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O CAMINHO NAO TRILHADO

Num bosque de folhas amareladas
dois caminhos haviam e eu ndo podia
ser dos dois caminhante, fiquei ali

a concentrar-me num deles,

olhando fixamente até perdé-lo de vista
nessa curva da folhagem distante.

Mas foi pelo outro que fui igualmente bom

e até certo ponto talvez melhor,

porque cheio de erva e a pedir que 0 usassem;
embora quem por ele passasse

ainda mais usado se sentisse.

Tanto um como o outro ali estavam,

de folhas no chao que nenhum pé escurecera.
Oh, deixei o primeiro para outro dia!

Mas sabendo como um caminho a outro leva,
duvido que la possa voltar um dia.

Isto direi com um suspiro na alma

no tempo que durar a minha vida:
Havia nesse bosque dois caminhos, e
eu fui pelo menos utilizado,

e ai reside toda a diferenca.

Robert Frost
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ESTUDO DA VIABILIDADE DO USO DA PUNCAO BIOPSIA
ASPIRATIVA POR AGULHAS FINA COMPARADA AO DA “TRU-CUT”,
EM TESTICULOS DE CAES.

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar histologicamente as bidpsias testiculares
de cées obtidas por puncéo aspirativa por agulhas fina (PAAF) e “tru cut”. Foram
utilizados 40 cées, adultos, higidos, distribuidos em 2 grupos: G1 - pung¢édo bidpsia
aspirativa; e G2 - bidpsia com agulha “tru-cut”. Cada grupo foi dividido em quatro
subgrupos (Ga, Gb, Gc e Gd) com cinco animais cada, sendo estes orquiectomizados
3,7, 14 e 62 dias apds as bidpsias PAAF ou “Tru-cut”. O material colhido pela PAAF foi
submetido a avaliacao citologica, e o proveniente da bidpsia “tru-cut” e orquiectomia
submetidos a histopatologia. Foram avaliados os espermiogramas e mensuracao de
comprimento e largura do escroto e colhido o soro para pesquisa de anticorpo anti-
espermatozoides. Referente ao espermiograma e a mensuracao do escroto nao foram
observados diferencas (p>0,05) significativas. A amostra direcionada para citologia e
histologia obtida pelas duas técnicas foi considerada de quantidade suficiente para
diagnostico. Na histopatologia a PAAF apresentou menor area de lesdo e reacao
inflamatéria comparada a “tru cut”, no entanto esta ultima apresentou maior quantidade
de material, preservando a arquitetura dos tubulos seminiferos e intersticio. Nao foi
observado diferenca (p>0,05) na produgao de anticorpos anti-espermatozoides, apds as
biopsias. Concluimos que apesar das bidpsias fornecerem material em qualidade e
quantidade adequadas, e da PAAF ter se mostrado menos traumatica, a escolha da
técnica a ser empregada dependera da finalidade para o qual o material se destina.

PALAVRAS-CHAVE: pungao bidpsia por agulha fina, “tru cut”, cao, testiculo
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STUDY OF VIABILITY OF THE USE OF FINE NEEDLES ASPIRATION
COMPARED TO THE ‘TRU-CUT' IN TESTICLES OF DOGS.

SUMMARY - The aim of this study it was evaluate hystologicaly the testicular biopsies
in dogs obtained by aspirative puncture by fine needle and “tru-cut”. Forty males dogs,
adults, healthies were used, distributed in 2 groups: G1 — Fine Needle aspiration; and
G2- biopsy by “Tru-cut”. Each group were shared in four groups (Ga, Gb, Gc e Gd) with
5 animals each, and all of then were orchiectomized after 3, 7, 14, 62 days after the
biopsies by FNA and “tru-cut” being performed. The samples collected by FNA were
submitted to cytology evaluate, and the sample from tru-cut biopsy and orchiectomy
submitted to histopathology. The spermiograms were evaluated, the testicular length
and with were measure, and the animal’'s blood were collected to the anti-sperm
antibody quantification. About the spermogram and measurement of scrotal bag any
significative difference was observed (p>0,05). The sample to cytology and histology
obtained from two techniques showed be in quantity enough to diagnostic. In
histopathology, the biopsy FNA showed smaller damage area and inflammatory reaction
compared to tru-cut, however this one showed biggest quantity of material, preserving
the seminiferous tubules architeture and interstitium. It was not observed significative
difference at anti-sperm antibodies production. We concluded that althought the biopsies
provide material in quantity and quality appropriate, and the PAAF showed less
traumatic, the choose of the technique to be used will depend the purpose for which the

material is intended.

