
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a)  
autor(a), o texto completo desta 

tese será disponibilizado 
somente a partir de 30/09/2023. 



  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA E REPRODUÇÃO ANIMAL 

PROGRAMA DE PÓS‐GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA ANIMAL 

BIÓPSIAS TESTICULARES EM SÉRIE FREQUENTES COM AGULHA TRU-CUT 

PERMITEM AVALIAÇÃO DO PERFIL TRANSCRICIONAL SEM EFEITOS 

ADVERSOS EM CARNEIROS. 

ANTÔNIO GUILHERME RONCADA PUPULIM 

Botucatu - SP 

Setembro 2022 



1 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA E REPRODUÇÃO ANIMAL 

PROGRAMA DE PÓS‐GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA ANIMAL 

BIÓPSIAS TESTICULARES EM SÉRIE FREQUENTES COM AGULHA TRU-CUT 

PERMITEM AVALIAÇÃO DO PERFIL TRANSCRICIONAL SEM EFEITOS 

ADVERSOS EM CARNEIROS 

ANTÔNIO GUILHERME RONCADA PUPULIM 

Tese apresentada ao programa de pós-

graduação em Biotecnologia Animal, 

como pré-requisito para obtenção do 

título de doutor - Área de concentração 

de Reprodução Animal. 

Orientador: João Carlos Pinheiro Ferreira 

Co-Orientador: John Patrick Kastelic 

Botucatu - SP 

Setembro 2022 



2 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA SEÇÃO TÉC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM. 

DIVISÃO TÉCNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAÇÃO – CÂMPUS DE BOTUCATU - UNESP 

BIBLIOTECÁRIA RESPONSÁVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651 

Pupulim, Antonio Guilherme Roncada. 

   Biópsias testiculares em série frequentes com agulha 

Tru-Cut permitem avaliação do perfil transcricional sem 

efeitos adversos em carneiros / Antonio Guilherme Roncada 

Pupulim. - Botucatu, 2022  

   Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Júlio 

de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia  

   Orientador: João Carlos Pinheiro Ferreira 

   Coorientador:John Patrick Kastelic  

   Capes: 50504037  

1. Carneiros. 2. Expressão gênica. 3. Ultrassonografia

veterinária. 4. Andrologia. 5. Gônadas. 6. Biópsia. 

Palavras-chave: Andrologia; Desenvolvimento; Expressão 

gênica; Gônadas; Ultrassonografia.  



3 

Antônio Guilherme Roncada Pupulim 

Data da defesa: 30/09/2022 

  COMISSÃO EXAMINADORA 

 Prof. Dr. João Carlos Pinheiro Ferreira 

Presidente e orientador 

Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal 

FMVZ‐ UNESP‐Botucatu 

Profa. Dra. Maria Isabel Mello Martins 

Membro titular 

Departamento de Clínicas Veterinárias 

UEL – Universidade Estadual de Londrina 

Profa. Dra. Camila de Paula Freitas Dell’Aqua 

Membro titular 

Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia Animal 

FMVZ‐UNESP‐ Botucatu 

Prof. Dr. Sony Dimas Bicudo 

Membro Titular 

Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal 

FMVZ‐ UNESP‐Botucatu 

Prof. Dr. Fabio Morato Monteiro 

Membro Titular 

Centro Avançado de Pesquisa e Desenvolvimento de Bovinos de Corte 

IZ ‐ Fazenda Experimental de Sertãozinho 



4 

 

DEDICATÓRIA 

  

 Dedico este trabalho aos meus pais. Exemplo de bondade, família e apoio. Aos quais 

passaram os princípios e valores que regem a convivência entre as pessoas: verdade, vontade, 

justiça, amizade e vínculo. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



5 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   

  

  

  

A utopia está no horizonte. 

Aproximo me dois passos, ela se 

afasta dois passos. Caminho dez 

passos e o horizonte se distancia 

dez passos mais além. Para que 

serve a utopia? Para isso; para 

caminhar. 

