizando pecas
de abatedouro. Ja em 2011, Abreu et al. mostraram a viabilidade da realizacdo da
técnica in vivo utilizando guia ultrassonografica como auxilio, demonstrando, desse
modo, que a retirada do 6rgao tornou-se desnecessaria.

A biopsia com agulha Tru-Cut apresenta-se menos invasiva e lesiva ao tecido.
Como comprovado no trabalho de Abreu (2011), a técnica apresentou-se tao
representativa quanto a colheita padrao, assim, o fragmento retirado € de tamanho
bastante reduzido quando comparado ao corte feito com cunha eliptica. O
mecanismo de ac¢do da agulha encontra-se ilustrado na Figura 2.

No ambito da pesquisa, estudos demonstram que as técnicas de bidpsia sao
utilizadas como uma ferramenta extra no exame androlégico em casos de
infertilidade ou subfertilidade (LOPATE et al., 1989; OLSON et al., 1992; SARTORI
et al., 2002). A andrologia € uma area de grande valia na reprodu¢ao equina, porém
poucos sdo os estudos conduzidos acerca desse tema quando comparado aos
demais estudos direcionados as éguas. Diante desse fato, nota-se a deficiéncia de
literatura correlata diretamente ao estudo das patologias inerentes ao macho e,
mediante a ja comprovada agdo da agulha Tru-Cut frente a ovarios equinos, a
inovacao da utilizagdo e a viabilidade da técnica em testiculos da mesma espécie
apresentam-se vantajosas, sendo uma ferramenta extra na conclusao do diagnéstico
preciso, associada as técnicas convencionais de avaliagdo como palpagao retal,

ultrassonografia e espermiograma.
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PATOLOGIAS REPRODUTIVAS INERENTES AO MACHO

Diversas sao as patologias que acometem o sistema reprodutivo do macho,
com algumas podendo ser espécie-especificas.

De acordo com o grau de acometimento do animal, as vertentes para
diagndstico e tratamento podem ser ampliadas ou reduzidas. A técnica de biopsia
pode servir como auxilio no diagndstico, porém apenas sera valida se a patologia
suspeita apresentar alteragdes histologicas passiveis de serem avaliadas.

As patologias reprodutivas inerentes ao macho podem apresentar origens
variadas, como infec¢do, traumas e até mesmo o fator idade (BARUSELI, 2007). A
seguir, estdo relacionadas algumas das patologias mais comuns que podem ser

diagnosticadas por meio da técnica de bidpsia.

- Degeneracéo Testicular

A degeneracao testicular ocorre quando o tamanho e a consisténcia dos
testiculos se apresentam alterados. E uma das principais causas de infertilidade ou
subfertiidade dos machos acometidos dentre as espécies domésticas. As origens
acima citadas podem ser uma das causas da degeneragao testicular, mas o
reconhecimento da causa primaria é dificil, podendo, em certos casos, ndo ser
possivel. Outras causas de degeneragao testicular ainda podem ser temperatura
elevada, nutricdo, fatores hormonais, agentes toxicos, autoimunidade e outras. A
patologia pode ocorrer progressivamente e variar de discreta a severa, além de se
apresentar uni ou bilateralmente (NASCIMENTO; SANTOS; 2003). Alteragbes como
a mineralizagdo dos tubulos seminiferos e a degeneragcdo das espermatides sao
possiveis de serem detectadas ao exame histopatologico. O processo se instala

rapido, porém a regeneragao e lenta.

- Hipoplasia Testicular

O testiculo mais acometido da hipoplasia testicular € o esquerdo, porém pode
ocorrer bilateralmente. Esta apresenta carater hereditario quando acomete bovinos,
podendo ser classificada em moderada, intermediaria ou total, provocando, em cada

grau, consequéncias variadas na producdo espermatica, seja na quantidade ou na
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morfologia das células. Ao exame histoldgico, nota-se diminuigdo do volume dos
tubulos seminiferos e membrana basal espessa, as vezes, hialinizada
(NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

- Neoplasias

As neoplasias ndo sdo comuns em equinos, sendo mais frequentes em caes e
touros velhos. Podem originar-se tanto de células germinativas quanto de nao
germinativas (NASCIMENTO; SANTOS, 2003; SAMPER et al, 2007;
YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007).

A ocorréncia de neoplasias, mesmo sendo rara, € capaz de provocar
alteracgdes na espermatogénese do testiculo afetado. Porém, segundo Samper et al.
(2007), a compressao do tumor no testiculo contralateral acarreta uma degeneragéo
testicular, afetando, consequentemente, a espermatogénese contralateral.

Nascimento e Santos (2003) expuseram que a diferenciagdo macroscopica
das neoplasias testiculares pode ser dificil, mas ha parametros a serem seguidos
com tal objetivo, como a palpagédo da consisténcia e a ecogenicidade do 6rgao ao
exame ultrassonografico.

Dentre as neoplasias reprodutivas mais relatadas nos machos da espécie
equina, encontram-se o Teratoma, o Seminoma, o Sertolioma (ou Tumor das Células
de Sertoli) e o Leydigocitoma (ou Tumor das Células de Leydig).

O Teratoma € a neoplasia mais relatada em equinos, com grande incidéncia
em machos criptorquidas. E caracterizado pela presenca de diversos tipos celulares.
Quando ocorre em animais jovens, apresenta caracteristica benigna mais marcante,
ja, em animais mais velhos, a malignidade sobressai (PETERSON, 1984). O
Seminoma é o segundo tumor de maior ocorréncia em garanhdes, e também
bastante comum em cées idosos. Apresenta células grandes com citoplasma
granuloso e acidofilo, e nucleos grandes. Podem ser vistas, ao exame, células
inflamatorias linfocitarias e areas de necrose (NASCIMENTO; SANTOS; 2003). O
Leydigocitoma pode ser uni ou bilateral, unico ou multiplo, e seu tamanho pode
variar de milimetros a centimetros. Histologicamente, € composto por células
arredondadas e com granulosos em seu citoplasma, intensa vacuolizagdo e

coloracao parda. O Sertolioma ocorre com frequéncia nos testiculos criptorquidicos
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de caes, ja em equinos, ocorre de forma extremamente rara. Por ser hormonalmente
ativo, leva a feminilizagdo do macho. Na histologia, se apresenta com estroma
conjuntivo aumentado, o que confere resisténcia e consisténcia ao tumor.

Em equinos, quando ocorre neoplasia, € percebida uma atrofia do testiculo
acometido, sendo comum a presenga concomitante de degeneracio testicular. A
ocorréncia de ambas é comum em garanhdes idosos e, com isso, ndo esta
perfeitamente elucidado se a causa dessa degeneragcdo esta diretamente
relacionada a neoplasia, isto porque surge a hipétese de que a tumoragéo provoque
compressdo sobre o parénquima do orgao, levando-o a degeneragao e,

consequentemente, a necrose tecidual (SAMPER et al., 2007).



22

IMUNOGENICIDADE ESPERMATICA

As primeiras especulagdes sobre a autoimunidade espermatica foram
levantadas ha mais de um século, porém apenas foram confirmadas entre os anos
1950 e 1955 (ROCHA, 2005).

Ha autores que discorrem a respeito dessa incompatibilidade explicando que
0 n&o reconhecimento dos espermatozoides pelo organismo se da pelo fato de estas
células serem formadas apos o periodo fetal ou neonatal, quando sistema imune do
individuo ja se encontra formado (CREWE et al., 1977; DEMESHEK, 1966; ROCHA,
2005). Os espermatozoides sao células que possuem antigenos especificos unicos
que nao sao reconhecidos pelo sistema imunoldgico. Estes antigenos encontram-se
altamente organizados em diversos sitios na superficie das células espermaticas,
como no acrossoma € ha peca intermediaria, sendo responsaveis pela
autoimunizagdo no homem (COCHRAM, 1974), e também exibem a funcao sobre a
fecundacao do 6vulo, uma vez que os anticorpos podem inibir o espermatozoide no
muco cervical, diminuir o grau de ligacdo do mesmo a zona pelucida, facilitar a
fagocitose do espermatozoide, diminuir a taxa de clivagem do zigoto e a taxa de
implantacdo e redugdo da sobrevivéncia do embrido (GOLDEBERG, 1973;
HENSLEIGH et al., 1996).