KEY WORDS: biopsy fine needle aspiration, tru-cut, dog, testicle.



1 INTRODUCAO

s

Atualmente € inegavel a importancia da criagdo de caes tanto sob o aspecto
econdmico como o social, pois, particularmente nos grandes centros urbanos, estes
animais cada vez mais sado considerados um “ente” da familia e exercem diversas
funcbes a servico do homem.

Neste contexto, ganha relevancia estudos sobre aspectos da reproducéo e de
métodos de diagndstico que permitam obter resultados confiaveis com rapidez e baixo
custo. Assim, técnicas especificas ou auxiliares para procedimentos de investigacao
clinica tém sido desenvolvidas com o objetivo de atender as necessidades de interesse
veterinario para elucidacao de problemas organicos.

Para os animais machos, sempre houve alguma limitagcdo em termos de meios e
métodos para a realizacao de diagnéstico sobre disfungdes reprodutivas, sendo que na
clinica, o espermiograma ainda é o procedimento mais empregado no primeiro
momento de avaliacdo da higidez do sistema reprodutor do cao.

A técnica de bidpsia incisional €, sem duvida, método de importancia diagndstica
e de uso freqlente nos mais diferentes 6rgéos. Contudo, em se tratando de testiculo, a
relevancia deste procedimento oferece importante restricao. Assim, alternativamente, a
pungao biépsia aspirativa pode suprimir a lacuna existente para se obter material desta
gbnada pelo método convencional.

A puncgéao biopsia aspirativa € utilizada em homens e animais dentre 0s quais o
cavalo, cdo, onga pintada e Ihama. Contudo, particularmente para o cdo, é pouco
empregada, ndo fazendo parte da rotina de investigagdo clinica sobre problemas
reprodutivos havendo, portanto, pouquissima informacao cientifica a respeito de seu
uso.

Sendo assim a necessidade do estudo comparativo das técnicas de bidpsia por
puncéao aspirativa com agulha fina (PAAF) e “tru-cut” se tornou principal objeto de nossa

investigacao.



OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar, as técnicas de bidpsias por puncao aspirativa com agulha
fina (PAAF) e “tru-cut” em testiculos de céaes, como método diagndstico de alteracdes

na fertilidade ou histopatolégicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a- Verificar comparativamente se os procedimentos fornecem material citolégico e
histol6gico adequado.

b- Analisar o processo inflamatorio e cicatricial;

c- Avaliar a qualidade do sémen obtido pré e pds biopsias;

d- Investigar a presencga ou ndo de anticorpos anti-espermatozoides pds bidpsias.



2 REVISAO DE LITERATURA

A infertilidade nos machos pode ser consequiente a patologias, de origem
congénita ou adquirida, de localizagdo pré-testiculares, testiculares ou pés-testiculares
(JOHNSTON, 2001). A pré-testicular usualmente deve-se a alteragdes na hipdfise ou
adrenal; a testicular envolve o testiculo propriamente e a pés-testicular consiste da
obstrucao do ducto espermatico (AL-JITAWI et al., 1997).

Sendo assim torna-se imprescindivel a pesquisa de métodos para diagndstico da
causa de infertilidade no homem e animais domésticos. Esta analise pode ser realizada
por exame clinico, avaliagdo seminal, dosagens hormonais, ultrassonografia e bidpsia
testicular (AL-JITAWI; AL-RAMAHI e HAKOOZ, 1997; CRAFT et al., 1997; MANSOUR,;
SENNA; AHMED, 1999).

O aprimoramento nesta area ainda conta outras metodologias para diagnéstico
como a imunologia, radioimunoensaio, bioquimica, criobiologia, cultura de tecidos e
células, bioengenharia genética e técnicas empregadas para estudo de sémen
(JAINUDEEN e HAFEZ, 1995).

Devido ao grande numero de alternativas que podem provocar alteracbes da
fertiidade no homem, a bidpsia incisional tem merecido destaque como ferramenta
diagnéstica de acordo com os relatos de Craft et al., (1997).

