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Resumo

PROENCA, E. Analise histologica testicular em touros submetidos a biopsia com agulha
semi-automatica Tru-cut. Ano 2014.34f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2014.

A reducédo da fertilidade em touros ocorre de forma temporaria ou definitiva, resultante de
diversas alteracdes clinico-patoldgicas no aparelho reprodutivo destes animais, principalmente
nos testiculos. Novas técnicas de diagndstico necessitam ser estudadas e incorporadas ao
exame androldgico para que se identifique e dé um progndstico para vida reprodutiva desses
animais subférteis. Esta subfertilidade, quando inerente aos testiculos, estd associada na
maioria dos casos a degeneracdo e hipoplasia gonadal e, a diferenciacdo destas se faz em
laminas histoldgicas confeccionadas de fragmentos do tecido em questdo, obtidos
necessariamente por biopsia, quando se quer preservar o 6rgao no animal. Objetivou-se neste
trabalho validar a técnica de biopsia testicular para bovinos de corte, por meio de uma agulha
semi-automatica do tipo tru-cut, como um diagnostico complementar, avaliando a capacidade
de reparo tecidual do parénquima do testiculo em até 60 dias pos-biopsia. Foram utilizados 20
touros Brangus gque passaram por um exame andrologico no dia biopsia (dia zero) e outro no
dia da orquiectomia: trés, sete, 14, 30 e 60 dias poOs-biopsia, para coleta de amostra do
parénquima junto ao ponto de corte da agulha, para avaliacdo histopatoldgica. Na
histopatologia foram avaliadas a auséncia e/ou a intensidade da presenca de hemorragia,
edema, infiltrado leucocitario e fibrose, tanto do trajeto quanto do ponto de corte da agulha. O
perimetro escrotal (PE) e motilidade espermatica ndo se alteraram durante todo o periodo
experimental. Em torno do 30° dia, vigor e porcentagem de células esperméticas normais
retornaram-se ao estado inicial. A alteracdo macroscépica no final deste estudo se resumiu a
uma discreta alteracdo de colora¢do no ponto da biopsia e, histologicamente, pela prevaléncia
de tecido de reparacdo por cicatrizacdo (fibrose) restrita ao ponto da lesdo. Este estudo
mostrou que a biopsia € um método seguro em bovinos e pode ser Gtil para avaliacdo da
funcdo testicular, validado aqui pela capacidade de recuperacdo do tecido apés lesdo deixada
pela técnica.

Palavras-chave: biopsia, testiculo, bovino, histopatologia.



Abstract

PROENCGCA, E. Testicular histological analysis in bulls underwent biopsy with semi-automatic
Tru-cut needle.2014. 10 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

The reduced fertility in bulls takes place on a temporary or permanent way, resulting in
several clinical and pathological changes in the reproductive tract of these animals, mainly in
the testicles. New diagnostic techniques need to be studied and incorporated into the
andrological examination to identify and a prognosis for reproductive life of these subfertile
animals. This subfertility, when inherent to the testicles, is associated in most cases gonadal
degeneration and hypoplasia, and the differentiation between them is made on histological
slides prepared with fragments of tissue in question, necessarily obtained by biopsy. The
objective of this study validate the technique of testicular biopsy for beef cattle, by means of a
semi-automatic post needle type tru-cut as an additional diagnosis, assessing the ability of
tissue repair testicular parenchyma within 60 days biopsy. The 20 Brangus bulls that have
passed a breeding soundness examination on biopsy (day zero) and another on the day of
orchiectomy were used, three, seven, 14, 30 and 60 days post-biopsy, to collect samples of
parenchyma near the cutoff of needle for histopathological evaluation. Histopathology in the
absence and / or the intensity of the presence of hemorrhage, edema, leukocyte infiltration and
fibrosis, both path as the cutoff point of the needle were evaluated. The scrotal perimetre (SP)
and sperm motility did not change throughout the experimental period. Around the 30th day,
vigor and percentage of normal sperm cells is returned to its initial state. The macroscopic
changes at the end of this study are summarized to a discrete color change point of biopsy and
histologically by the prevalence of repair tissue by scarring (fibrosis) restricted to the point of
injury. This study showed that the biopsy is a safe method in cattle and can be useful for

evaluation of testicular function valid here for the resilience of tissue injury left the technique.

Keywords: biopsy, testicle, bovine, histopathology.
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1. INTRODUCAO

O Brasil, segundo pesquisa do IBGE divulgada em setembro de 2013, com um
rebanho de mais de 212 milhGes de bovino, tem o segundo maior rebanho bovino do mundo,
ficando atras somente da India (IBGE, 2011). A monta natural ¢ a base do manejo reprodutivo
brasileiro, sendo assim, a selecdo zootécnica e a avaliacdo para aptidao reprodutiva de touros
jovens ou daqueles mais velhos, que serdo mantidos em atividade, tornam-se fundamentais
para a obtencéao de indices competitivos.

Embora tenha havido avangos nos modelos propostos para melhorar a eficiéncia dos
sistemas produtivos, as taxas de descarte de reprodutores por problemas reprodutivos e baixa
qualidade seminal ainda sdo preocupantes. No Mato Grosso do Sul, esses indices variam entre
15 a 20% em touros Nelore; porém, podem ser superiores a 30% em animais de genotipo
cruzado Bos indicus x Bos taurus (Fernandes et al., 2003; Nogueira et al., 2006; Moraes et al.,
1998).

Considerando a fertilidade como uma variavel multifatorial, é possivel inferir que em
muitas situacdes, o exame andrologico convencional ndo seja suficiente para diagnosticar e
prognosticar alteracbes na fungdo reprodutiva. Portanto, novas técnicas semioldgicas,
especialmente de baixo custo, devem ser estudadas e/ou incorporadas a rotina de selecdo e
avaliacdo androldgica, buscando identificar mais acuradamente subpopulacdes de individuos
potencialmente subférteis, e definir um progndstico mais verdadeiro. Uma delas é a biopsia
testicular, que pode ser feita por diferentes técnicas. Dentre os métodos mais utilizados sdo a
biopsia aberta ou incisional, biopsia por puncdo com agulhas "Punch”, "Split" ou "Tru-Cut" e
puncao aspirativa com agulha fina, sendo a primeira muito invasiva e a Ultima pouco invasiva,
mas com poder de diagnostico limitado (Sartori, 2002).

Biopsia testicular € uma técnica complementar de exame androlégico atil no
diagnostico de casos de infertilidade ou subfertilidade, além de possibilitar estudos da
fisiologia reprodutiva em machos. Mas quando realizada de maneira inadequada, podem
ocorrer complicacbes como hemorragia, hematoma, calcificacdo, fibrose, inflamacéo,
infeccOes, reacOes auto-imunes e degeneracdo do epitélio germinativo e dos tubulos
seminiferos (Sartori, 2002a).

Objetivou-se neste estudo avaliar pela histopatologia a capacidade de recuperacdo do
estroma testicular de bovino de corte apds a biopsia por meio de uma agulha semi-automatica
do tipo Tru-cut 14G, pareada com comportamento clinico reprodutivo durante o periodo

experimental, avaliado por exames androldgicos antes e pos-biopsia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura testicular

Os testiculos dos bovinos sdo externos a cavidade abdominal, pendulares (posicao
vertical), de formato ovalado e, nos adultos, variam entre 250 e 350g cada, dependendo da
raca (Constantinescu, 2007).