Dentre muitas formas de diagnostico, a biopsia € um exame complementar
que proporciona um resultado mais acurado sobre o que ocorre em determinado
tecido microscopicamente. Porém, durante a bidpsia testicular, o parénquima é
lesionado, levando a ruptura da barreira hematotesticular (BHT) e permitindo que as
células espermaticas entrem em contato com humores corporais do individuo. Diante
deste fato, vale ressaltar que a imunidade mediada por células pode comprometer a
espermatogénese de forma temporaria, ja a imunidade humoral confere uma reagao
as células espermaticas, impedindo que as mesmas exergam sua fungcdo (MADAR,
2002).

A funcdo de protecdo da barreira hematotesticular, formada pelas tight
junctions entre as células de Sertoli, consiste principalmente em impedir que as
células espermaticas entrem em contato com os elementos circulantes do sistema

imune, pois, uma vez em contato com as células B e T, podem induzir a formacao de
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anticorpos antiespermatozoides (CREWE et al., 1977; HJORT et al.,, 1974;
LEMBRUGER; LOJA, 1997; ROCHA, 2005; ROSENBLATT et al., 2010). Hjort et al.
(1974) concordam com esta afirmacdo em seu trabalho com humanos ao
identificarem aumento de anticorpos antiespermatozoides no soro de pacientes que
sofreram multiplas bidpsias testiculares.

E importante considerar as consequéncias que procedimentos diagndsticos
podem causar. Pois, mesmo a biépsia com agulha Tru-Cut sendo menos invasiva,
ainda assim ocorre lesdo parenquimatosa. Assim sendo, a investigagdo sobre a
formacao de anticorpos deve ser conduzida de modo a evitar prejuizos a vida

reprodutiva do garanho.
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MATERIAIS E METODOS

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado em dois periodos com intervalo de 30 dias:
Periodo Pré-Bidpsia e Periodo Pos-Bidpsia. As analises realizadas e a ordem de

ocorréncia se encontram esquematizadas na Tabela 1.

TABELA 1: Esquema das etapas realizadas em cada periodo do experimento,

Campos dos Goytacazes, 2013.

PERIODO PRE-BIOPSIA PERIODO POS-BIOPSIA
Coleta 1 Coleta 1
Analise Espermatica Analise Espermatica
Coleta 2 Coleta 2
Analise Espermatica Analise Espermatica
Ultrassonografia Testicular Ultrassonografia Testicular
Colheita de sangue (soro) Colheita de sangue (soro)
Puncgao Orquiectomia
Processamento histologico do material Processamento histolégico do material
ANIMAIS

Foram utilizados quatro garanhdes com idade entre 3 e 15 anos, sem
predilecao de raga. Todos os animais foram encaminhados a Unidade de Apoio a

Pesquisa, na UENF, para conducéo do experimento.

COLHEITA E PROCESSAMENTO DO SEMEN

Para as colheitas de sémen, utilizou-se vagina artificial preenchida com agua

aquecida entre 42° e 45°C. A mucosa de latex foi revestida com mucosa plastica
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descartavel, lubrificada com gel a base de agua estéril. O copo coletor foi revestido
com saco plastico onde o sémen foi depositado e protegido da luz e temperatura.

Em cada periodo, os garanhdes foram submetidos a duas colheitas de
sémen, totalizando quatro colheitas por animal em todo o estudo. A Colheita 1 de
cada periodo tinha por finalidade promover a limpeza dos condutos espermaticos e
equilibrar os padrées espermaticos de cada animal. A Colheita 2 de cada periodo
apresentou-se como foco do estudo sobre a espermatogénese. Entre as Colheitas 1
e 2, em cada periodo, houve um intervalo de 60 minutos.

Cada ejaculado foi filtrado no momento da colheita para a remoc¢ao da fragao
gelatinosa e sujidades. A fracgo livre de gel foi diluida em extensor’ & base de leite e
glicose na propor¢gao de 1:3 (sémen:meio). Foram analisados o0s seguintes

parametros:

ANALISE MACROSCOPICA

Cor — caracterizada em translucido, cinza ou branco
Odor — sui generis
Aspecto — caracterizado em aquoso, seroso ou leitoso

Volume — variavel

ANALISE MICROSCOPICA

Analise Computadorizada? — foram dispostos 20uL de sémen entre lamina e
laminula previamente aquecidas em placa aquecedora a 37°C. A analise foi
conduzida sobre a cinematica das células espermaticas. As variaveis analisadas
pelo software foram: Velocidade de Trajetéria Média em um/s (VAP), Velocidade
Progressiva em pm/s (VSL), Velocidade Curvilinear em pym/s (VCL), Amplitude
Lateral da Cabeca em ym (ALH), Frequéncia de Batimento Flagelar em Hz (BCF),
indice de Retilinearidade em % (STR) e indice de Linearidade em % (LIN).

' BotuSémen, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil
2Computerized Assisted Semen Analysis - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-Thorne Research,
Danvers, MA, USA)
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Concentracao Espermatica — adotando-se a diluicdo 1:200, uma aliquota 50uL de
sémen in natura foi diluida em 9,95mL de solugcdo formol-citrato 10%. Apods
homogeneizacdo, cada reticulo da camara hematimétrica® foi preenchido com esta
solugdo, e os espermatozoides foram contados em microscopio 6ptico* sob o
aumento de 100X. Para calculo da concentragdo, adotou-se a seguinte férmula

baseada em trabalhos anteriores (PAPA et al., 2011):

C= n
1 x 10 x 1
10 25 200

Onde:

C = Concentracdo espermatica em 10%/mL

n = soma da contagem de espermatozoides dos dois reticulos da camara

1/10 = altura entre a laminula e a cdmara em mm

10/25: soma da contagem de espermatozoides de 5 quadrados do 1° reticulo + 5
quadrados do 2° reticulo (= 10) vezes a area do quadrado (= 1/25) em mm?

1/200 = diluicio utilizada

O numero total de espermatozoides (NTE) foi obtido a partir da multiplicacao
da concentragao espermatica pelo volume de ejaculado livre de gel, de acordo com

o proposto pelo Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (CBRA, 1998).

Morfologia Espermatica — uma aliquota de 100uL ou uma quantidade suficiente de

sémen in natura para turvar 1000uL formol-citrato 10% em eppendorf. Depositava-se

uma aliquota de 20uL da solugdo com 20uL de corante Rosa Bengala a serem

homogeneizados entre lamina e laminula. A analise foi realizada em Microscopio de

® Camara de Neubauer
* Microscopio OLYMPUS, modelo CH30, Jap3o.
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Contraste de Fase, sob o aumento de 1000X com 6leo de imerséo, a partir da contagem

de 200 células, seguindo os critérios de classificacdo adotados por Blom (1973).

EXAME ULTRASSONOGRAFICO

Em cada periodo, os animais foram contidos fisicamente em bretes e,
imediatamente antes da realizacdo do procedimento de puncgao, realizou-se exame
ultrassonografico de cada testiculo.

O sistema de ultrassom® utilizado foi ajustado sob a frequéncia de onda de
7,5MHz, para melhor definicdo de imagem e deposicdo de carboximetilcelulose gel

sobre a pele.

PROCEDIMENTO DE BIOPSIA

Para o procedimento de biopsia, foi utilizada agulha tipo Tru-Cut
semiautomatica®, tamanho 18G x 15cm (Fig. 1). O modo de acdo da agulha
encontra-se ilustrado na Fig. 2.