Segundo PIANTON et al. (1985) uma alternativa a bidpsia incisional testicular na
investigacdo das afeccdes reprodutivas é a opcao pela biépsia por puncao aspirativa
com agulha fina (PAAF), porém tem sido pouco utilizada desde a publicacao original de
HUHNER (1928).

PERSSON; AHREN e OBRANT (1971) compararam a biépsia PAAF com a
incisional no homem, encontrando completa concordancia entre os resultados em
testiculos normais. De outra parte, MALLIDIS e BAKER (1994) descreveram para este
tipo de comparacao que apenas 56% dos pacientes avaliados apresentaram resultados
em completo acordo diagnéstico de fertilidade, 38% revelaram pequenas diferengas e
3,7% mostraram completa diferenca. RAMMOU-KINIA et al. (1999) relataram que
88,5% dos casos estudados em humanos tiveram excelente relacdo entre os resultados

das biépsias e o diagndstico citologico. A especificidade e sensibilidade da bidpsia
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PAAF foi de 100%. MAHAJAN et al. (1999) encontraram, no homem, similaridade de
97% entre os diagnésticos por histologia e citologia. ARIDOGAN et al. (2002)
trabalhando com pacientes humanos portadores de azoospermia ou severa
oligospermia, encontraram em 90% dos testes de citopatologia compatibilidade com os
achados histolégicos.

No homem a bidpsia PAAF é utilizada com éxito em casos de carcinoma in situ
em testiculos (BRACKENBURY et al., 1993), e infertilidade por alteracbes hormonais,
obstrutivas, infecgbes, hidrocele, cistos e tumores (RAMMOU-KINIA et al., 1999).
Também tem sido relatada como técnica de diagnéstico eficiente para microfilaria
(MEHROTRA e SINGH, 2000).

A biopsia aspirativa, considerada como excelente procedimento para diagnostico
de infertiidade no homem, vem sendo pouco difundido na pratica veterinaria
(MANSOUR; SENNA e AHMED, 1989; ZAHN et al.,, 1999). Nota-se que as
investigagdes clinicas na infertilidade de machos caninos sao limitadas, ndao sendo
possivel ao clinico realizar diagnostico preciso (DAHLBOM; MAKINEN; SUOMINET,
1997).

A citologia testicular obtida por aspiracao foi utilizada como auxiliar no
diagnostico clinico em casos de azoospermia e afecgdes testiculares em caes
(DAHLBOM; MAKINEN e SUOMINET et al. 1997; LEME e PAPA, 1997), equinos
(MANSOUR; SENNA e AHMED, 1999), Ihamas (HEATH et al., 2002) e em onga pintada
(PAZ et al., 2003).

Em equinos, a PAAF testicular foi utilizada para avaliar as caracteristicas
celulares apds aquecimento dos testiculos (LEME e PAPA, 1999), na comparagéo de
diferentes métodos de coloracao utilizados na citologia aspirativa (ZAHN et al., 1999) e
também para avaliar a influéncia da estacdo de monta nas células espermatogénicas e
de Sertoli (LEME; PAPA e TRINCA, 2002).

Nos céaes, estudos da fertilidade em casos de injuria aguda da medula espinhal
tém sido investigados com uso da PAAF, mediante quantificacdo da espermatogénese
por analise da citologia testicular (OHL et al., 2001). Porém, vérios fatores influenciam
os clinicos a optarem pela nao utilizacdo como método de rotina na reprodugao

humana, por receio de trauma, hematomas, hemorragias e implantacdo de tumores nos



locais puncionados. Outro importante fator limitante para o emprego desta técnica é a
falta de patologistas experientes nas analises citoldgicas (ARIDOGAN et al., 2002).

Ainda, para a espécie humana, a biépsia por agulha fina testicular é técnica de
diagnostico simples, confidvel, menos invasiva e com poucas complica¢ées, sendo bem
tolerada. Seu uso pode evitar investigacdo clinica desnecessaria e de alto custo
(PERSSON; AHREN; OBRANT, 1971; MALLIDIS e BAKER, 1994; AL-JITAWI; AL-
RAMAHI e HAKOOZ, 1997; ARIDOGAN et al., 2002;). Com a citologia torna-se possivel
também obter avangos na citometria. Assim, o diagnéstico para malignidade de tumores
pode ser feito por patologistas capacitados usando técnicas histolégicas sem utilizar
método de coloracdo especial. Quanto a bidpsia incisional, esta € mais invasiva,
dolorosa e requer sala e materiais cirlrgicos adequados (PERSSON; AHREN e
OBRANT, 1971).