Ambos os testiculos sdo circundados pela pele (epiderme e derme), tinica muscular
dardos, fascia laminar, tunica vaginal parietal, visceral, tinica albuginea e tdnica vascular. A
tlnica vascular recebe ramos da artéria testicular que se distribuem por todo o tecido e fazem
anastomoses com as veias, formando o complexo vascular da tunica albuginea. Veias do tipo |
drenam o fluxo sanguineo parenquimatoso, enquanto as do tipo Il drenam o fluxo da propria
tunica. Possivelmente, as trocas entre sangue arterial e venoso nessa tdnica participem do
mecanismo de controle do suprimento sanguineo e termorregulagdo testicular (Polguj et al.
2010).

Os tabulos seminiferos sdo estruturas cilindricas, compactas, ndo irrigadas, compostas
por diferentes camadas de células germinativas (epitélio germinativo). Nos bovinos e ovinos,
os tubulos seminiferos ndo estdo organizados na forma de I6bulos circundados por tecido
conjuntivo como caracteristico no cdo e no homem. Porém, os capilares sanguineos e
linfaticos juntamente com a matrix extracelular circundam os tabulos seminiferos de forma
difusa em todo o 6rgdo. Nestes espacos, localizam-se as células de Leydig, responsaveis pela
sintese de esterdides, os fibroblastos, os macrofagos e os mastocitos. Essas estruturas formam
o intersticio testicular (estroma), subdividido em regido intertubular e peritubular (Wrobel et
al., 1979; Ahamed, 2005).

Circundando os tabulos seminiferos encontra-se a lamina ou tunica prépria, a qual
consiste de uma lamina basal, circundada por um feixe multilaminar fusiforme interligado as
fibras de colageno e elasticas. As laminas internas (3 a 5 células) coram-se positivamente para
desmina, actina e vimentina, caracteristico dos miofibroblastos. As fibras elasticas aparecem
durante a puberdade e favorecem a expansdo do volume tubular durante o crescimento
gonadal. Sua auséncia ou diminuicdo leva a esclerose tubular, um achado comum nos
processos degenerativos ou hipogonadais. Tanto nos ovinos quanto nos bovinos, o estroma
testicular compreende aproximadamente 15% do volume testicular total, sendo que deste, 0s
capilares, linfaticos e matriz extracelular compreendem ao redor de 37%. As células de
Leydig representam em torno de 7,5% do tecido intersticial e 1% de todo o volume testicular.

Morfologicamente, as células de Leydig apresentam-se em grupos, frequentemente associadas



aos capilares sanguineos, sao relativamente grandes, poliédricas, de caracteristica epitelidide,
com nucleo esférico, ovaide, centralizado, com um a trés nucléolos bem definidos. Granulos
de cromatina podem ser observados distribuidamente na periferia da membrana nuclear
(Setchel, 1991; Trainer, 2007).

2.2 Espermatogénese

Espermatogénese € o processo que envolve a transformacdo das espermatog6nias em
espermatozodides. Trés fases caracterizam esta transformacdo, a espermatocitogénese, onde
ocorre a multiplicacdo mitdtica das espermatogbnias A; resultando em células mais
diferenciadas, denominadas A,, Az, In, B; e B,. Posteriormente, as espermatogonias do tipo
B,transformam-se em espermatocitos primarios e secundarios, sofrendo duas divisdes
meioticas consecutivas. Destas divis@es, resulta a formacdo de células haploides, chamadas de
espermatides. A terceira fase, conhecida por espermiogénese, caracteriza-se pela
transformacdo das espermétides em espermatozoéides, e compreende aproximadamente 14
etapas distintas. No touro, as fases de espermatocitogénese, meiose e espermiogénese, duram
em média 21, 23 e 17 dias, respectivamente, totalizando 61 dias ((Berndston & Desjardins,
1974; Clermont, 1972; Amann, 1970).

Apos essa importante etapa, a cromatina nuclear comeca a condensar e torna-se mais
cromofilica. Na primeira divisdo meidtica (espermatocitos primarios) ha em torno de 6% de
perda celular por degeneracdo e, na segunda divisdo (espermatdcitos secundarios) a
degeneracdo aumenta para 20%. Essa caracteristica, embora seja fisiologica, esta ligada a
reorganizacdo da cromatina nuclear e possiveis mecanismos de reparacdo no DNA (Fawcet,
1970; Russel et al., 1990; Berndston & Desjardins, 1974; Baarends et al., 2001).

2.3. Biopsia testicular

Entende-se por biopsia, a retirada de um fragmento tecidual em um individuo vivo. E
uma técnica invasiva e de relevancia para complementar o diagnéstico em diversas alteracdes
clinicas. No homem, animais domésticos e laboratoriais, a biopsia testicular ¢ conhecida
desde a década de 1940, e seu impacto no campo da infertilidade foi imediatamente
reconhecido (Cerilli, et al., 2010; Hotchkiss, 1942).

Embora seja considerada de rotina para o estudo da infertilidade no homem, nos
bovinos essa técnica tem sido rejeitada dos meios semioldgicos devido a possiveis lesdes
testiculares como hemorragia, inflamag&o, necrose e reagdo autoimune. No entanto, o0 método

aberto foi o mais preconizado, onde uma pequena incisdo é feita na tdnica albuginea com



exposicdo e retirada de parte da massa parenquimatosa testicular. Por ser grossa, fibrosa e
altamente vascularizada, hd maior probabilidade de lesGes e sequelas, resultando em fibrose e
degeneracdo testicular permanente (Galina, 1971; Roberts, 1986; McEntee, 1990).

Na década de 1950, alguns pesquisadores passaram a usar 0 método com agulha
aspirativa por puncdo. Nos bovinos, ambos os métodos foram discutidos, embora alguns
autores descrevessem pequenas alteracdes em periodos subsequentes apds 0 seu emprego
(Hill & Gassner, 1955). Mais tarde, McDonald & Hudson (1960), verificaram apenas 2% de
orquite em touros submetidos a biopsia com agulha aspirativa de 12 G, sendo que a amostra
foi considerada suficiente para exame histolégico. Heath et al. (2001), usaram agulha de 14 G
para obtengdo da biopsia testicular e avaliaram os animais até 90 dias apds. Houve aumento
discreto da temperatura testicular até o 14° dia, e 0 surgimento de pequenas areas hiperecdicas
a ultrassonografia, porém sem que houvesse lesdes importantes com prejuizos significativos
na qualidade seminal. Da mesma forma, em ovinos, Sartori et al. (2002a; 2002b)
demonstraram que 0 a biopsia com agulha do tipo tru-cut ndo induz alteracbes seminais
significativas e nem lesivas no testiculo, embora pequenos focos de calcificacdo podem
ocorrer na maioria dos animais.

Portanto, os estudos sugerem que essa técnica embora ndo seja difundida na
andrologia bovina, é promissora no estudo da subfertilidade, podendo ser uma ferramenta
importante ndo apenas para o diagnostico, mas também para outros tipos de estudos
associados a funcéo testicular. Esse método tem sido usado com sucesso para complementar o
diagnostico em situacdes criticas em outras espécies, tais como equinos (Del Vinto et al.,
1992; Leme & Papa, 2010), ovinos para avaliacdo da puberdade (Lunstra & Eckternkam,
1988), nos cées (Lopate et al, 1989; Cunha, 2009) , em Ihamas (Heath et al., 2002), e em
felinos (Gouletsou et al, 2012).