O animal permaneceu no brete e foi contido farmacologicamente com
Detomidina na dose 10umkg™”, por via intravenosa (ENGLAND et al., 1992).
Prosseguiu-se a antissepsia de toda a bolsa escrotal do animal com povidine
degermante seguido de alcool iodado. Cada testiculo a ser puncionado era

tracionado ventrolateralmente e a agulha introduzida em local especifico (Fig. 3).

® Aparelho da marca MINDRAY®, modelo DP-2200, com transdutor eletrdnico endorretal linear
multifrequéncia 75L50EAV.
® Fabricante Gallini S.R.1.;Itélia.
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Fig. 1: Agulha tipo Tru-Cut semiautomatica, tamanho 18G x 15cm.

PRINCIPIOS DA BIOPSIA Tru-Cut

1- Bainha e agulha com "slot” para
fragmento

2- Empurre a agulha para o interior da
lesio

3- Bainha desliza sobre agulha para
captura do fragmento

4 Retirar a agulha, bainha e fragmento

Michael Edwards - 2003

Fig. 2: Mecanismo de ag¢ao da agulha Tru-Cut.

Porcao Cranial Porcao Caudal

Circunferéncia Testicular
Linha Media Vertical
Linha Média Horizontal
Local da Puncao

Fig. 3: Ponto de inser¢ao da agulha Tru-Cut.
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ORQUIECTOMIA

Transcorridos 30 dias da bidpsia, cada animal foi orquiectomizado.

Utilizou-se a técnica de castracido aberta para excisao dos testiculos normais
dos animais. Foi realizada adequada antissepsia do local com solugdo de povidine
degermante e alcool. Os animais foram contidos farmacologicamente com
acepromazina 1% (0,05 a 0,1mg/kg) e anestesia local, com infiltragdo no cordao
espermatico de 5 a 10mL de lidocaina 2% sem vasoconstritor (MASSONE, 2003) e
posicionados em decubito lateral, com o membro posterior superior fixado em flexao
e abducdo. Cada testiculo foi firmado com uma das maos de modo que a pele do
escroto fosse firmemente esticada. Uma incisdo de 7-10cm foi realizada através da
pele e tunica dartos do escroto, paralela a rafe mediana, de modo a alcancgar a
tunica vaginal e permitir que o testiculo e o epididimo fossem expostos. O ligamento
escrotal foi cortado com tesoura de disseccdo, e 0 mesorchium cuidadosamente
separado da tunica vaginal e do cordao espermatico, procedendo-se a ligadura do
cordao com fio absorvivel e secgdo do mesmo. O coto e o mesorchium foram entéo
verificados quanto & hemorragia (KERSJES; NEMETH; RUTGERS, 1984).

Os testiculos criptorquidicos foram removidos por criptorquidectomia inguinal.
Uma incisdao em torno de 10cm foi feita ao longo do anel inguinal externo através da
pele e da fascia escrotal. Procedeu-se a dissec¢ao do tecido conjuntivo em diregéo
ao canal inguinal. Nesta técnica, testiculo e epididimo podem ser encontrados
adjacentes ao anel inguinal externo ou se localizarem no canal inguinal. A tunica
vaginal é apreendida com uma pinga e feita incisdo longitudinalmente. O testiculo
criptorquidico (geralmente muito menor que o testiculo que desceu) e o epididimo
sdo expostos para fora da cavidade vaginal, e a castracdo semiaberta € entdo
realizada. O cordédo espermatico, coberto pela tunica vaginal, € ligado e seccionado
2cm distal a ligadura. Atenta-se para possivel hemorragia e, entdo, uma gaze estéril
ou dreno de latex é colocado na ferida e a pele é fechada com ponto simples
interrompido. O dreno € removido apos 48 horas.

ApOs os procedimentos, as feridas cirurgicas foram limpas com iodopovidona

e protegidas com spray repelente para evitar presenga de moscas no local.
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A profilaxia de tétano e terapias antimicrobiana e anti-inflamatéria foram

realizadas em todos os animais.

PROCESSAMENTO DO MATERIAL

O material oriundo das pungdes e das pecas cirurgicas obtidas apds a
orquiectomia foi encaminhado para a analise histopatologica no Setor de Anatomia
Patolégica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF). As amostras foram fixadas em formalina neutra tamponada a
10% por no minimo 48 horas e, posteriormente, acondicionadas em histossetes
devidamente identificados, submetidos ao processamento automatico para inclusao
em parafina, seguido da microtomia, coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e
montagem das laminas.

As laminas foram avaliadas por microscopia 6ptica’, observando-se
caracteristicas morfoldgicas celulares e padrao tecidual da lesao.

Imagens fotograficas foram obtidas por camera fotografica digital® acoplada ao

microscopio.

ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA (ENZIME LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY)

Antes do ensaio, foi realizada uma curva-padrao de diluicdo para determinar a
titulagdo adequada de IgG anti-horse a ser utilizada no ensaio.

A realizacdo do teste de ELISA consistiu no preparo e prosseguimento de
diversas etapas, cada qual com solug¢des e procedimentos especificos. O protocolo
utilizado para o experimento encontra-se descrito abaixo, discriminando cada etapa

do processo.

” Microscopio OLYMPUS BX41, modelo U-MDOBS3, Jap&o
 NIKON COOLPIX 995, Japdo
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MATERIAL UTILIZADO

1. ANTIGENOS

Diante do fato das células espermaticas e o plasma seminal apresentaram
abundante quantidade de proteinas especificas em suas composi¢cdes, o
experimento foi conduzido de forma a avaliar trés vertentes que pudessem mostrar
reagdes positivas para o ELISA. Para tanto, foram determinados trés tipos de

antigenos:

1.1Sémen Lavado — Contendo o maximo possivel de proteinas das células
espermaticas e o minimo possivel de proteinas do plasma seminal. Sémen
colhido (50mL) de garanhdo indeterminado. Foi acrescentado volume
equivalente de solugao fisioléogica (Ringer com Lactato - 50mL),
estabelecendo-se a propor¢cdo 1:1 e apresentando volume final igual a
100mL. A mistura foi centrifugada a 4000G/10min e o sobrenadante
descartado. Para lavagem da amostra, ao pellet, foi adicionado o mesmo
volume final da primeira centrifugacao (100mL) de Ringer com Lactato, sendo
centrifugado novamente e o sobrenadante descartado, sendo o mesmo
processo efetuado um total de quatro vezes. A intengdo da lavagem do
material foi manter o maximo de proteinas das células espermaticas e eliminar
0 maximo de proteinas nao relacionadas oriundas do plasma seminal. Ao
pellet final, foram adicionados 2mL de solugao salina 0,85%, preparada em
laboratério, procedendo-se a sonicagao do material (20 ciclos de 30 segundos

cada). O produto final foi entdo utilizado como o 1° antigeno.

1.2 Pool de Plasma Seminal — Contendo o maximo possivel de proteinas do
plasma seminal e o minimo possivel de proteinas das células espermaticas. O
sémen dos cinco animais utilizados no experimento foi misturado e
armazenado a -20°C até o momento do ensaio imunoenzimatico. O material
foi centrifugado a 4000G/10min e o sobrenadante (plasma seminal) utilizado

como 2° antigeno.
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1.3Sémen Nao-Lavado — Mantendo as quantidades de proteinas das células
espermaticas e do plasma seminal desde a colheita de sémen. O material
(pellet) é oriundo da centrifugagcao do sémen dos animais do experimento. Ao
pellet, foi acrescentado plasma seminal (sobrenadante) na proporgao de 1:3
(sémen:plasma seminal). Procedeu-se a sonicacdo do material (20 ciclos de

30 segundos cada) e o produto final sonicado foi utilizado com 3° antigeno.