No homem vantagens diferenciais sdo observadas na bidpsia aspirativa
comparada a convencional. Devido as vérias pungdes, em diferentes areas, a amostra
obtida é mais representativa que a bidpsia incisional. Outro fato é que o uso da biépsia
convencional nos testiculos, devido a sua estrutura delicada, causa muitos artefatos nos
cortes histolégicos, podendo levar a falha do diagnéstico correto, fato este nao visto na
citologia (GOTTSHALK-SABAG et al., 1993).

Apesar das varias vantagens, a citologia possui algumas limitacbes como a
perda da padronizacdo sobre a qualidade e a quantidade dos achados, tal conclusédo
pode ser observada em equinos (LEME e PAPA, 2000). Tem-se verificado que em
caes, a quantidade de tecido obtido por bidpsia aspirativa € menor que a biépsia
incisional e que cortes histoldégicos dos tubulos seminiferos fornecem avaliagdo mais
precisa da atividade espermatogénica em tecidos obtidos por bidpsia. Em esfregagos
citolégicos, diferentes tipos celulares esperméaticos estdo dispersos sobre a lamina e o
contato normal entre as células é perdido (DAHLBOM; MAKINEN e SUOMINET, 1997).

A bidpsia testicular tem em caes consequéncias que podem levar a danos no
parénquima que afetam diretamente a espermatogénese. Tem-se observado em
animais submetidos a procedimentos cirargicos como bidpsia testicular e aspiragao de
espermatozoides, que a producao de anticorpos anti-espermatozoides ocorre cerca de

duas semanas apdés com duracdo transitéria e sem ter efeito prejudicial na producao



total dos espermatozéides ou na sua motilidade (ATTIA et al., 2000). MALLIDIS e
BAKER (1994) observaram que a bidpsia incisional no homem tem como limitagédo a
presenca dos artefatos de técnica, como uma ou mais formas de ruptura da arquitetura
dos tubulos seminiferos. Entre as alteracbes associadas relataram a coloragdo ou
fixacdo pobre, contragcdo e distorcdo do tecido, bem como células vacuolizadas e
destruidas.

Com o uso da histologia, CRAFT et al. (1997) avaliaram o parénquima testicular
de pacientes humanos submetidos a bidpsia aspirativa por agulha fina, e encontraram
evidéncias de ruptura tubular com células espermatogénicas e restos de material
nuclear no intersticio. A presenca de hemorragia foi relatada em alguns pacientes, sem
interferir na arquitetura dos tdbulos; observaram ainda o espessamento das membranas
basais tubulares e tubulos hialinizados indicando cicatriz, a qual foi identificada na
coloracao pelo Tricrdmico de Masson.

De acordo com SHUFARO et al. (2002) a natureza multifocal da PAAF em ratos
causou severo, progressivo e irreversivel dano sobre a arquitetura dos tubulos no
trajeto da agulha e eventualmente levou a hipotrofia tubular ampla que € proporcional a
sua extensado. No entanto, HEATH et al. (2002) trabalhando com PAAF em Ihamas,
relataram na avaliagdo histolégica do parénquima testicular, a presenca de tecido
fibroso localizado correspondendo ao trajeto da agulha utilizada em 10 das 16 biépsias
aspirativas realizadas. Tubulos seminiferos anormais somente foram observados nas
areas proximas das fibroses. Descreveram ainda alteragbes como vacuolizacao
citoplasmatica das células de Sertoli e necrose das células espermaticas, debris
hipercromaticos e material eosinofilico foram achados no lume dos tubulos seminiferos.
Finalizando estes autores consideram este procedimento seguro, e indicaram seu uso

em |lhamas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 40 machos de aproximadamente 10 Kg e duas fémeas ovéario-
histerecotomizadas, adultos, da espécie canina, sem predilecao por raca, provenientes
da Associagcao de Protecao aos Animais de Uberlandia (APA). Os animais selecionados
foram considerados sadios apds exame clinico e laboratorial (hemograma, bioquimica
sanguinea, urindlise). Todos os procedimentos (colheita de sémen, biopsias e
orquiectomia) foram realizados nas dependéncias do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O experimento foi executado mediante a
autorizacdo da Comissdo de FEtica, processo n°® 005888-06 (FCAV- UNESP -
Jaboticabal).