2.4. Reparacao Tecidual
A habilidade do organismo em substituir células lesionadas ou mortas e reparar tecidos

apos determinado processo inflamatério € critica para a sobrevivéncia. O reparo do tecido
danificado por ressec¢do cirurgica, ferimentos e diversos tipos de lesdo crbnica pode ser
dividido em dois processos: regeneracao e cicatrizacdo. A regeneracgdo resulta na restituicdo
dos tecidos perdidos; a cicatrizacdo pode restaurar as estruturas originais, porém envolve a

deposicao de colageno e a formacao de cicatriz (Robbins & Cotran, 2005).

2.4.1. Reparo por Cicatrizacao (fibrose)



O processo de reparo por cicatrizacdo se inicia quase que imediatamente apds o
surgimento de uma ferida ou trauma. O tecido passa por quatro fases temporais antes que a
cicatrizacdo se complete: hemostasia, inflamacdo aguda, proliferacdo (granulagdo) e

remodelacdo (maturacdo e contracdo) (Ackermann, 2009).

2.4.1.1 Hemostasia

Essa fase depende da atividade plaquetéaria e da cascata de coagulagdo, tendo inicio
apos o surgimento da ferida. Apoés um dano tecidual, as alteracfes nas células endoteliais, a
ruptura de vasos sanguineos e o extravasamento de seus constituintes incitam compostos
vasoativos a promoverem uma vasoconstricdo imediata, visando diminuir a perda sanguinea
para o espaco extravascular (Robbins & Coltran, 2005).

Uma cobertura primaria composta por fibrina (codgulo) restabelece a hemostase e
fornece um ambiente para que as plaquetas secretem fatores de crescimento (FCs), citocinas e
elementos da matriz extracelular (MEC). O coagulo formado atua na coaptacdo das bordas da
ferida, minimizando a perda de sangue e fluidos, protegendo o organismo contra penetracdo

de agentes exdgenos e disponibilizando uma matriz provisoria para o inicio da organizacdo da

FIGURA 1: Representacdo esquematica da especificidade celular imunoldgica
correlacionada temporalmente com as fases da cicatrizacao
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ferida. Os mediadores do processo inflamatério recrutam macréfagos e neutréfilos, que
secretam diversos fatores especificos, que regem as fases seguintes do processo de reparacdo
tecidual (Oliveira & Dias, 2012).

Ap0s a hemostasia 0 processo de cicatrizacao tem sido convenientemente dividido em
trés fases que se sobrepGem de forma continua e temporal (Figura 1): fase inflamatoria, fase
proliferativa e fase de remodelagem (Mendonga & Coutinho, 2009).

2.4.1.2 Fase Inflamatéria

A fase inflamatéria da cicatrizacdo é caracterizada basicamente pela presenca de
células inflamatdrias no tecido cicatricial. Intimamente ligada a fase anterior, a inflamacéo
depende, além de inumeros mediadores quimicos, das células inflamatorias, como leucocitos
polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfocitos. O processo inflamatdrio caracteriza-se
por migracao celular intensificada atraves das vénulas e extravasamento de moléculas séricas,
anticorpos, complemento e proteinas pelos capilares. Estes eventos sdo controlados pelo
aumento do suprimento sanguineo e da permeabilidade capilar, além de vasodilatacdo
(Oliveira & Dias, 2012).

Os principais componentes celulares de uma ferida sdo os leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) e os macréfagos derivados de mondcitos, 0s quais aparecem
proporcionalmente a sua quantidade presente na circulacdo. Inicialmente, o tipo de célula
predominante, o PMN, tem vida breve e atua principalmente com funcéo fagocitica, surge
durante a injaria tissular e permanece por periodo que varia de trés a cinco dias, sendo
responsavel pela fagocitose de bactérias. Os macréfagos apresentam capacidade fagocitica,
além de atuarem como células apresentadoras de antigenos e fonte de fatores de crescimento e
mediadores bioquimicos que ditam e sustentam o processo de cicatrizacdo (Mandelbaum et
al., 2003)

O macréfago predomina do terceiro ao quinto dia apds a lesdo, fagocita bactérias,
debrida corpos estranhos e ativa o desenvolvimento de tecido de granulagdo. Também atua
como removedor fagocitico, que sintetiza e libera proteases, fazendo a remocdo de coladgeno
desvitalizado e coagulos de fibrina da ferida, expressando varios fatores mitogénicos e
citocinas (Neto, 2003).

O papel dos linfocitos na cicatrizacdo ndo estd bem definido e permanece controverso.
Porém, sabe-se que, com suas linfocinas, tem importante influéncia sobre os macrofagos.

Aproximadamente, entre seis a sete dias apds a injuria, a quantidade de linfocitos que aparece



na ferida é menor que na circulacdo. Eles secretam linfocinas importantes, como o fator de
inibicdo da migracdo (MIF), interleucina-2, fator de ativacdo de macrofago (MAF) e fatores
quimiotaticos, além de aumentar o estagio inicial da cicatrizacdo através da estimulacdo de

macrofagos, células endoteliais e fibroblastos (Oliveira & Dias, 2012).

2.4.1.3 Formacdo de tecido de granulagdo com deposicdo de matriz extracelular

Nesta fase ocorre a reparacao do tecido conjuntivo e do epitélio. O tecido conjuntivo
torna-se tecido de granulagdo, com proliferacdo endotelial e de fibroblastos. Os fibroblastos,
células mesenquimais diferenciadas, proliferam na regido mais superficial da ferida
(fibroplasia). A proliferacdo de fibroblastos é modulada pelos macréfagos, num complexo
modelo contrarregulatorio, com uma fase de retardamento, que precede a estimulacdo direta
pelo fator de crescimento derivado do macrdfago e interleucina-1 (Oliveira & Dias, 2012).

O fibrinogénio do exsudato inflamatério transforma-se em fibrina, formando uma
rede, onde os fibroblastos depositam-se e passam a multiplicar-se e a secretar os componentes
protéicos do tecido cicatricial. Os fibroblastos iniciam a sintese e secrecdo de componentes da
matriz extracelular, como glicosaminoglicanos e fibras colagenas tipo | e Ill, associadas a
proliferacdo e ao crescimento interno dos capilares (angiogénese). Como consequéncia da
angiogénese, o tecido conjuntivo e formado, recebendo a denominacdo de tecido de
granulacdo, devido a sua aparéncia granular, pela presenca de inimeros capilares (Robbins e
Coltran, 2013).

O tecido de granulacdo é formado de trés a quatro dias ap6s a lesdo. Consiste
primariamente em vasos sanguineos neoformados, fibroblastos e seus produtos, como
colageno fibrilar, elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas sulfatadas e ndo sulfatadas e
proteases e células inflamatorias. Uma vez restabelecidos o fluxo sanguineo e a oxigenacéo, o
principal fator desencadeador da angiogénese é reduzido e 0s vasos neoformados comecam a
diminuir (Werner, 2011)

A partir deste evento, inicia-se a fase de contra¢do das margens da lesdo. Esta acdo €
realizada pelos fibroblastos ativados, os quais se diferenciam em miofibroblastos. O
miofibroblasto € uma célula que esta presente no tecido de granulacdo e confere capacidade
contratil, reduzindo a area de sangramento e facilitando a epitelizacdo. Os miofibroblastos
aproximam as margens da ferida, forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se

entrelacarem, fornecendo o fechamento das feridas apos as lesdes (Paganela, et al., 2009).