2. SOROS DOS GARANHOES

Foram colhidos em dois momentos: o primeiro, no Periodo Pré-Biopsia; e o

segundo, no Periodo Pds-Bidpsia. Os sangues foram centrifugados a 4000G/10min

€ 0s soros, pipetados e armazenados em eppendorfs a -20°C.

3. CONTROLE POSITIVO

Para indugdo do controle positivo, uma aliquota de 0,5mL da amostra

sonicada de sémen n&o lavado foi inoculada, por via subcutdanea (SC), em um
equino, independente dos animais puncionados, quatros vezes em intervalos de 15
dias. Apos 15 dias da ultima inoculacéo (SC), foi colhido sangue, e o soro obtido foi

armazenado em eppendorfs a -20°C.

4. SOLUCOES-TAMPAO

. Carbonato de Calcio
. PBS gelatina

5. 1gG ANTI-HORSE

O anticorpo IgG anti-horse, produzido em cabra, foi adquirido liofilizado do
Laboratério Sigma Aldrich®, com apresentacdo em 2mg, armazenado em frasco
ambar. O conteudo foi diluido em 2mL de agua destilada para injecdo (1mg/1mL).

Os protocolos utilizados e os procedimentos realizados seguem organizados

na tabela a sequir:



TITULAGCAO DA
ETAPAS . ELISA
CURVA PADRAO
Sémen lavado = 134,49
mg/mL
DOSAGEM DE Pool de plasma seminal =
PROTEINAS 0,87 mg/Mi
Sémen néo lavado = 54,60
mg/mL
Estabelecido um total de
40ug/poco de dose
Adicionados 100pL de pg.p ¢
proteica para cada
COATING e | tampao Carbonato de
N o antigeno + 100uL de
INCUBACAO Calcio. Incubacéao por
tampao Carbonato de
12 horas a 4°C
Calcio. Incubagao por 12
horas a 4°C
1X com 200uL/pogo | 1X com 200uL/pogo de
LAVAGEM de solugao de PBS 1% | solucdo de PBS 1% +
+ TWEEN 20 TWEEN 20
200uL/poco de PBS
. 200uL/poco de PBS
gelatina. Incubagéo .

BLOQUEIO e gelatina. Incubacédo por 1
- por 1 hora e 30 .
INCUBACAO _ hora e 30 minutos em

minutos em
temperatura ambiente
temperatura ambiente
Solugdo de bloqueio .
Solugao de bloqueio
desprezada e placa
desprezada e placa lavada
lavada 3X com
LAVAGEM 3X com 200uL/pogo de
200uL/poco de

solugéo de PBS 1% +
TWEEN 20

solugdo de PBS 1% +
TWEEN 20
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DILUIGAO SERIADA

1% Linha: 200uL (180pL
PBS gel + 20uL soro)
Demais linhas: 100uL PBS
gel/pogo.

Fator de diluicdo: 1/3
Diluicao: retiraram-se 50uL

e INCUBACAO dos pocos iniciais (12 linha)
que foram diluidos nos
pogos das linhas seguintes
até o fim da placa.
Incubacéo por 2 horas em
temperatura ambiente.
Solugéo de diluicdo
desprezada e placa lavada

LAVAGEM 3X com 200uL/pogo de
solugdo de PBS 1% +
TWEEN 20

Anticorpo  1gG anti- |
Diluicdo 1/10.000 de 1pL
horse diluido em PBS
IgG anti-horse em
- gel 1/10.000; 1/20.000;
SOLUCAO- 10.000uL PBS gel.
1/30.000; 1/40.000 e
CONJUGADO e Incubagao por 2 horas em
- 1/50.000.
INCUBACAO temperatura ambiente.
Incubacé&o por 1 hora
Incubagao por 2 horas em
em temperatura
. temperatura ambiente.
ambiente.
Solugao-conjugado _
Solugao-conjugado
desprezada e placa
desprezada e placa lavada
lavada 3X com

LAVAGEM 3X com 200uL/pogo de

200uL/pocgo de

solugado de PBS 1% +
TWEEN 20

solugdo de PBS 1% +
TWEEN 20
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.SOLUCAO
SUBSTRATO-
CROMOGENO

Fosfato de Sdédio
(0,2M): 7,0 mL

Acido _Citrico (0,1M):
6,5 mL

H,0, (3V): 11,5 mL

OPD: 10 mg
Incubagéao por 5
minutos em

temperatura ambiente.

Fosfato de Sddio (0,2M):
7,0 mL

Acido Citrico (0,1M): 6,5
mL

H»05 (3V): 11,5 mL

OPD: 10 mg

Incubagdo por 5 minutos

em temperatura ambiente.

.INTERRUPCAO DA
REACAO

Reacdo interrompida

com acido sulfurico.

Reacgao interrompida com

acido sulfurico.

.LEITURA

Leitura realizada em
aparelho

computadorizado a
partir da intensidade
de cor gerada pelas

reacoes (fotbmetro).

Leitura realizada em
aparelho computadorizado
a partir da intensidade de
cor gerada pelas reagdes

(fotbmetro).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais do estudo apresentavam-se com parametros reprodutivos
dentro dos padrbes fisiologicos ao longo do estudo. Dois dos quatro animais
utilizados no ensaio eram criptorquidas unilaterais.

Ainda que a primeira colheita de sémen (Colheita 1) tenha sido para a limpeza
dos condutos espermaticos, € a segunda colheita de sémen (Colheita 2) para a
analise dos padroes espermaticos, os resultados de ambas encontram-se em
concordancia e sem discrepancia dos valores normais encontrados na literatura
(CBRA, 1998).

Os resultados encontram-se expostos nas Tabelas 2, 3, 4 e 5, podendo-se

observar e comparar as colheitas por periodo e os periodos por colheita.
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Tabela 2: Motilidade Total e Motilidade Progressiva de cada animal em cada coleta/periodo do estudo, Campos dos

Goytacazes, 2013.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos
cTt c2 €1 C2 €1 Cc2 €1 €2 ¢Cc1 C2 €1 €c2 cCc1 cCc2 cC1 c2
Motilidade Total 94 71 93 88 75 83 74 75 7 10 55 72 75 59 87 60

Motilidade Progressiva 54 49 56 64 51 57 41 40 1 2 22 32 43 29 2 35

Pré: Periodo Pré-Biopsia; Pos: Periodo Pos-Bidpsia; C1: Colheita 1; C2: Colheita 2. Dados em %.

Tabela 3: Concentragcao e Numero Total de Espermatozoides de cada animal em cada coleta/periodo do estudo, Campos
dos Goytacazes, 2013.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4

Pré Pés Pré Pos Pré Poés Pré Pos

C1 C2 cC1t C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2

Concentracao 380 157 65 20 175 130 430 235 45 30 50 30 245 95 270 125
NTE 209000 2041 1365 300 1400 650 10750 3525 2250 2400 2750 600 15925 8740 7830 3000

Pré: Periodo Pré-Bidpsia; Pos: Periodo Pés-Bidpsia; C1: Coleta 1; C2: Coleta 2. Dados da Concentracdo em 10°/mL.
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Tabela 4: Variaveis da Cinematica Celular obtidas por Analise Computadorizada (Hamilton Thorne), Campos dos

Goytacazes, 2013.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4

Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés

C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2

VAP 97 822 791 776 751 747 769 692 298 326 485 533 768 54,7 787 81
VSL 69 63,8 58,2 60,8 61 56,2 558 511 229 21 36 38,8 557 409 585 593
VCL 184,5 158,7 146,9 143,7 1239 1359 1406 1199 419 73,6 109,6 1091 147,7 107,11 147,4 1544
ALH 8,1 7,2 7,1 7,3 5,7 6,6 6,6 5,7 7,1 5,3 6,7 6 7,3 6,6 6,9 7
BCF 23 24,5 22 239 232 198 259 175 332 235 354 268 226 23,7 255 27,7
STR 70 78 73 79 77 75 72 73 84 74 78 77 73 76 74 75
LIN 38 41 40 41 47 42 40 43 47 34 38 40 39 41 40 39