Os caes foram distribuidos randdémica e igualitariamente em dois grupos
experimentais: grupo 1 (G1)- biépsia PAAF (puncao aspirativa com agulha fina) e grupo
2 (G2)- biépsia com agulha “tru-cut”. Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos,

conforme o periodo préprio de avaliagado temporal (Tabela 1).

3.2 Colheita e analise do sémen

Em todos os animais as colheitas de sémen foram realizadas imediatamente
antes de cada procedimento, obtendo-se um total de 80 amostras. O sémen foi colhido,
identificado e analisado segundo técnica descrita por CHISTIANSEN (1988) (Apéndice
A).



Tabela 1. Grupos, subgrupos, numero de animais e dias das orquiectomias poés-
procedimento experimental (bidépsias com puncdo por agulha fina e por

agulha “tru-cut”) em céaes. Jaboticabal, 2009.

Grupo/Procedimento Subgrupo Numero de Orquiectomia*
animais (Pés-procedimento)
Dias
G1* Gi1a 5 3
Puncéo bidpsia aspirativa Gip 5 7
por agulha fina Gic 5 14
Gig 5 62
G2* Goa 5 3
Biopsia com agulha tipo Gt 5 v
“tru-cut” Goe 5 14
Gag 5 62

Os procedimentos foram sempre realizados bilateralmente.

3.3 Obtencao do soro para deteccao de anticorpos anti-espermatozoides

Imediatamente antes de cada procedimento (bidpsias com puncdo por agulha
fina ou “tru-cut” e orquiectomia) foram colhidos 5mL de sangue de cada individuo, nos
dias pré-estabelecidos. No Laboratério de Patologia Clinica da UFU o sangue foi
centrifugado a 720xg por 10 minutos, e em seguida o soro aliquotado no volume de
0,5mL em “eppendorfs” devidamente identificados, seguindo-se 0 armazenamento em
freezer a -20°C.

3.4 Procedimentos pré-cirurgicos

Os animais foram mantidos em jejum hidrico e alimentar de 12 horas. A pré-

anestesia foi feita pela administracdo de acepromazina' e buprenorfina®, por via

! Univet, Sao Paulo, SP.
? Schering-Plough S.A., Sao Paulo, SP.



intramuscular, nas doses de 0,025mg/Kg e 0,01mg/Kg, respectivamente. Os caes foram
contidos em decubito dorsal para realizacdo da tricotomia e assepsia do campo
cirurgico (regiao pré-escrotal, escroto e face medial proximal dos membros pélvicos)
com povidona-iodo®.

Todos os animais foram submetidos a anestesia dissociativa, pela aplicacédo de
5mg/Kg de tiletamina associado a 5 mg/Kg de zolazepam (Zoletil 50%)* por via

intramuscular.

3.5 Avaliacao das medidas do escroto

A largura e o comprimento do escroto foram obtidos pelo uso de paquimetro
(Mitutoyo). As avaliagbes foram realizadas imediatamente antes de cada procedimento

nos dias pré-estabelecidos.

3.6 Procedimento cirargico

3.6.1 Grupo 1

O testiculo foi mantido entre os dedos indicador e polegar. Foi utilizada agulha
hipodérmica® de 22G (0,70X25mm) adaptada a uma seringa® de 20mL, perfurando
desde a cutis do escroto até 2 cm do parénquima testicular. A pungéo foi feita no tergo
médio do testiculo, oposto ao corpo do epididimo (Figura 1). A agulha acoplada a
seringa foi movimentada para frente e para trds, com o émbolo tracionado, promovendo
a formacéao de vacuo, perfazendo cinco puncgdes. Terminado o procedimento, foi feita
pressdo digital suave no local da aspiracdo. O procedimento foi realizado
bilateralmente. O material aspirado foi distribuido em trés laminas e corados
(ROSENLUND et al., 1998; LEME;PAPA, 1999).

® Rioquimica, S&o José do Rio Preto, SP.

* Virbac do Brasil, Sao Paulo, SP.

® Becton, Dickinson and Company (BD), Curitiba, PR.
® Industrias Cirurgicas Ltda, Ourinhos, SP.
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Figura 1. Testiculo. A - (cr- terco cranial; m- terco médio; ca- terco caudal; e-

epididimo). B- Local da puncéo (seta).