Ao final dessa fase ocorre a epitelizacdo, etapa que levard ao fechamento das superficies da
lesdo e que é iniciada pela migragdo de células epiteliais (queratindcitos) desde as margens da
ferida. Esta epitelizacdo faz-se pelo aumento de tamanho, divisdo e migracdo das células da
camada basal da epiderme sobre a area de reparacdo do tecido conjuntivo subjacente.
Diferentes fatores de crescimento sdo responsaveis pelo aumento de mitoses e consequente
hiperplasia do epitélio (Mandelbaum et al., 2003).

Concomitantemente a migracdo, as células sofrem alteracdes fenotipicas especificas,
retracdo dos tonofilamentos intracelulares, dissolucdo dos desmossomos intercelulares e
formagdo de actina citoplasméatica na periferia. Tais alteragdes liberam as células da
membrana basal subjacente e das células epiteliais adjacentes, dando-lhes a capacidade de
movimentar-se lateralmente. T&o logo a reepitelizacdo tenha completado toda a superficie da
ferida, as células epiteliais revertem-se ao seu fendtipo normal, a membrana basal é
reconstituida pelo novo epitélio e hemidesmossomos e desmossomos sdo rearranjados
(Oliveira & Dias, 2012).

2.4.1.4 Remodelacéo

Nessa fase do processo de cicatrizacdo ocorre uma tentativa de recuperacdo da
estrutura tecidual normal. Configura-se por maturacdo dos elementos e altera¢cdes na matriz
extracelular, ocorrendo o depdsito de proteoglicanas e colageno. Em fase mais tardia, os
fibroblastos do tecido de granulacdo transformam-se em miofibroblastos comportando-se
como um tecido contratil responsivo aos agonistas que também estimulam o musculo liso
(Mendonga & Coutinho, 2009).

Durante a remodelagem ocorre diminuicdo da atividade celular e do nimero de vasos
sanguineos, além de perda do nucleo dos fibroblastos, levando a maturacdo da cicatriz. O
namero de células diminui, mas aumenta a sintese e a producéo de coldgeno do tipo I. As
fibras de colageno, dispostas paralelamente as linhas de tensdo, formam feixes de vérias
unidades, preferencialmente intercruzadas, enquanto as fibras orientadas aleatoriamente sédo
degradadas pela colagenase. O conteudo aquoso da matriz diminui, aumentando a agregacao
das fibras de coladgeno. Gradativamente os feixes de fibras colagenas tornam-se mais
espessos, resultando em uma configuracdo mais regular, que esta diretamente relacionada as
forcas mecénicas as quais o tecido esta sujeito durante a atividade normal. Assim, a lesdo
torna-se mais resistente ap6s o colageno ter sofrido maturagdo. Com a evolucéo do processo,

acentua-se a deposicdo de colageno e a maioria das células desaparece, observando-se a



apoptose de fibroblastos e células endoteliais, formando finalmente o tecido cicatricial.
(Mendonga & Coutinho, 2009; Oliveira & Dias, 2012).

2.5 Reparacao de ferimentos externos

As feridas cutdneas séo classicamente descritas para cicatrizar por intencdo priméria
ou secundaria. Esta classificacdo tem como base a natureza da ferida em vez do proprio
processo de cicatrizacdo (Robbins & Cotran, 2013).

Define-se como um tecido cicatrizado aquele que tem as estruturas, inicialmente
danificadas, completamente reepitelizadas e reparadas com o retorno da homeostase do tecido
onde ocorre, sem que haja necessidade de drenagens continuas ou curativos. De acordo com a
extensdo de tecido perdido com a injuria, pode-se classificar a cicatrizacdo em dois tipos: por
primeira e por segunda intengdo (Enoch, 2005).

A cicatrizagdo por segunda intencdo ocorre quando hd uma perda excessiva de células
e tecidos, fazendo com que as margens do corte na pele ndo sejam justapostas em posicdo
apropriada para a cicatrizacdo (Ackermann, 2009).

O exemplo menos complicado de reparagdo de ferida é a cicatrizacdo de uma incisdo
cirrgica limpa e ndo-infectada, e aproximada, por sutura cirdrgicas. Tal cicatrizacdo é
referida como unido primaria ou cicatrizacao por primeira intencdo. A incisdo causa morte de
um ndmero limitado de células do tecido epitelial e conjuntivo, bem como o rompimento da
continuidade da membrana basal epitelial. O espago incisional estreito se preenche
imediatamente com sangue coagulado contendo fibrina e células sanguineas (Robbins &
Cotran, 200; Gantwerker, 2012).

A cicatrizacdo por segunda intencdo é a natureza de resolucdo da ferida resultante da
biopsia e, em 24 horas, espera-se que neutrofilos sejam encontrados as margens da ferida ou
incisdo. De 24 a 48 horas ocorre migracdo de neutrdfilos para o coagulo e iniciam-se as
mitoses e migracOes de células basais da epiderme. Proximo ao terceiro dia os neutrofilos séo
amplamente substituidos por macrofagos. O tecido de granulacdo invade progressivamente o
espaco incisional. As fibras coldgenas agora estdo presentes no bordo da lesdo, primeiro elas
sdo orientadas verticalmente e ndo unem a incisdo. Em torno do quinto dia, o tecido de
granulacdo preenche o espaco incisional e a neovascularizacdo esta no seu maximo. As
fibrilas colagenas tornam-se abundantes e comegam unir a incisdo. Durante a segunda
semana, continua o deposito de colégeno, proliferacdo de fibroblastos e vasos neoformados

desaparecem progressivamente por obstrucdo e/ou eliminados, iniciando o empalidecimento.
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O infiltrado leucocitico, edema e vascularidade aumentados desaparecem por completo. Ao
final da quarta semana a cicatriz é feita de um tecido conjuntivo fibroso desprovido de
infiltrado inflamatorio, e no caso da pele, a epiderme esté intacta. A resisténcia ténsil aumenta

desde entdo e se prolonga por varios meses (Werner, 2011).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

e Avaliar o emprego da biopsia testicular com agulha do tipo Tru-Cut em touros de

corte;
e Estabelecer o potencial lesivo e a capacidade reparadora testicular pds-biopsia;

e Descrever as variagGes seminais e histoldgicas em diferentes periodos pés biopsia;

3.2. Objetivo Especifico

e Quantificar as variacdes histoldgicas testiculares apos a biopsia com agulha semi-

automatica do tipo Tru-Cut;
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Analise histoldgica testicular em touros submetidos a biopsia com agulha semi-automatica Tru-cut

Eudiley Proenga®”, Carlos E.S. Fernandes?