Pré: Periodo Pré-Bidpsia; Pds: Periodo Pds-Bidpsia; C1: Coleta 1; C2: Coleta 2; VAP: Velocidade Trajetdéria Média (um/s); VSL: Velocidade Progressiva
(um/s); VCL: Velocidade Curvilinear (um/s); ALH: Deslocamento Lateral de Cabeca (um); BCF: Frequéncia de Batimento Flagelar (Hz); STR: Retilinearidade
(%); LIN: Linearidade (%).
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Tabela 5: Porcentagem da velocidade de deslocamento dos espermatozoides, Campos dos Goytacazes, 2013.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Pré Pés Pré Pés
C1 c2 C1 C2 C1 c2 (1 C2
Rapido 93 65 87 82 67 45 81 53
Médio 2 5 6 6 8 14 5 7
Devagar 5 17 6 9 15 18 11 20
Estatico 1 12 1 4 9 22 2 20

Pré: Periodo Pré-Biopsia; Pds: Periodo Pos-Bidpsia; C1: Coleta 1; C2: Coleta 2.
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Tabela 6: Porcentagem de Espermatozoides Normais, Defeitos Maiores, Defeitos Menores e Defeitos Totais encontrados

nos ejaculados dos animais do estudo em cada colheita de cada periodo, Campos dos Goytacazes, 2013.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
Pré Poés Pré Pos Pré Poés Pré Poés
C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 c2 C1 cC2 C1 C2 Cf1 C2
Normais 28 40 70,5 49 535 50,5 435 42 31 24 40 37 33 36 36 385

Maiores 18,5 9,5 11 25,5 14 19 41 40 425 40 17 24 185 12 15 25
Menores 53,6 50,5 185 2565 325 305 155 18 2656 36 43 39 485 52 49 36,5
Totais 72 60 29,5 60 46,5 495 56,5 58 69 76 60 63 67 64 64 61,5

Pré: Periodo Pré-Biopsia; Pds: Periodo Pos-Bidpsia; C1: Coleta 1; C2: Coleta 2.
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ANALISE ESPERMATICA

De acordo com os dados da Tabela 2, observou-se diferenga acentuada entre
os valores apenas no Animal 3. Sua baixa motilidade presente na colheita do
Periodo Pré-Bidpsia pode estar relacionada ao tempo prolongado de descanso
reprodutivo, segundo historico relatado pelo proprietario, o que pode ter acarretado
deterioragdo das células espermaticas, levando-as a apoptose. Este fato pode ser
confirmado pela maior porcentagem de células lentas ou estaticas no mesmo
periodo observado.

Na Fig. 4, encontram-se ilustrados os valores das médias das Motilidades
Total e Progressiva, respectivamente. Suspeitava-se que o trauma causado pela
agulha no momento da puncdo sobre o parénquima testicular resultaria em
diminuicdo das caracteristicas seminais, porém, diante dos dados analisados, a
biépsia com agulha Tru-Cut ndo causou alteragdes significativas desfavoraveis sobre

a motilidade espermatica.

100 -

. a
|

50
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Motilidade
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62,75
25 | 55,75
37,25
0
Pré- Pds- Pré- Pds- Pré- Pés- Pré- Pés-
biopsia | biopsia biopsia | biopsia biopsia | biopsia biopsia | biopsia
Coleta 1 (P=0,51) . Coleta 2 (P=0,33) Coleta 1 (P=0,70) . Coleta 2 (P=0,57)
Motilidade total . Motilidade progressiva

Fig. 4: Média da Motilidade Total e Motilidade Progressiva dos animais do estudo
de acordo com cada coleta em cada periodo.
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Os resultados das concentragdes espermaticas analisadas (Tabela 3) n&o
apresentaram discrepancia quando comparados os Periodos Pré-Bidpsia e Pos-
Bidpsia (Fig. 5). Os dados em sua totalidade mostraram-se dentro dos padrdes
dispostos na literatura (CBRA, 1998), com exce¢ao do Animal 3 que, apesar de ter
apresentado baixo valor em sua concentracdo espermatica, a mesma manteve-se
equilibrada entre os periodos. J& o Numero Total de Espermatozoides (NTE)
apresentou variagbes em todas as colheitas e periodos, visto que o0 mesmo depende

do volume ejaculado pelo garanhdo em cada colheita.

350 q

300 A

250 4

200 4

150 -

100 1 208,25

50 -

Concentragdo espermatica (x 1.000.000 sptz/mL)

Pré-biopsia Pés-biopsia ‘ Pré-biopsia Pés-biopsia

Goleta 1 (P=0,98) Coleta 2 (P=1,00)

Fig. 5: Média da Concentragcao Espermatica dos animais do estudo de acordo com
cada coleta em cada periodo.

A partir da média obtida, pode-se dizer que, apesar das variagdes entre
colheitas e periodos, e ainda o valor apresentado pelo Animal 3, ndo foi observada
diferencga estatistica significativa, comprovando que a agao da biopsia nao interferiu
na produgdo espermatica, corroborando os achados de Sartori et al. (2002a), ao

realizarem bidpsia testicular em ovinos.
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A cinematica das células espermaticas compreendeu a mensuragao das
seguintes variaveis: VAP (Velocidade de Trajetoria Média), VSL (Velocidade
Progressiva), VCL (Velocidade Curvilinear), ALH (Deslocamento Lateral de Cabecga),
BCF (Frequéncia de Batimento Flagelar), STR (Retilinearidade), LIN (Linearidade).
Na Tabela 4, verificou-se que, em todas as variaveis, ocorreu ligeira variagao entre
as colheitas em cada animal, porém, nao foram constatadas diferencas estatisticas

significativas (Figs. 6,7, 8 e 9).
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Fig. 6: Média das Velocidades mensuradas (VAP, VSL e VCL) de acordo com cada
coleta de cada periodo.
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Fig. 7: Média da Frequéncia de Batimento Flagelar de acordo com cada coleta de

cada periodo.
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Fig. 8: Média da Amplitude Lateral de acordo com cada coleta de cada periodo.
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Fig. 9: Média dos indices de Retilinearidade (STR) e Linearidade (LIN) de acordo
com cada coleta de cada periodo.

As anadlises referentes a Morfologia Espermatica foram baseadas na
classificagao de Blom (1973), considerando Defeitos Maiores, Menores e Totais. A
Tabela 6 mostra a porcentagem de defeitos encontrada em cada animal e, na Figura
10, observa-se o grafico que descreve a média obtida relativa a cada classificagéo
dos defeitos.

Trés dos quatro animais avaliados apresentaram maior numero de defeitos
maiores no Periodo P6s-Bidpsia, com resultados iguais ou superiores ao tolerado
pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) (25,5%). Estes dados
concordam com os achados de Freitas et al. (2010), quando avaliaram os
parametros fisiolégicos e seminais de garanhbdes Mangalarga Marchador, no
decorrer das estagdes climaticas, e também encontraram mais de 25% de defeitos

maiores em determinada estacéo do ano.
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Fig. 10: Média dos Espermatozoides Normais, Defeitos Maiores, Defeitos Menores e Defeitos Totais encontrados nos ejaculados dos
animais do estudo em cada colheita de cada periodo.
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ULTRASSONOGRAFIA TESTICULAR

No Periodo Pré-Bidpsia, apés as duas colheitas de sémen, cada animal foi
contido fisicamente em brete e, imediatamente antes da realizacdo do procedimento
de puncao, realizou-se exame ultrassonografico de cada testiculo, avaliando-se o
padrao de ecogenicidade e verificando-se a presenga de possiveis lesdes pré-
bidépsia. J& no Periodo Pdés-Bidpsia, os animais foram contidos igualmente e
objetivou-se buscar e avaliar possiveis lesbes causadas pela pungao.