3.6.2 Grupo 2

O testiculo foi mantido entre os dedos indicador e polegar. A agulha com calibre

14G, comprimento 15 cm, tipo “tru-cut”

de bidpsia semi-automatica descartavel foi
introduzida no tergco médio do testiculo, oposto ao corpo do epididimo, transpassando
as tunicas até 2 cm do parénquima, acionando-se entdo o disparo automatico (Figura
1). Terminado o procedimento, foi feita pressao digital suave no local da aspiragdo. O
procedimento foi realizado bilateralmente. O material obtido foi imerso em solu¢do de
Bouin. (LOPATE; THRELFALL e ROSOL, 1989).

No pés-operatério os animais receberam, por trés dias consecutivos, dipirona®
sddica na dose de 25mg/Kg, a cada 8 horas, por via oral. O curativo topico foi realizado

com povidona-iodo, a cada 12 horas por sete dias consecutivos.

" Medical Device Tecnologies, Flérida, EUA.
¥ International Vitamins, Sao Paulo, SP.
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3.6.3 Técnica cirurgica de orquiectomia — G1 e G2

A técnica cirurgica para a realizagao da orquiectomia foi a descrita por CRANE
(1996). Apos a cirurgia, retiraram-se com bisturi fragmentos das extremidades capitata
e caudata, bem como as faces lateral, medial e epididiméaria dos testiculos. Estes foram
entao devidamente identificados, seguido de sua imersao em solugao de Bouin por 24
horas, e processados para analise histologica.

Foram administrado nos animais flumixin meglumina®, na dose de 1,1mg/Kg uma
vez ao dia, por 4 dias consecutivos, por via oral e trés aplicacées em dias alternados de
penicilina benzatina'®, na dose de 40.000UI/Kg, por via intramuscular. O curativo tépico
foi realizado com povidona-iodo, a cada 12 horas por sete dias consecutivos e também

foi utilizado colar elizabetano durante sete dias.

3.7 Ensaio Imunoldgico

Ap6s a andlise do sémen, este foi armazenado em freezer a -20 °C.
Posteriormente, a obtencdo das proteinas de superficie dos espermatozéides foi
realizada conforme técnicas descritas no Apéndice B1.

As proteinas de superficie foram submetidas ao processo de separacao
eletroforética/SDS-PAGE realizado no Laboratorio de Biofisica da UFU para determinar
as bandas protéicas dos diferentes antigenos descritas por Laemmli (1970); TOWBIN;
STAEHELIN e GORDON (1979). A técnica encontra-se descrita no Apéndice B2.

A concentragao protéica do antigeno foi determinada pelo método de LOWRY et
al. (1951) e aliquotas de SPAg (antigeno soluvel de espermatozéide de cao) foram
armazenadas a —200C até serem utilizadas nos ensaios de ELISA indireto.

° Chemitec, Sao Paulo, SP.
1 Eurofarma, Séo Paulo, SP.
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3.7.1 Inoculacao do antigeno e colheita dos soros controles positivos e negativos

Para obtenc¢ao do controle negativo foi colhido um volume de 5SmL de sangue das
cadelas imediatamente antes da imunizacdo (tempo zero). Em seguida, foram
realizadas duas aplicacées de antigeno SPAg em combinacdo com adjuvante. Na
primeira dose com ACF (Adjuvante Completo de Freud) e na segunda dose com AlF
(Adjuvante Incompleto de Freud), com intervalo de 15 dias. Apds 30 dias da ultima
aplicacao foi colhido 5ml de sangue obtendo o controle positivo. O sangue obtido antes
e apds a imunizacao foi levado ao Laboratério de Imunologia da UFU, centrifugado a
720xg por 10 minutos, separando-se o soro, que foi devidamente identificado e

armazenado em freezer a -20°C.

3.7.2 Técnica de ELISA indireta

O meétodo ELISA indireto foi realizado para a detecg¢do de anticorpos IgG anti -
SPAg (antigeno soluvel de espermatozéide de cao), em amostras de caes antes e apds
a técnica de bidpsia, segundo o protocolo anteriormente descrito (SILVA et al., 2007). A
técnica encontra-se descrita no Apéndice B3.