ABSTRACT.- ProencaE. & Fernandes C.E.S. 2014. [Testicular histological analysis in Bull sunderwent
biopsy with semi-automatic Tru-cut needle] Analise histoldgica testicular em touros submetidos a biopsia
com agulha semi-automatica Tru-cut. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Medicina
Veterindria, Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Av. Felinto Muller, 2443, Campo Grande, MS 79070-
900, Brazil. E-mail: eudiley@yahoo.com.br

Because testicular biopsy can cause hemorrhage, inflammation, degeneration, fibrosis and adhesion,
especially with the open or incisional techniques, this study evaluated the feasibility of a less invasive (needle
biopsy Tru-Cut) in cattle in obtaining material for histology and followed the subsequent testicular lesions, as
well as semen quality before and after biopsy. Twenty bulls were randomly divided into five groups: Group A,
3 days, group B, 7 days, group C, 14 days, Group D, 30 days, Group E, 60 days post-biopsy. The testes were
evaluated macroscopically and microscopically after orchiectomy. The sperm quality, sperm morphology and
reproductive clinical examination showed no significant differences (p <0.05) at the time before and after
biopsy. Macroscopically, small areas of healing were observed in groups D and E. Histopathology has shown
that the bovine testicle was recovered from the 30th day. This study demonstrated the recovery capability of
the bovine testicle after biopsy, validating this technique using semi automatic needle Tru-cut, justified by the
animal performance during the andrological examination and testicular histopathological evaluation up to 60
days after the biopsy, one safe procedure did not significantly compromise the structural and functional
characteristics of the testicles and consequently sperm quality.

INDEX TERMS: Biopsy, testis, bovine, histopathology.

RESUMO.- Devido ao fato da biopsia testicular causar hemorragia, inflamacio, degeneracdo, aderéncia e
fibrose, especialmente com as técnicas incisionais ou abertas, este trabalho avaliou a aplicabilidade de uma
técnica menos invasiva (biopsia com agulha Tru-Cut) em bovinos na obtencdo de material para histologia e
acompanhou as lesdes testiculares posteriores, assim como a qualidade seminal antes e p6s-biopsia. Vinte
touros foram aleatoriamente divididos em cinco grupos conforme o periodo po6s-biopsia: Grupo A, 3 dias;
Grupo B, 7 dias; Grupo C, 14 dias; Grupo D, 30 dias; Grupo E, 60 dias pds-biopsia. Os testiculos foram
avaliados macro e microscopicamente apds orquiectomia. A qualidade seminal, morfologia espermatica e
exame clinico reprodutivo ndo apresentaram alterag¢des significativas (p<0,05) nos momentos antes e pos-
biopsia. Ao exame macroscopico, pequenas areas de cicatrizagido foram observadas nos grupos D e E, 30 e 60
dias p6s biopsia respectivamente. Na histopatologia ficou demonstrado que o testiculo se recuperou a partir
do 302 dia pds-biopsia, ndo apresentando processo inflamatério algum e apenas tecido de cicatrizagdo
restrito ao ponto da biopsia. O presente trabalho demonstrou a capacidade de recuperagdo do testiculo
bovino pds biopsia, validando esta técnica utilizando-se de agulha semi automadtica do tipo Tru-cut,
justificado pelo desempenho animal no exame androldgico e avaliacdo histopatoldgica testicular até 60 dias
apés a biopsia, sendo um procedimento seguro por ndo ter comprometido significativamente as
caracteristicas estruturais e funcionais dos testiculos e, por consequéncia, a qualidade seminal.

TERMOS DE INDEXACAO: Biopsia, testiculo, bovino, histopatologia.
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INTRODUCAO

Considerando a fertilidade como uma variavel multifatorial, é possivel inferir que em muitas situagoes, o
exame androlégico convencional ndo seja suficiente para diagnosticar e prognosticar altera¢des na fungao
reprodutiva. Portanto, técnicas semiolédgicas adicionais, especialmente de baixo custo, devem ser estudadas
e/ou incorporadas a rotina de selecdo e avaliacdo androlégica, buscando identificar mais acuradamente
subpopulagdes de individuos potencialmente subférteis, e definir um progndstico mais conciso. Uma delas é a
biopsia testicular.
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Nos bovinos, a biopsia testicular é uma técnica de diagnoéstico androldégico que ainda tem causado
controvérsia. Apesar disto, ela tem sido de grande auxilio na quantificacdo e diagndstico de varias afecdes
testiculares, hipogonadismo, o hipogonadotrofismo, processos inflamatérios e degenerativos e neoplasias
(Threlfall & Lopate, 1987). A biopsia testicular tem sido mais investigada em trabalhos experimentais sobre
acompanhamento do desenvolvimento testicular e andlises histolégicas quantitativas (Freneau, 1991). A
biopsia testicular em animais domésticos e no homem tem sido utilizada usando de métodos abertos, por
puncido com aspiracgio e, agulhas de corte semi-automatico.

No método aberto é retirado fragmento do parénquima testicular através de pequena incisdo na
tunica albuginea. Por ser grossa, fibrosa e altamente vascularizada, ha maior probabilidade de lesdes e
sequelas, resultando em fibrose e degeneracao testicular permanente (McEntee, 1990).

Por meio de pun¢do aspirativa em bovinos, Hill & Gassner (1955) descreveram pequenas alteracdes
em periodos subsequentes ao seu emprego. Foi observado também 2% de orquite em touros submetidos a
biopsia com agulha aspirativa de 12 G (McDonald & Hudson, 1960). Usando agulha de 14 G e acompanhando
por 90 dias pds-biopsia, Heath et al. (2001) verificaram aumento discreto da temperatura testicular até o 14°
dia e surgimento de pequenas areas hiperecodicas a ultrassonografia, mas sem prejuizos significativos na
qualidade seminal.

Leme e Papa (2010) fizeram estudos histolégicos de testiculos de equinos submetidos a pungao e
aspira¢do com agulha de 22-23G. Houve recuperacado do tecido sem alteragdes clinicas significativas sobre os
mesmos. Mas este método possibilita apenas a mensuragao das populagdes, pois com a perda da arquitetura
do parénquima testicular, fica impossibilitada a avaliagio da integridade do estroma testicular.

A biopsia com agulha semi-automatica do tipo tru-cut ndo induziu alteracdes seminais significativas e
nem lesivas no testiculo de ovinos, apenas pequenos focos de calcificacio podem ocorrer na maioria dos
animais (Sartori et al. 2002a; 2002b). Em bovinos, esta técnica de biopsia ainda é pouco testada. O objetivo
deste trabalho é avaliar a capacidade de recuperagdo do parénquima testicular pés-biopsia e se a técnica
interfere na qualidade seminal de bovinos.

MATERIAL E METODOS
Animais e grupos experimentais

Neste estudo foram utilizados tanto touros aptos quanto inaptos a reproduc¢do, determinado por exame
androlégico prévio, sete dias antes do inicio do periodo experimental. Para o experimento foram escolhidos
aleatoriamente 20 touros da Raga Sintética Brangus (3/8 Nelore, 5/8 Aberdeen Angus), de 24 a 36 meses de
idade, localizados em fazenda de criacdo extensiva de gado de corte no municipio de Campo Grande MS e
mantidos em um unico lote. No dia zero (D-0) todos os animais passaram por exame androlégico e logo em
seguida foi feita a biopsia no testiculo direito. Para avaliacdo da recuperacdo do tecido testicular e
caracteristicas seminais, os animais (n=20) foram distribuidos, aleatoriamente, em 5 grupos experimentais
conforme o periodo pds biopsia: Grupo A, 3 dias; Grupo B, 7 dias; Grupo C, 14 dias; Grupo D, 30 dias; Grupo E,
60 dias. Na sequencia do experimento, foram orquiectomizados bilateralmente dentro das datas do seu grupo
experimental. Ao término do experimento os animais foram devidamente medicados e retornaram ao seu
grupo de manejo da propriedade, sendo os mesmos destinados a engorda.