Ginther (1986) considera a ultrassonografia o maior avango tecnoldgico no
ambito da pesquisa em reprodugcdo animal, porém, embora seja uma excelente
alternativa como exame complementar, ainda € pouco utilizada em machos
(POZOR, 2005; FREITAS et al., 2010).

Para melhor condugdo do exame ultrassonografico, alguns padrdes de
avaliacdo devem ser pré-estabelecidos a fim de minimizar erros causados pelo
examinador. Assim, com base no trabalho de Del Vento et al. (1992) que, ao
utilizarem transdutor de 5,0 MHz, falharam em identificar lesdes testiculares apds
bidépsia de cinco equinos, assim, elegeu-se a utilizagdo de transdutor 7,5 MHz
visando obter imagem de alta resolugao em vista de o tamanho da lesdo provocada
ser reduzido.

A finalidade do estudo ultrassonografico se ateve a pesquisar possiveis
lesbes presentes no parénquima testicular. Para tanto, o exame realizado no
Periodo Pré-Bidpsia buscou verificar, previamente, se 0os animais ja apresentavam
desordens patologicas para que as mesmas nao causassem erro, durante o
segundo exame apos 30 dias do procedimento de pungdo, levando a um resultado
falso-positivo.

Nao foram verificadas lesbes testiculares prévias nos quatro animais
utilizados.

O exame foi conduzido de forma longitudinal, sagital e vertical em cada
testiculo, em ambos os periodos.

Além do parénquima testicular, foram avaliados o corddo espermatico e o

epididimo, de forma a ampliar o exame androlégico. O parénquima mostrava—se
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com ecogenicidade-padrédo de forma homogénea, de acordo com o descrito por
Freitas (2010), e todas as estruturas anatdmicas mostravam-se preservadas.

Durante a ultrassonografia testicular no Periodo Pds-Biopsia de cada animal,
foi possivel observar uma linha hiperecogénica na gbnada direita do Animal 1,
sugerindo a formagéo de tecido fibroso no trajeto de incisdo da agulha. Nos outros
animais, foram observados pontos ligeiramente hiperecogénicos, também sugerindo
formacao de tecido fibroso. Porém, lesbes, tais como, calcificagdo, hematomas, ou
ainda sinais de inflamagéo, como acumulo de liquido, ndo foram verificados. Estes
dados divergem dos achados de alguns autores.

Sartori et al. (2002a) que trabalharam com ovinos, avaliando lesbes
ultrassonograficas, macroscopicas e histolégicas também apds procedimento de
biépsia com agulha Tru-Cut, verificaram lesdes calcicas no parénquima testicular,
além de formacdes lineares hipoecogénicas extratesticulares, demonstrando
pequeno derrame de liquido entre as tunicas, resultados semelhantes aos achados
de Eilts et al. (1989), embora discretas formagdes lineares hipoecogénicas possam
ser observadas em testiculos normais (AHMAD et al., 1991).

Outros autores, conduzindo os estudos 30 dias apds lesédo testicular,
igualmente ao presente trabalho, também observaram presenca de calcificacéo e
liquido, apesar de nao terem observado presenga de sombra acustica durante o
exame (EILTS et al., 1989; AHMAD; NOAKES, 1995).

Harrington et al. (1996) propuseram prognosticar fertilidade mediante bidpsia
testicular percutanea com agulha Tru-Cut em homens que apresentavam varicocele.
Em seus resultados, verificaram que ocorreu hemorragia em 7% dos casos
estudados, caracterizada por imagem hipoecogénica na regiao puncionada. Ja no
presente trabalho, ndo foram verificadas lesées semelhantes em nenhum animal
avaliado.

Em vista de trabalhos anteriores, constatou-se que, a partir da bidpsia
realizada com agulha Tru-Cut calibre 18G, nao foram verificadas lesdes no
parénquima testicular dos equinos estudados. Vale ressaltar que o calibre utilizado
colhe material com tamanho extremamente reduzido, fato que pode favorecer o néo

reconhecimento das lesdes durante o exame ultrassonografico, porém, no caso de
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novos estudos a serem conduzidos utilizando agulha com maior calibre,

ultrassonografias também devem ser realizadas.

ANALISE HISTOLOGICA

A utilizagdo da agulha Tru-Cut vem ganhando um espaco cada vez mais
amplo e rapido no ambito da pesquisa. As dimensdes do material colhido conferem
enorme vantagem a técnica, caracterizando-a como menos invasiva e lesiva.
Vantagens como avaliagbes de fertilidade/subfertilidade, diagnostico de neoplasias,
acompanhamento de casos de oligospermia ou azoospermia podem ser alcangadas
com o advento desta técnica (JUAREZ-ALBARRAN et al., 2007; CARPI et al., 1999).

Assim, com base em trabalhos recentes que buscaram averiguar a
representatividade do material oriundo de bidpsia testicular em outras espécies,
como ovinos (SARTORI et al., 2002a) e humanos (JUAREZ-ALBARRAN et al.,
2007), o presente trabalho visou verificar o quanto o procedimento afetaria a
espermatogénese do garanhdo e se o material colhido com a agulha permitiria
conduzir a analise histolégica adequadamente.

O local da puncéo foi baseado no protocolo utilizado por Leme e Papa (2010),
que justificaram haver menor vascularizagdo no ponto determinado, situado ao
centro da porgéo cranial sobre a linha média horizontal de cada testiculo (Figura 3).

Em todos os materiais colhidos com agulha Tru-Cut, apesar de oferecerem
pouca area para analise devido ao reduzido tamanho, foi possivel verificar perfeita
disposicédo dos tubulos seminiferos com a espermatogénese ativa em todos, sendo
possivel também observar mais de em estadio de diferenciagao celular. Verificou-se
ainda, de forma clara, o arranjo das Células de Sertoli (ou Sustentaculares) e das
Células de Leydig (ou Intersticiais). Sartori et al. (2002a), comparando as bidpsias
com agulha Tru-Cut e aberta em testiculos ovinos, relataram que a aberta conferiu
melhor aparéncia histolégica, porém, a acuracia do diagndéstico com Tru-Cut nao foi
afetada. Assim, pode-se confirmar que esta técnica oferece material viavel para
analise histologica como ja anteriormente comprovado (ABREU et al., 2011).

Na literatura, outros pesquisadores comprovaram a representatividade da

técnica de bidpsia utilizando a agulha Tru-Cut. Abdelrahim et al. (1993) realizaram
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pungdes testiculares em humanos antes e depois de varicocelectomia, e diante dos
resultados encontrados, foi possivel conduzir adequado exame histolégico em que
puderam avaliar a diminuicdo da espermatogénese com a parada da maturagao
celular, o desprendimento do epitélio espermatogénico e o aumento das células de
Leydig, o engrossamento da membrana basal tubular e das paredes dos vasos
intersticiais com o estreitamento do lumen, além de aumento da deposi¢cao de tecido
fibroso intersticial.

Harrington et al. (1996), também realizando pungdes em humanos,
compararam a biopsia com agulha Tru-Cut com a biopsia aberta da forma
convencional, e verificaram que, em todos os materiais colhidos, a histologia nao foi
prejudicada pelo tamanho do material.

No Periodo Pés-Bidpsia deste estudo, os animais passaram por exame
clinico-reprodutivo e, a palpacdo, ndo foram verificadas alteragdes na simetria,
consisténcia e mobilidade de cada testiculo. Diante do exame clinico-reprodutivo, os
animais foram avaliados ultrassonograficamente e orquiectomizados 30 dias apds o
procedimento de pungdo. A partir das pegas cirurgicas (génadas), foram colhidos
espécimes de parénquima testicular no mesmo local onde havia sido realizada a
puncao.