3.8 Analise Citologica e Histologica

Referente a citologia, o material aspirado foi dividido em trés Iaminas histolégicas
(26x76mm), identificadas e secas em temperatura ambiente. Em seguida foi fixado e
corado empregando-se a técnica de May-Grunwald-Giensa. A avaliagdo das laminas foi
feita no laboratério de Histologia da UFU.

As trés laminas foram avaliadas em microscopia de luz (objetiva de 100x)
contando-se randomicamente um total de 100 células em cada. Foram encontrados:
espermatogbnia, espermatoécito, espermatide, espermatozdide, células de Sertoli,
células nao identificadas, hemacias e leucécitos. Nao foi realizada a diferenciacdo dos

espermatdcitos em primarios e secundarios e das espermatides nas fases inicial e final
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da espermatogénese. A identificacdo das células foi realizada seguindo o critério
descrito por LEME e PAPA (1997). J&4 a presenca das hemacias e leucdcitos, foi
avaliada utilizando-se de um escore de zero a trés cruzes, conforme a quantidade
presente nas mesmas.

Quanto a histologia, os fragmentos de tecidos colhidos pela bidpsia por agulha
“tru-cut” e da orquiectomia dos testiculos direito e esquerdo de cada animal foram
devidamente identificados e imersos em solugdo de Bouin e fixado por 24 horas,
seguido pelos processos de desidratagdo em alcool, diafanizagao por xilol e inclusao
em parafina. Em seguida, realizou-se a microtomia, obtendo-se trés cortes semi-
seriados de 5um por testiculo com intervalo de 50 um entre eles, e corados com HE
(hematolixa-eosina). A preparagao e leitura do material histolégico foram realizadas no
Laboratério de Histologia da UFU.

A avaliacdo histoldgica das laminas da biépsia por agulha tipo “tru-cut”, foi
realizada determinando-se o numero de tubulos seminiferos presentes no material
colhido bem como a sua integridade.

As laminas obtidas por ambas as técnicas de bidpsias foram submetidas a
avaliacdo descritiva observando-se 0s seguintes parametros: area de lesao,
hemorragia, células mononucleares, células polimorfonucleares, destruicao de tubulos
seminiferos, presenca de fibras colagenas (fibrose) e degeneracdo, mediante
microscopia de luz com objetiva de 10x e 40x.

3.9 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos valores referentes aos parametros espermaticos foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, e para as medidas do escroto (cm)
utilizou-se o teste de Tukey (p<0,05) (FLEMING e HARRINGTON, 1991).

Na analise citoldgica, determinou-se o valor qualitativo absoluto das quantidades
de células germinativas e de Sertoli pelo teste de Tukey (p<0,05) para este material.
Para as heméacias e leucécitos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon
(p<0,05) (FLEMING e HARRINGTON, 1991).
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O teste de T de Student (p<0,05) foi empregado para averiguar a presenca de
anticorpos IgG anti-SPAg realizados pelo método ELISA indireto causadas pelas
diferentes técnicas de biépsias (FLEMING e HARRINGTON, 1991).



15

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espermiograma

Todas as amostras de sémen obtidas nos diferentes momentos de avaliagéao, nos
dois métodos utilizados, nao revelaram diferencas significativas (p > 0,05), intra e entre
grupos; no que se refere ao vigor, motilidade e concentragdo espermatica, além dos
defeitos maiores e menores. Estes dados estao reunidos, respectivamente, nas tabelas
de 2 a 6. Nossos achados encontram similaridade nas descrigdes feitas por DALHBOM,
MAKINEN e SUOMINEN (1997) em caes, HEATH et al. (2001) em touros pelo método
PAAF, e nas de “tru-cut”, como relatado por SATORI et al. (2002) em ovinos. HUNT e
FOOT (1997) descreveram discreto e temporario decréscimo na concentragao
espermatica, fenbmeno oposto ao por noés verificado, ainda que nao tenha havido
diferengca significativa. Este aumento da concentragdo espermatica se deve
possivelmente a mudanga no manejo e dieta alimentar, uma vez que apds a bidpsia
esses animais que inicialmente viviam em canis, passaram a residir em domicilio, com
consequente melhora da dieta em qualidade e quantidade bem como na qualidade de
vida. De outra parte SOUZA et al. (2004) relataram, em caes, alteracao irreversivel no
espermiograma em um unico animal, provavelmente, conseqiéncia de degeneracao
testicular, o que nao foi por nés observado. Em referéncia as diferengas bioldgicas,
notamos que em alguns animais os defeitos nos espermatozdides tenderam a
aumentaram provavelmente em decorréncia do trauma provocado nos tudbulos
seminiferos, resultando em processo inflamatério com aumento da temperatura local, o
que pode ter causado alteragdes na espermatogénese, no entanto esse aumento nao
foi significativo.