Eduardo Galeano 

 

 



6 

 

AGRADECIMENTOS 

Ao dom da vida concedida a mim.   

A minha família mãe Soninha, irmã Dany, sobrinhos João, Lucas e Joaquim, cunhado Dinei, tios, 

tias, primos e Vó Geralda. A paciência prestada nos momentos de negação e ausência, reflete o 

carinho e amor desprendidos a mim. É reconhecido, admirado e recíproco. 

 

Ao meu pai Antônio Roberto Pupulim, meus dois avôs Antônio Pupulim e Olgo Roncada, e minha 

vó Luiza Biasoli Roncada. A saudade é sempre substituída pela doce lembrança de todos os 

momentos compartilhados. Muito agradecido por dividir suas experiências de vidas para com a 

minha. Ao meu pai por ser meu exemplo de pessoa, amigo, trabalhador, honesto, agregador e 

familiar. Todo o seu amor desprendido a mim, é lembrado em todos os desafios. 

Aos mestres que fizeram parte de todas as etapas da minha formação, em especial João Carlos 

Pinheiro Ferreira e John Patrick Kastelic, fundamentais e importantes para execução e superação 

dos projetos aos quais tive a honra de participar. Ao professor João Carlos, não somente como 

professor e orientador, em que as palavras são dispensadas tamanha didática, excelência, 

animação e fonte de inspiração. Sou muito grato por todas as conversas e ensinamentos, cresci 

muito. 

Aos meus amigos de Botucatu e Maringá. Por graça, são muitos e não citarei todos, porém em 

especial ao Henry David, Gabriella Ribeiro, Jaqueline Carvalho, Renan Denadai, Paula Rattes e 

Julia (Vizinha). Colegas de trabalho que se tornaram amigos com discussões sérias, inúteis e 

agradáveis, como há em uma boa amizade. Aos amigos e colegas de trabalho de Maringá da 

família Francatto e família Rodrigues Ferreira, sempre presentes e importantes. Aos amigos de 

longa data, desde o mestrado, Ronaldo Ereno, Eduardo Razza e Marcelo Piagentini, bem como 

ao casal de amigos Isabele e Josmar Mazuchelli, amigos que foram essenciais para minha 

formação como pessoa e pesquisador, fazem parte da minha IC, Mestrado e Doutorado. A minha 

namorada Vanessa Barci, obrigado por todo carinho, amizade e momentos compartilhado, você 

torna a vida mais tranquila. 

A todos os funcionários do Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal e da 

equipe de limpeza, em especial a professora Fabiana, Edilson, Edvaldo, Evandro e Felipe, sempre 

dispostos a auxiliar e a uma boa conversa. 

Aos animais que foram a fonte de minha indagação e conhecimento. Meu profundo respeito e 

agradecimento. As fazendas da Unesp Edgárdia e São Manuel, AmeFarms (Mandaguaçu) e 

Capuava (Amaporã), por permitirem a realização de estudos e pesquisas. Vocês foram 

importantes para minha formação. 

A FAPESP (2020/15556-8) e CNPQ (2021/3845-4). O presente trabalho foi realizado com 

apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - 

Código de Financiamento 001”. 

À faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista – Campus 

Botucatu. Existe uma energia retumbante em meu peito por ser formado aqui. 