Diferentemente do trabalho de Sartori et al. (2002a) que encontraram lesdes
macroscopicas de calcificacao distrofica nas pecas frescas e fixadas, neste trabalho,
apenas, nos Animais 1 e 4, foram verificadas lesbes macroscépicas no trajeto da
puncao, caracteristicas de derrame sanguineo, as quais ndo foram possiveis de
serem visualizadas durante o exame ultrassonografico. Diante deste fato, supde-se
que a reacgao tecidual ndo apresentou dimensdes significativas possiveis de serem
visualizadas somente pela ultrassonografia, devido ao tamanho do fragmento
colhido. Outros trabalhos também verificaram hematocisto como consequéncia da
pungao, ocorrendo em poucos casos em cada estudo, além de terem sido
solucionados apés determinado periodo de tempo do procedimento (HARRINGTON
et al.,, 1996; CHAN et al., 2000) tdo logo se pbéde suspeitar que o hematocisto
provocado pela agulha, nos testiculos dos animais deste experimento, seria

solucionado com maior tempo apés a bidpsia.
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Na andlise histologica do material oriundo das pegas cirurgicas, foram
observados pequenos focos de lesdo caracteristicos de fibrose no parénquima
testicular do Animal 4. Ainda assim, diante dos resultados dispostos na Tabela 2, é
possivel verificar que, apesar de a formacao de tecido fibroso ser um processo
irreversivel, a espermatogénese nao foi afetada, sendo este fato corroborado pelas
analises estatisticas que mostraram nao haver diferenca significativa das variaveis
frente aos periodos estudados. Ja no material pertencente aos outros trés animais,
nao foram verificadas lesdes histoldégicas no parénquima testicular. Estes dados
divergem dos achados de Sartori et al. (2002a), nos quais o procedimento provocou
lesdes focais, observando tubulos seminiferos atrofiados e desorganizados, e os
mais severamente degenerados apresentaram-se com redugdo do diametro dos
tubulos seminiferos e grandes espacgos entre eles, algumas vezes, com fibrose
peritubular, caracterizando total perda de células germinativas, restando apenas
células de Sertoli.

Os mesmos autores relataram a presenca de calcificagdo como outra lesao
encontrada apos puncgao, apesar de nao terem verificado comprometimento nas
carateristicas estruturais e seminais dos testiculos.

Segundo Veeramachaneni et al. (1986), a deposi¢do destes minerais pode
estar relacionada com o acumulo de espermatozoides mortos ou degenerados que
obstruem os tubulos seminiferos. No presente trabalho, ndo foram observadas
lesbes calcicas em nenhum material estudado, transcorridos 30 dias do
procedimento de biopsia, assim, pode-se sugerir que estas lesbes nao foram
encontradas provavelmente pelo reduzido tamanho do material colhido, com o qual
nao provocou lesdes significativamente extensas, também sem provocar alto nivel
de morte celular e, consequentemente, formagao de cristais minerais depositados no
interior dos tubulos.

Os locais distantes do trajeto da pung¢ao, em todos os animais, mostraram-se
livres de lesdes macro e microscépicas. Os tubulos seminiferos encontravam-se
adequadamente organizados e com atividade celular normal, e isto pode confirmar
que nao houve interferéncia negativa do procedimento de puncédo sobre a

espermatogénese em nenhum estadio de diferenciacdo e maturagao celular.
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Diversos estudos sao conduzidos em espécies diversas. Bovinos e ovinos se
apresentam como as espécies mais problematicas diante das biopsias testiculares,
talvez pela fragilidade e alta vascularizagcdo da tunica albuginea que possuem e, por
isso, hemorragias e outras lesbes podem ser mais facilmente encontradas,
ocorrendo durante e apos a pungao (GALINA, 1971; OLIVEIRA FILHO et al., 1984;
LOPATE et al., 1989; MCENTEE, 1990; SARTORI et al., 2002b;). Estudos e literatura
sobre biopsia testicular, direcionados a espécie equina, ainda sdo muito escassos.
Desta forma, a técnica com agulha Tru-Cut nesta espécie se apresenta como uma
inovagédo, a qual necessita de mais estudos a fim de averiguar dados mais
aprofundados, como por exemplo, o melhor calibre de agulha e averiguacéo das
consequéncias encontradas, em diferentes tempos pré-determinados, apds a
realizagdo do procedimento.

As pranchas contendo imagens histolégicas testiculares, oriundas das
puncdes e das pecgas cirurgicas de cada animal, nos Periodos Pré e Pds-Biopsia,

encontram-se ilustradas no ANEXO 1.

ENSAIO IMUNOLOGICO

O procedimento de bidpsia caracterizado pela retirada de um fragmento de
tecido, seja ele patolégico ou ndo, € considerado um procedimento cirurgico. E como
tal, acarreta consequéncias que podem trazer desvantagens ao tecido puncionado.

O parénquima testicular € formado por uma complexa rede de tubulos
seminiferos onde sao produzidas as células espermaticas, a rete testis. Neste
parénquima, € possivel notar a presenga de uma barreira (barreira hematotesticular)
a qual protege as células espermaticas, impedindo que as mesmas, além de solutos,
atravessem do interior para o exterior do lumen tubular.

Durante a bidpsia testicular, seja ela aberta ou fechada (por pungdo — Tru-
Cut), ocorre a ruptura da barreira hematotesticular. Assim, suspeita-se que, a partir
do momento em que as células espermaticas alcancam os humores corporais e
entram em contato com os elementos circulantes do sistema imune, estimulam as
células B e T a induzir resposta imune, produzindo anticorpos antiespermatozoides,

visto que as células espermaticas sao produzidas a partir da puberdade do macho,
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apos a completa formagao do sistema imunologico do individuo (DEMESHEK, 1966;
CREWE et al., 1977; ROCHA, 2005).

Assim sendo, buscou-se verificar se a ruptura da barreira hematotesticular
provocada pela agulha Tru-Cut acarretaria a produgdo de anticorpos especificos
contra espermatozoides, visto que, em caso afirmativo, tal procedimento de
diagndstico poderia levar a infertilidade do macho examinado.

A partir da curva-padrao realizada, para determinacao da titulagdo, a ser
utilizada no Teste de ELISA (1:10.000), deu-se inicio aos procedimentos do ensaio
imunoldgico.

Diante do protocolo estabelecido, ndo foram observadas reagdes que
comprovassem a formagao de anticorpos frente aos antigenos utilizados, fato que
confere seguranga na técnica de biopsia com agulha Tru-Cut, permitindo sua
utilizacdo em animais de alto custo, sem que acarrete a inviabilidade do animal.

Nas Figuras 11, 12 e 13, encontram-se as titulagbes nas placas do ensaio
imunoldgico referente a cada antigeno.

Foi possivel verificar que, em todos os antigenos utilizados, o Controle
Positivo (C (+)) se apresentou com titulagdo semelhante ou maior que os soros dos
animais biopsados, isto sugere a hipétese de que nao houve diferenga entre os
soros dos dois periodos analisados, podendo conferir vantagem a técnica de bidpsia

com agulha Tru-Cut.

Antigeno 1: Sémen Lavado
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0,800 - )
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0,600 - PGS
0,400 -
0,200 -
0,000 i T T T T T 1
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Fig. 11: Demonstragdo da Titulagdo de Anticorpo atingida com Antigeno 1.
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Antigeno 2: Pool de Plasma Seminal
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Fig. 12: Demonstracao da Titulagdo de Anticorpo atingida com Antigeno 2.