Exame androldgico, biopsia e histopatologia testicular

Os animais foram submetidos a colheitas de sémen por eletrojaculacdo e avaliados os aspectos fisicos e
morfolégicos segundo Blom (1973). Imediatamente apds a colheita avaliou-se turbilhonamento (0 a 5),
motilidade (0 a 100%) e vigor (1 a 5) em microscopia de campo claro (100x). Foram feitos esfregacos de
sémen a fresco em duplicata de cada touro. Estes foram corados pela reacdo de Feulgen para avaliacdo da
morfologia espermatica, considerando-se o percentual de espermatozdides normais e com defeitos de cabega,
vesiculas nucleares, pe¢a intermediaria, acrossomo, gota citoplasmatica proximal, cauda e cabega isolada
normal, em microscopia de contraste de fase (Olympus BX 45, 1000x).

Para realizagdo da biopsia testicular, apds antissepsia do escroto, foi injetada no subcutineo do
testiculo direito, por¢do centro-lateral, 2 a 3ml de Cloridrato de Licocaina 1%. Decorridos cinco minutos para
analgesia local, foi feita uma incisdo de 2cm longitudinalmente incluindo a pele, tinica dartos e tinica vaginal
parietal. A agulha Tru-Cut (BiopsyHandy, BMR Medical, Curitiba, PR) de 14G foi introduzida no parénquima
testicular em posicdo obliqua, no sentido caudo-cranial e o gatilho acionado a 3cm de profundidade. Apéds a
remoc¢do da agulha, foi feita uma breve compressao digital e coaptagdo dos bordos com auxilio de cola
cirdrgica hemostatica a base de N-butil-2-cianoacrilato e metacrilosisolfolano. O fragmento obtido foi fixado
em solucdo de Bouin por 12horas e, em seguida, lavado trés vezes com intervalos de 24 horas e mantido em
solucao de alcool 70°GL.
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Conforme o seu grupo experimental, os touros passaram por um novo exame androlégico e foram
orquiectomizados bilateralmente conforme preconizado por Wolf (1986). O testiculo contralateral esquerdo
foi avaliado apenas macroscopicamente para comparacao clinica, e depois desprezado. Do testiculo direito
foram retirados dois fragmentos de 2cm? acompanhando o trajeto do corte da agulha e fixados em solugao de
Bouin por 12horas e, em seguida, lavados trés vezes com intervalos de 24h e mantidos em solugdo de alcool
70 0GI até processamento histotécnico.

Quanto a histologia, os fragmentos de tecidos colhidos da orquiectomia, apds os processos de
desidratacdo em alcool, passaram por diafanizacdo por xilol e inclusdo em parafina. Em seguida, realizou-se a
microtomia, obtendo-se dois cortes de 5um e corados com HE(hematolixa-eosina). Foram confeccionadas
duas laminas cada uma com dois cortes: um no sentido longitudinal e outro no sentido transversal da lesdo
deixada pela agulha. A primeira lamina foi fixada e corada pela hematoxilina-eosina (HE). A segunda por uma
coloragdo tricrémica que cora as fibras coldgenas pela cor verde, Tricromo de Gomori (TG). A preparacao e
leitura do material histoldgico foram realizadas no Laboratério de Patologia Geral da UFMS.

Os fragmentos obtidos por ambas as coloragdes foram submetidos a avaliagdo descritiva observando-
se os seguintes parametros na area de lesdo: hemorragia, edema, infiltrado leucocitario, presenca de fibras
colagenas (fibrose), mediante microscopia de luz com objetiva de 10x e 40x. Estas altera¢des foram
pontuadas dentro de uma escala de 0 a 3, onde: 0 (zero) caracterizou-se auséncia e 1, ligeira presenca; 2,
presenca moderada; 3, severa; adaptado de Sartori (2002), em estudo que mensurou a intensidade de
calcificagdo em testiculos ovinos biopsiados.

Analise estatistica

Cada grupo (3, 7, 14, 30 e 60 dias pos-biopsia) foi comparado ao seu momento zero (dia da biopsia). As
caracteristicas seminais foram submetidas a andlise de varidncia para medidas repetidas (teste de Friedman)
ao nivel de significincia de P<0,05. O teste de Mann-Whitney U foi usado para comparar a intensidade das
alteracoes histologicas (hemorragia, edema, infiltrado e fibrose) entre os periodos (3, 7, 14, 30 e 60 dias pds-
biopsia), com nivel de significincia de p<0,05, segundo descrito por Sampaio (2007). Os programas
estatisticos SPSS 17.0 e Bioestat 5.0 foram utilizados para as analises.

Todo trabalho desenvolveu-se conforme parecer favoravel da CEUA/UFMS, protocolo n? 489/2013.

RESULTADOS

As caracteristicas seminais avaliadas e o perimetro escrotal dos touros de cada grupo estio apresentados no
Quadro 1. O perimetro escrotal e a motilidade espermatica ndo sofreram alteragdes significativas (P<0,05) em
todos os grupos estudados. No Grupo A (3 dias) ndo houve alteragdes em todos os parametros avaliados.
Houve diferenca significativa (P<0,05) no Grupo B (7 dias) para a porcentagem de defeitos maiores e células
normais, no Grupo C (14 dias) para os defeitos menores e no Grupo E (60 dias) apenas o vigor. As alteragdes
macroscopicas pés-biopsia nos varios grupos estdo ilustradas na Figura 1.

No Grupo A (3 dias pés-biopsia - Figura 1B) luz incisional evidente com coagulo e hemorragia na
periferia do bordo da lesao.

Quanto ao Grupo B (7 dias pés-biopsia - Figura 1C) verificou-se codgulo mais enegrecido e ferida
incisional com bordos ondulantes consequéncia de contragao, processo esperado na cicatrizagao.

No Grupo C (14 dias pds-biopsia - Figura 1D) notou-se a oclusdo do espaco incisional e leve
hemorragia invadindo o parénquima testicular adjacente, sugerida pela cor avermelhada do mesmo.

0 Grupo D (30 dias p6s-biopsia - Figura 1E) apresentou areas descoradas no local da lesao, mas com
cicatriz evidente.

Finalizando-se no Grupo E (60 dias pods-biopsia — Figura 1F), notou-se uma cicatriz de dificil
evidencia¢do devida sua cor branco-amarelada, muito semelhante ao estroma testicular normal.

As avaliagbes microscopicas dos esfregacos estdo ilustradas na Figura 2, e as diferencas estatisticas
entre as variaveis estdo representadas na Figura 3. Os parametros avaliados: hemorragia, edema, infiltrado
leucocitario (macréfagos e neutréfilos, principalmente) e fibrose se fizeram evidentes nos grupos da seguinte
forma:

No Grupo A (3 dias po6s-biopsia - Figura 1B), espaco incisional bem definido com deposi¢do de fibrina
sobre hemorragia, edema, infiltrado predominantemente de macréfagos seguido por neutroéfilos e deposicdo
de fibrina sobre o coagulo;

Grupo B (7 dias p6s-biopsia - Figura 1C), lesdo aberta com presencga de resto de coagulo e infiltrado
leucocitario, edema diminuido, fibras colagenas nas bordoas em inicio de contracido, definido pelos bordos
irregulares da lesao;

Grupo C (14 dias pds-biopsia - Figura 1D), retracdo total do codgulo e espaco incisional ocluido e
preenchido por tecido conjuntivo fibroso;
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Grupo D (30 dias pods-biopsia - Figura 1E), auséncia total de coagulo e substituicdo do tecido de
granulagao por tecido conjuntivo fibroso;

Grupo E (60 dias po6s-biopsia - Figura 1F), cicatriz avascular com restos de tdbulos degenerados e
preenchidos por tecido conjuntivo fibroso.