 

 



7 

 

SUMÁRIO 

RESUMO 8 

ABSTRACT 9 

CAPÍTULO 1 10 

2. Objetivos 12 

2.1 Geral 12 

2.2 Específico 12 

3. Hipótese 12 

4 Revisão de literatura 13 

4.1 Desenvolvimento e Anatomia testicular 13 

4.2 Histologia testicular 17 

4.3 Avaliação andrológica 19 

4.4 Mediadores inflamatórios e função testicular 23 

5 Considerações finais 24 

4 Referências 26 

CAPÍTULO 2 39 

 

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

Pupulim, A.G.P. BIÓPSIAS TESTICULARES EM SÉRIE FREQUENTES COM 

AGULHA TRU-CUT PERMITEM AVALIAÇÃO DO PERFIL 

TRANSCRICIONAL SEM EFEITOS ADVERSOS EM CARNEIROS. Botucatu 

2022. XXp. Tese de Doutorado. Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus 

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

RESUMO 

Os testículos são os órgãos responsáveis pela produção e secreção de esteroides sexuais 

masculinos e espermatozoides. As gônadas, localizadas na bolsa escrotal, são ligadas ao corpo 

pelo funículo espermático. Os mecanismos de termorregulação, são controlados pelo sistema 

nervoso autônomo, que atua sobre as glândulas sudoríparas e túnica dartos na bolsa escrotal, cone 

vascular e músculo cremaster. Internamente à bolsa escrotal, encontra-se a túnica vaginal parietal, 

que reveste o escroto, e a visceral, revestindo os testículos e epidídimos. Envolvendo 

completamente os testículos, a túnica albugínea invade o parênquima gonadal e o divide em 

lóbulos, onde encontramos os túbulos seminíferos, local de produção dos espermatozoides, que 

são conduzidos e armazenados no epidídimo, sofrendo o processo de maturação. Na maturidade 

sexual, os túbulos seminíferos correspondem a 84% do peso testicular, sendo esse representado 

pela circunferência escrotal, critério utilizado para a seleção de reprodutores. Nos carneiros, a 

espermatogênese, evento cíclico que culmina na formação dos espermatozoides, dura 

aproximadamente 47 dias. Histologicamente, os túbulos seminíferos são divididos em 

compartimento tubular, composto pelas células germinativas e as de Sertoli, além do 

compartimento intersticial, onde são encontradas às células de Leydig, produtoras de testosterona. 

A avaliação andrológica afere o potencial reprodutivo masculino e avalia a condição física, 

qualidade espermática, libido e as características morfológicas do sistema reprodutor. Por 

permitir a análise ultrassonográfica da histomorfologia testicular, a ultrassonografia tem sido 

usada como ferramenta complementar ao exame andrológico. O uso da biópsia testicular fornece 

informações as quais auxilia no prognóstico das funções reprodutivas. Entretanto, são poucos os 

estudos que detalharam os procedimentos pré- e pós-biópsia voltados a garantir a integridade 

funcional testicular. Além disso, não há relatos da realização de biópsias sequenciais em pequeno 

intervalo de tempo. O objetivo deste trabalho foi apresentar as alterações testiculares ao longo do 

desenvolvimento, principais métodos de avaliação andrológica e testicular, bem como avaliar os 

efeitos de biópsias sequenciais na qualidade espermática, ultrassonografia e análise dos 

transcritos.  Foram realizadas biopsias testiculares com agulha 16 G Tru-cut em seis carneiros 

Santa Ines x Dorper, nos momentos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 h. Antes do primeiro procedimento os 

carneiros receberam uma aplicação de benzilpenicilina benzatina (30,000 IU/kg IM) e flunixin 

meglumine (1.1 mg/kg, uma aplicação ao dia por 3 d). Antes de cada biópsia, realizava aplicação 

de botão anestésico com 1 ml de lidocaína 2% e antissepsia da pele da bolsa escrotal. 