3,500
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Fig. 13: Demonstragdo da Titulagdo de Anticorpo atingida com

Antigeno 3.
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ANALISES ESTATISTICAS

Para cada Colheita (1 e 2) e para cada Periodo (Pré-Bidpsia e Pds-Biopsia),
foram calculadas as médias e erros-padrdo das variaveis: Motilidade Total,
Motilidade Progressiva, Concentracao Espermatica, Velocidade de Trajetoria Média,
Velocidade Progressiva, Velocidade Curvilinear, Deslocamento Lateral de Cabeca,
Frequéncia de Batimento Flagelar, Retilinearidade e Linearidade. Em cada colheita,
foram comparadas as médias entre os periodos, por meio do teste t de Student,
sendo apresentadas as significancias das comparagdes (valores de P). As analises
estatisticas foram realizadas no aplicativo Sistema para Analises Estatisticas e
Genéticas (SAEG, versao 9.1), adotando-se o nivel de 5% de significancia.

Quanto ao teste de Elisa, foram apresentados os valores individuais por
animal (1 a 4) e por periodo (Pré e Pds-Bidpsia).

No que se refere a morfologia espermatica, foram obtidas as médias das
frequéncias por tipo de morfologia (espermatozoides normais, com defeitos maiores,
menores e totais de defeituosos), de acordo com a colheita (1 e 2) e por periodo (Pré
e Pos-Biopsia). As médias dos periodos, estratificadas por tipo de morfologia e
colheita foram comparadas pelo teste t de Student, adotando-se o nivel de 5% de

probabilidade.
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CONCLUSOES

A biopsia testicular com agulha Tru-Cut, calibre 18G, nao alterou/prejudicou

as caracteristicas seminais de equinos.

Os materiais obtidos com a agulha apresentaram-se viaveis para a adequada

analise histologica.

O exame ultrassonografico permitiu identificar pequenas lesées sugestivas de

tecido fibroso, confirmadas posteriormente durante a analise histologica.

Lesdes de hematoma observadas macroscopicamente, apos a orquiectomia,

nao foram verificadas no exame ultrassonografico.

Na anadlise histologica das pegas cirurgicas apos a orquiectomia, ndo foram
observadas lesdes microscépicas no sitio de puncdo em trés dos quatro animais

ensaiados.

A técnica pode ser considerada segura, ja que 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA) ndo sugeriu a formacéo de anticorpos antiespermatozoides nos soros dos

animais utilizados.



APENDICE

PRANCHA ANIMAL 1

PRANCHA ANIMAL 1: Fotomicrografia de amostra testicular
equina obtida com Agulha Tru-Cut: A - Observam-se tubulos
seminiferos (setas) e células intersticiais enddcrinas (de Leydig) (*).
H/E, obj. 10X. B - Ampliagdo da imagem anterior onde se verifica tubulo
seminifero com diversos estagios da espermatogénese (*). H/E, obj.
20X. Fotomicrografia de amostra testicular equina oriunda de Peca
Cirargica: C - Numerosos tubulos seminiferos (setas) associados a
depdsito de tecido conjuntivo fibroso (*). H/E, obj, 10X. D - Ampliagéo
da imagem anterior onde se verificam espermatogénese ativa (seta) e
tubulo seminifero degenerado, contendo somente as células

sustentaculares ou Células de Sertoli (*). H/E, obj. 20X.
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PRANCHA ANIMAL 2

PRANCHA ANIMAL 2: Fotomicrografia de amostra testicular

equina obtida com Agulha Tru-Cut: A - Observam-se tubulos

seminiferos (setas) e células intersticiais endocrinas (de Leydig) (*).
H/E, obj. 4X. B - Ampliacdo da imagem anterior onde se verificam
tubulos seminiferos (seta). Entre os tubulos, tecido conjuntivo com
células intersticiais do testiculo (de Leydig) (*) H/E, obj. 10X
Fotomicrografia de amostra testicular equina oriunda de Pecga
Cirargica: C — Numerosos tubulos seminiferos (setas) e células de
Leydig (*). H/E, obj, 4X. D — Ampliacdo da imagem anterior onde
podem ser vistos os tubulos seminiferos e as células intersticiais (de
Leydig) (*). H/E, obj. 10X.
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PRANCHA ANIMAL 3

PRANCHA ANIMAL 3: Fotomicrografia de amostra testicular

equina obtida com Agulha Tru-Cut: A - Observam-se tubulos

seminiferos (setas) com espermatogénese ativa e células intersticiais
endocrinas (de Leydig) (*). H/E, obj. 10X. B - Ampliagdo da imagem
anterior onde se verifica tubulo seminifero com diversos estagios da
espermatogénese (*). H/E, obj. 20X. Fotomicrografia de amostra
testicular equina oriunda de Pega Cirargica: C — Numerosos
tubulos seminiferos (setas). H/E, obj, 10X. D — Ampliagdo da imagem
anterior onde se verificam espermatogénese ativa (seta) e células

intersticiais enddcrinas (de Leydig) (*). H/E, obj. 20X.
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PRANCHA ANIMAL 4

PRANCHA ANIMAL 4: Fotomicrografia de amostra testicular
equina obtida com Agulha Tru-Cut: A - Observam-se tubulos
seminiferos (setas) com espermatogénese ativa e células intersticiais
endocrinas (de Leydig) (*). H/E, obj. 20X. B - Ampliagdo da imagem
anterior onde se verifica tubulo seminifero com diversos estagios da
espermatogénese (*). H/E, obj. 40X. Fotomicrografia de amostra
testicular equina oriunda de Pecga Cirurgica: C — Numerosos tubulos
seminiferos (setas). H/E, obj, 20X. D — Ampliagdo da imagem anterior
onde se verificam espermatogénese ativa (seta) e células intersticiais
enddcrinas (de Leydig) (*). H/E, obj. 40X.
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PRANCHA ANIMAL 5
TESTICULO DIREITO
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PRANCHA ANIMAL 5 - TESTICULO DIREITO: Fotomicrografia de
amostra testicular equina obtida com Agulha Tru-Cut: A -
Observam-se tubulos seminiferos (setas) e células intersticiais
endocrinas ou Células de Leydig (*). H/E, obj. 10X. B - Ampliagdo da
imagem anterior onde se verifica tubulo seminifero com diversos
estagios da espermatogénese (*). H/E, obj. 20X. C — Observam-se
numerosas celulas germinativas neoplasicas no interior de tubulo
seminifero (seta) ao lado de tubulo seminifero regular (*). H/E, obj.10X.
D — Ampliagdo da imagem anterior onde podem ser vistas grandes
células redondas contendo escassos citoplasmas e grandes nucleos
com nucléolos singulares e proeminentes (*). H/E, 0bj.20X.
Fotomicrografia de amostra testicular equina oriunda de Pega
Cirurgica: E — Numerosas células redondas da linhagem germinativa
demonstrando intenso hipercromatismo (seta). Acima, verifica-se tubulo
seminifero regular com espermatogénese ativa. H/E, obj.10X. F —
Ampliagcdo da imagem anterior demonstrando numerosas células
arredondadas hipercromaticas e com nucléolos evidentes (seta),

caracterizando o seminoma. H/E, obj.20X.
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PRANCHA ANIMAL 5
TESTICULO ESQUERDO

PRANCHA ANIMAL 5 — TESTICULO ESQUERDO: Fotomicrografia

de amostra testicular equina obtida com Agulha Tru-Cut: A -

Observam-se células arredondadas com nucleos centrais e
hipercromaticos (setas), sugestivas de neoplasia testicular. Tunica
albuginea (*). H/E, obj.20X. B - Ampliagdo da imagem anterior onde se
observam células arredondadas com escasso citoplasma e nucleos
redondos hipercromaticos e centralmente localizados (*). H/E, obj.40X.
Fotomicrografia de amostra testicular equina oriunda de Pecga
Cirargica: C - Neoplasia testicular composta por células germinativas
redondas com alta razdo nuclear/citoplasmatica. H/E, obj.20X. D -
Maior aumento da imagem anterior onde se verificam células

arredondadas demonstrando mitoses frequentes. H/E, obj.40X.
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