Houve diferencas estatisticas (p<0,5) na avaliacdo dos escores definidos para a histopatologia entre
as variaveis avaliadas (0-3). Hemorragia, entre o sétimo e o 14°dia e entre 30°e 60° dia, tornado-se nula neste
ultimo periodo. Edema permaneceu constante até 14° diminuindo-se significativamente do 30° dia pos-
biopsia em diante. Infiltrado leucocitario manteve-se semelhante até o sétimo dia pds-biopsia, havendo
diferenca estatistica entre 14° e o terceiro dia e entre 30° e 60° dia, constituido principalmente de macré6fagos
ativados. A deposic¢do de fibras colagenas (reparacdo por fibrose) foi significativamente maior apds o sétimo
dia p6és-biopsia e se manteve constante até o final do experimento.

DISCUSSAO

A capacidade de recuperacdo do testiculo bovino pds-biopsia foi demonstrada, validando esta técnica pela
agulha semi automadtica do tipo Tru-cut, justificado pelo desempenho animal no exame androlégico e
avaliagdo histopatoldgica testicular até 60 dias apds a biopsia. Foram utilizados tanto touros aptos como
inaptos a reproducdo, e cada condicdo de fertilidade ndo se alterou durante o periodo experimental,
confirmados por exame androldgicos pré e pds-biopsia.

Apds uma semana houve acentuado aumento de volume e temperatura do testiculo biopsiado em
dois touros, um do grupo C (14 dias) e outro do E (60 dias), elevando a circunferéncia escrotal em até 5cm.
Contudo ndo houve comprometimento da funcdo testicular conforme também observado por Heath et. al.
(2012), trabalhando com biopsia testicular em lhamas, verificaram por termdégrafo, um aumento significativo
da temperatura da parte dorsal do escroto em relacio a sua parte ventral, em trés dos 16 testiculos
biopsiados. Na orquiectomia observou-se aderéncias e hemorragias no sentido intra para extra testicular que
se dispersou sobre a tinica albuginea. A elevagio do volume escrotal deveu-se principalmente ao edema, que
se estendeu entre a tinica vaginal parietal e escrotal, até o plexo, devido lesdo de grandes vasos sanguineos
presentes na regido vascular da tinica albuginea. Estes animais avaliados isoladamente, ndo apresentaram
nenhuma alteracao significativa no espermiograma, exceto a motilidade espermatica de um animal do Grupo
C (14 dias), que passou de 70% para 10%. Apenas uma area maior de tecido de cicatrizagio foi observada
macroscopicamente, no animal do Grupo E (60 dias).

O perimetro escrotal e motilidade espermatica nio sofreram alteragdes significativas em todos os
grupos estudados, conforme também encontrado em ovinos biopsiados pela agulha semi-automatica do tipo
Tru-cut (Sartori 2002) e bovinos pelo método aberto (Freneau, Vale Filho & Cardoso1997).

As alteragdes significativas na morfologia espermatica ocorridas nos grupos de até 14 dias pds-
biopsia ficaram dentro dos padrdes aceitdveis para que um touro seja considerado apto a reproducio,
segundo as os padroes definidos pelo manual Colégio Brasileiro de Reprodug¢do Animal (2013). A partir do
14° dia ndo se verificou alteracdes significativas na morfologia espermatica e demais parametros, fato que se
correlaciona com o final da fase de granulagdo passando para a fase de substituicao de tecido parenquimal
lesado por tecido conjuntivo fibroso (Werner, 2011), evento este que parece ser menos agressivo as areas
vizinhas adjacentes, mantendo a espermatogénese em niveis semelhantes ao encontrado antes da biopsia.

Nas avalia¢des histoldgicas verificaram-se todas as fases do processo de reparag¢ido tecidual pela
deposicao de tecido fibroso (fibrose) e os resultados conferiram com as fases de resolucao de feridas por
primeira intencao (Robbins & Cotran, 2005; Werner, 2011). Nos grupos A, B e C (trés, sete e 14 dias pos-
biopsia, respectivamente), as respostas individuais dentro dos grupos foram semelhantes, gerando médias
com menor desvio padrao.

Na colheita de material para histopatologia dos Grupos D e E (30 e 60 dias pos-biopsia
respectivamente), houve dificuldade para se localizar visualmente o ponto exato de lesdo para confec¢do de
lamina histolégica e acredita-se ser por dois motivos: variacdo individual quanto a capacidade de regeneracao
do parénquima testicular e similaridade de coloragdo entre o tecido de reposi¢do na sua fase intermediaria e
o parénquima integro.

Os resultados sugerem que um touro submetido a biopsia testicular estard recuperado para a sua
atividade reprodutiva a partir de 30 dias p6s-exame, pois ficou definido neste prazo que a cicatrizagdo por
deposicdo de tecido conjuntivo fibroso(fibrose) esta consolidada, aliada a fungio testicular que nio se alterou
durante todo periodo experimental, definidos pela histopatologia e exames androldgicos pré e pés-biopsia,
respectivamente.

A biopsia testicular bovina por meio de agulha semi-automatica do tipo Tru-cut, ao nivel de campo, é
uma técnica rapida e de facil execucdo. A incisdo da pele é necessaria para que possibilite a visualizagdo dos
vasos sanguineos. A coaptagdo das bordas da pele por cola cirdrgica foi eficiente e acelerou a execugdo da
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técnica e corrobora com os resultados encontrados em ovinos por Sartori (2002), que nido encontrou
diferenca significativa entre animais que tiverem a pele da bolsa escrotal suturada ou coladas.

CONCLUSAO

Ficou demonstrado que a biopsia testicular com agulha semi-automatica do tipo Tru-Cut em bovinos
de corte é um procedimento que ndo compromete as caracteristicas estruturais e funcionais dos testiculos,
validados pela histopatologia e exame androlégico, respectivamente.

A recuperacao tecidual, do ponto de corte da agulha e do seu trajeto, ocorre por uma cicatriza¢do do
tipo primeira intengdo, sendo assim, de forma localizada e ndo se estendendo as areas adjacentes do estroma
testicular.

A chance de danos iatrogénicos ao testiculo e possibilidade da introducdo de um agente infeccioso
merece devida ponderagdo em func¢do do potencial ganho da informacao gerada pela biopsia, assim como o
custo financeiro necessario.

Agradecimentos: Os autores agradecem a FUNDECT-MS pelo apoio e suporte financeiro. Processo n°
23/200.725/2012.
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Legenda da Figura 1

Figura 1. Biopsia testicular com agulha semi-automatica do tipo Tru-Cut, 14G, em bovinos. A, fragmento
retirado p6s-biopsia. Aspecto macroscépico testicular pés-biopsia: B, 3 dias = luz incisional com coagulo e
hemorraga periférica; C, 7 dias = codgulo e feridas incisional em regressao; D, 14 dias = oclusdo de insicdo e
hemorragia de parénquima evidente; E, 30 dias = regressdo vascular e cicatrizacdo; F, 60 dias = fibrose de
parénquima. Barra=1cm.
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Legenda da Figura 2

Figura 2. Fotomicrografia testicular de touros submetidos a biopsia com agulha semi automatica do tipo Tru-
Cut, 14G. A, aspecto testicular normal (antes da biopsia); B, 3 dias pds-biopsia = espago incisional com
deposicao de fibrina e restos de coagulo; C, 7 dias p6s-biopsia = inicio de contra¢do da lesdo com presenca de
resto de coagulo e infiltrado leucocitario evidente; D, 14 dias pds-biopsia = espaco incisionalocluido e sendo
preenchido por tecido conjuntivo fibroso; E, 30 dias pds biopsia = finalizacdo da substituicdo do tecido de
granulacido por tecido conjuntivo fibroso e F, 60 dias poés biopsia = Cicatriz avascular e empaledecida.
Coloracgdo Tricromica de Gomori.