Imediatamente após cada biópsia, foi aplicado pressão digital (> 5 min) seguido de compressa de 

gelo (10 min). As amostras testiculares foram analisadas pelo RT-q PCR para quantificação de 

transcritos envolvidos na inflamação aguda (TNFα, IL-1), estresse oxidativo (GPX1, SOD2, 

HSP70) e esteroidogênese (STAR). A coleta de sêmen foi realizada 3 dias antes e 28 dias após a 

primeira biópsia. As avaliações ultrassonográficas foram realizadas 5 dias após a primeira biopsia 

e a cada 4 dias até completar 21 dias. Não houve diferença (P > 0,05) nas características do perfil 

transcricional, seminais e ultrassonográficas. Além disso, não foram encontrados sinais de dor, 

aumento da temperatura, inchaço ou sangramento até 28 dias. Portanto, biopsias testiculares não 

causaram alterações inflamatórias macroscópicas na bolsa escrotal e testículos, não afetaram as 

caraterísticas seminais e ultrassonográficas do parênquima testicular e não alteram o perfil 

testicular transcricional de genes envolvidos na inflamação, estresse oxidativo e esteroidogênese. 

Palavras chaves: Desenvolvimento, gônadas, andrologia, ultrassonografia, expressão gênica. 



9 

 

 Pupulim, A.G.P.  SERIAL FREQUENT TRU-CUT TESTICULAR BIOPSIES IN 

RAMS ENABLE ASSESSMENT OF TRANSCRIPTIONAL PROFILE 

WITHOUT ADVERSE EFFECTS. Botucatu 2022. XXp. Tese de doutorado. 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista. 

ABSTRACT 

The testes are responsible for the production and secretion of male sex steroids and sperm. 

The gonads, located in the scrotum, are connected to the body by the spermatic cord. The 

autonomic nervous system controls the thermoregulation mechanisms, which act on the 

sweat glands and dartos tunic in the scrotum, vascular cone, and cremaster muscle in the 

spermatic cord. Internally to the scrotum is the parietal vaginalis tunic, which covers the 

scrotum, and the visceral vaginal tunic, which covers the testes and epididymis. Completely 

enveloping the testes, the tunica albuginea invades the gonadal parenchyma and divides it 

into lobules, where we find the seminiferous tubules, site of sperm production, which are 

carried and stored in the epididymis, undergoing the maturation process. In an adult ram, 

the seminiferous tubules correspond to 84% of the testicular weight and the 

spermatogenesis lasts approximately 47 days. Histologically, the seminiferous tubules are 

divided into a tubular compartment, composed of the germ and Sertoli cells, and an 

interstitial compartment, where the Leydig cells, which produce testosterone, are found. 

Andrological evaluations are performed to determine the male reproductive potential. They 

consist of a general physical examination and assessment of sperm quality, libido, and 

morphological characteristics of the reproductive system. This evaluation can be 

complemented by the ultrasound analysis of testicular parenchyma and testicular biopsies. 

Despite their use, there are few studies detailing the safety strategies pre and post biopsies 

and the effects of sequential testicular biopsies performed in a short time interval. This 

study aimed to review the main testicular developmental changes and methods of 

assessment of testicular function and the effects of sequential biopsies on sperm quality and 

testicular ultrasound appearance, and testicular transcripts. Testicular biopsies were 

performed with a 16 G Tru-cut needle in six Santa Ines x Dorper rams at 0, 3, 6, 12, 24, and 

48 h. Before the first procedure, rams received benzathine benzylpenicillin (30,000 IU/kg 

IM) and flunixin meglumine (1.1 mg/kg, daily for 3 d). Before each biopsy, antisepsis of the 

skin of the scrotum was performed and an anesthetic button was applied with 1 ml of 2% 

lidocaine. Immediately after each biopsy, digital pressure was applied (> 5 min), followed 

by an ice pack (10 min). Testicular tissues samples were analyzed by RT-q PCR to quantify 

transcripts related to acute inflammation (TNFα, IL-1), oxidative stress (GPX1, SOD2, 

HSP70), and steroidogenesis (STAR). Semen collection was performed 3 days before and 28 

days after the first biopsy. Ultrasound evaluations were performed 5 days after the first 

biopsy and then every 4 days until 21 days. There was no difference (P > 0.05) in 

transcriptional, seminal and ultrasonographic profile characteristics. In addition, no signs 

of pain, increased temperature, swelling or bleeding were found for up to 28 days. 