Legenda da Figura 3

Figura 3. Média e intervalo de confianca (95%) para as diferentes variaveis histopatologicas (edema,
hemorragia, infiltrado neutrofilico e fibrose) em touros de corte submetidos a biopsia testicular com agulha
semi-automatica do tipo Tru-Cut de acordo com os periodos pos-biopsia. Letras distintas entre periodos
representam diferencas significativas (p<0,05).



Quadro 1. Valores médios (xepm) do perimetro escrotal e caracteristicas seminais em
tourossubmetidos a biopsia testicular por agulha semi-automatica do tipo Tru-cut de acordo
com o periodo pds-biopsia

PE(cm)

Motilidade(%)

Vigor(1-5)

Def. maiores (%)

Def. menores (%)

Normais(%)

Periodo pés-biopsia (dias)

3 (n=4) 7 (n=4) 14 (n=4) 30 (n=4) 60 (n=4)
*34,5+1,180  *34,6+1332  *342%179  346+1332  *34,7 %249
35,2 + 1,16 35,5 + 1,34a 3572460 348%1,342 35,0 +2,71a
*70,0 3,162 *47,5+14,932  *50,0+12,252 *67,5+2,502  *550+ 11,912
62,0 + 6,63 375+8541  450+17562  70,0+4,08 50,0+ 15812
*3,2 + 0,202 *2,7 + 0,252 *3,0 + 0,572 3,740,252  *3,2+0,482
3,0 £0,312 2,5 + 0,64 2,7 £0,482 3,2 0,25 2,2 + 0,48
*4,4 + 1,942 *150+9,172  *29,2+10,112= *45+1,89a  *3,0+ 1,352
1,8 +0,722 4,75 +1,89b 15,0 + 5,49a 1,5 0,292 3,0 £2,122
*10,0+ 0,892  *14,4+3,872  *20,0+5492  *17,9+4,232  *20,0 + 7,152
14,0 + 2,344 10,5 + 5,044 25,0 + 5,96P 23,7+3,962  23,5%9,18
*85,80 £ 2,592 *71,0+12,192  *50,2+13,552 *74,0+4,732  *75,1+ 10,052
83,10 +3,102 83,3 6,68 59,5+10,122  76,6+3,462 73,3+ 11,402

+, erro padrio da média

n, nimero de animais por periodo

PE, perimetro escrotal
*, apresenta valores relativos ao momento pré-biopsia (dia zero) em todos os periodos estudados
ab, representa diferenca (P<0,05) entre valores obtidos para o mesmo periodo
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Consideracoes finais

Em bovinos, as avaliagdes que se fazem nos laboratérios de patologia, de material de
biopsia ou microdissecagdo, tém-se resumido a descri¢do de lesGes ja& estabelecidas em animais
ja descartados da reproducdo, em processos litigiosos de compra e venda de touros e em
acompanhamento de recuperacdo de animais em tratamento clinico reprodutivo.

Assim, identificar alteracbes especificas encontradas em pequeno grupo de touros
aparentemente sadios se torna fontes importantes para identificar uma possivel subfertilidade. O
avanco no conhecimento dos processos patoldgicos sdo fundamentais para estabelecer novos
parametros histopatologicos que possam diagnosticar in situ precocemente e com maior precisao
de individuos subférteis.

A aplicabilidade da técnica de biopsia testicular em bovinos podera ser uma importante
ferramenta a outras areas do conhecimento, como os grupos de melhoramento genético ou
aqueles voltados a estudos especificos sobre a fisiopatologia e endocrinologia da reproducéo

bovina, desde que observados os custos de realizacdo da mesma.
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solicitar modificagdes aconselhdveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos s&o aceitos através
da aprovacgédo pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacgao aos recursos para edigdo da revista (impressa e online) e
distribuicdo via correio é cobrada taxa de publicacdo (page charge) no valor de R$
120,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova final, ao autor
para correspondéncia.

Apresentacdao de manuscritos

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinac&o destes dois tltimos),
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contelido do trabalho;
pormenores de identificagdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para
facilitar sua identificagdo cientifica, como para as citag6es bibliograficas. Em muitos
casos isto significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e abreviar os
demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso
Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais
curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar,
inclusive, a moderna indexagdo, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo
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de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de "INDEX TERMS" ou "TERMOS DE INDEXACAO",
respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusGes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em
negrito e entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citagdo bibliogréfica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repetigdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais,
deve constar a aprovacgao do projeto pela Comissdo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFER©®NCIAS, que sd incluird a bibliografia citada no trabalho e a

que tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicagéo e,
abreviado ou por extenso (se tiver divida), o nome da revista ou obra, usando as
instrugdes do "Style Manual for Biological Journals" (American Institute for
Biological Sciences), o "Bibliographic Guide for Editors and Authors" (American
Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados
(www.pvb.com.br).

2. Na elaboragao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob
"Instrucdes aos Autores" (www.pvb.com.br). A digitalizagdo deve ser na
fonte Helvética, corpo 11, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato
A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve
ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
figuras e os Quadros no final (logo apds as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive
graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos
no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta "Inserir" do
Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informagdes do programa onde
foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo nimeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase
que motivou a nota. Essa numeracdo sera continua por todo o trabalho; as notas
serdo langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissodes
serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, na ordem
crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um sé
paragrafo e ndo deverdo conter citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia,
bem como e-mails de outros autores;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituigdes, ao aparecerem pela primeira vez
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no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagOes bibliograficas serdo feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos de até
trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do
primeiro, seguido de "et al.", mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por
esses elementos, a diferenciagéo sera feita através do acréscimo de letras
minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, "(Resumo)" ou "(Apud Fulano e o ano.)"; a referéncia do
trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé6 vez. A mengdo
de comunicagdo pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com
citagdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituigdo de origem do(s) autor(es). Nas citagdes de trabalhos colocados
entre parénteses, nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano,
nemponto-e-virgula ap6s cada ano; a separacdo entre trabalhos, nesse caso,
se fara apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester &
Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deverd ser apresentada isenta do uso de
caixa alta, com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em
conformidade com o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista,
inclusive quanto a ordenagdo de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem obtidas
através de cameras digitais (com extensdo "jpg"), os arquivos deverdo ser
enviados como obtidos (sem tratamento ou alteracGes). Quando obtidas em papel
ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo
autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem ou no verso, a traco
leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de
duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra "pé". Os graficos
devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e
sem linhas. A chave das convengdes adotadas sera incluida preferentemente, na
area da Figura; evitar-se-a o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias dever&o
ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos ("slides"). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias
deverao ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versdo
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras
podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tragos
longos, um acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre esses dois tragos
podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Ndo ha tragos
verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecgando, se
possivel, com "a"” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do
Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.
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