Therefore, sequencial testicular biopsies did not cause macroscopic inflammatory changes 

in the scrotum and testes, no affected seminal and ultrasound characteristics and not 

altered the testicular transcriptional profile of genes involved in inflammation, oxidative 

stress, and steroidogenesis. 

Keywords: Development, gonads, andrology, ultrasound, gene expression 
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 1. Introdução 

Os testículos, órgãos pares com função endócrina e exócrina, são responsáveis 

pela produção e secreção dos esteroides sexuais e pela produção dos espermatozoides (1). 

Diversas alterações congênitas, processos infecciosos, estresse térmico e traumas,  afetam 

a saúde e o desenvolvimento testicular (2). Alterações como orquite, degeneração e 

hipoplasia testicular, hidrocele, hematocele e epididimite são comumente identificadas 

em exames do aparelho reprodutor (3,4) 

A avaliação andrológica envolve os exames físico geral e específico do aparelho 

reprodutor, e as avaliações da qualidade espermática e da libido. Em conjunto, esses 

exames permitem identificar o potencial reprodutivo masculino e investigar possíveis 

causas de alterações patológicas (5). A ultrassonografia e as biópsias testiculares são 

empregadas como exames auxiliares (6–8).  

A ultrassonografia é um método seguro e não invasivo para avaliar o parênquima 

testicular, possibilitando a identificação das alterações gonadais (9). Análises 

computacionais das imagens ultrassonográficas podem auxiliar nos diagnósticos clínicos 

(10). A determinação dos valores numéricos de pixels e o desvio padrão de pixels, 

permitem a caracterização da aparência ultrassonográfica do tecido avaliado (4,10). 

Avaliações ultrassonográficas vêm sendo estudadas como possíveis indicadores da área  

seminífera testicular (11,12) desenvolvimento sexual (6,13) e qualidade seminal (14). 

Por permitir a obtenção de amostras de tecido testicular para a avaliação 

microscópica (15) e a classificação histológica do parênquima testicular (16), a biópsia é 

uma importante ferramenta na determinação da severidade, etiologia e prognóstico das 

funções reprodutivas em homens (17). Em carneiro pré-púberes a utilização dessa técnica 

não comprometeu o desenvolvimento testicular e corporal (6), bem como o perfil 

endócrino (7). Embora a técnica de biópsia testicular seja simples e com inúmeras 

aplicações, os relatos da ocorrência de fibrose (18), reações auto imunes anti-esperma 

(19) e o risco de deficiência de androgênio (20), colocam em dúvida sua aplicação (6). 

No entanto, poucos estudos descrevem as metodologias utilizadas antes e após o 

procedimento de biópsia, a fim de garantir a integridade funcional da gônada. Ademais, 

não há estudos que descrevam a realização de biópsias sequenciais em intervalo de 
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poucas horas e suas consequências no padrão molecular, histológico, ultrassonográfico e 

nos parâmetros seminais. 

Além das infecções e inflamações do aparelho reprodutivo masculino terem efeito 

direito na reprodução, o comprometimento sistêmico também pode afetar os tecidos 

reprodutivos (21). A apoptose, lesões vasculares, fibrose e remodelação tecidual são os 

principais resultados de uma inflamação local, as quais são manifestadas com a redução 

da produção de andrógenos, baixa contagem de espermatozoides, perda temporária da 

fertilidade, além de desconforto e dor (22). Os mediadores inflamatórios têm importante 

papel na gravidade e evolução dos processos reparativos teciduais. Contudo, muitos 

destes também estão envolvidos em diversas etapas da espermatogênese (23,24), bem 

como na modulação local das respostas ao FSH (23,25,26) e produção de andrógenos 

(27–29). Embora a compreensão destas funções ainda seja incompleta, o estudos dos 

mediadores inflamatórios pode vir a fornecer importantes dados para se explicar as 

relações infecção/inflamação e a disfunção testicular (30). 
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