Aos trés dias ap0ds biopsias, todos 0s animais apresentavam diminuicao da libido
e desconforto durante a compressao digital do pénis, revelando manifestacdo de dor
para a colheita do sémen, previamente a realizagcdo das orquiectomias. Este fato,
acreditamos, decorreu da edemaciacdo do escroto consequente ao processo
inflamatdrio causado pelas bidpsias. Dos trabalhos por nés cotejados somente os de
COHEN e WARNER (1987) e ARIDOGAN et al. (2002), descreveram, no homem,
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sensibilidade dolorosa nos primeiros trés dias. De outra parte, ndo encontramos relatos
de manifestagdo dolorosa em animais, fato que em nosso entendimento € importante e
deve ser considerado em todas as espécies animais domésticas.

Nas avaliagdes subsequentes realizadas neste estudo o fendmeno dor ndo mais
foi observado, episdédio que a nosso ver € coerente com a diminuicdo do processo
inflamatério, condizendo com Hansen (1994), onde citou que a dor diminui nos

primeiros trés dias apds procedimento cirdrgico no cao.

Tabela 2. Medianas, quartilhos menores e maiores do vigor espermatico de caes, intra
e entre grupos, antes e apos 3, 7, 14 e 62 dias das bidpsias testiculares por

puncdo com agulha fina (PAAF) e “tru-cut”. Jaboticabal-SP, 2009.

Dias PAAF “tru-cut”

Antes Apos Antes Apoés
3 35(35-40) 40(3,5-4,0) 5(4,0-50 4(35-45)
7 45(2,7-45) 3,7(2,0-4,5) 4(35-45) 3(1,0-4,0)
14 4,0(4,0-40) 2,7(25-3,5 4(3,5-45 2(2,0-3,0)
62 3,5(3,0-45) 35(35-4,0) 4(4,0-45) 4(25-4,5)

As medianas n&o diferem entre si (p > 0,05).

() — intervalos entre quartilhos maior € menor.
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Tabela 3. Medianas, quartiihos menores e maiores da molitidade espermatica de caes,

intra e entre grupos, antes e apos 3, 7, 14 e 62 dias das bidpsias testiculares

por puncao com agulha fina (PAAF) e “tru-cut”. Jaboticabal-SP, 2009.

Dias PAAF “tru-cut”

Antes Apos Antes Apos
3 80 (75-85) 80(75-85) 95(85-95) 80 (75-87)
7 90 (60-90) 70 (40-90) 90 (90 - 90) 0 (90 - 95)
14 85 (85-90) 85 (40-99) 0 (80 - 95) 0 (42 - 67)
62 75 (75-90) 85(80-90) 80 (80-90) 90 (40 - 95)

As medianas nao diferem entre si (p > 0,05).

() — intervalos entre quartilhos maior e menor.

Tabela 4. Medianas,

quartilhos

menores e maiores da concentracao

(x106

espermatozoéides/mL) esperméatica de caes, intra e entre grupos, antes e
apoés 3, 7, 14 e 62 dias das biopsias testiculares por pungao com agulha fina
(PAAF) e “tru-cut”. Jaboticabal-SP, 2009.

Dias PAAF “tru-cut”

Antes Apos Antes Apos
3 20(09-25) 28(26-60) 37(17-92) 29 (18-98)
7 24 (11-31) 21 (30-60) 0(38-56) 37 (22-44)
14 27 (25 - 50) 1 (13- 45) 5(15-86) 54 (15-64)
62 47 (42-51) 31(21-39) 75(43-97) 1(25-97)

As medianas n&o diferem entre si (p > 0,05).

() —intervalos entre quartilhos maior e menor.
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Tabela 5. Medianas, quartilhos menores e maiores dos defeitos maiores (%) dos
espermatozoéides de cées, intra e entre grupos, antes e apoés 3, 7, 14 e 62
dias das bidpsias testiculares por puncdo com agulha fina (PAAF) e “tru-cut”.
Jaboticabal-SP, 2009.

Dias PAAF “tru-cut”
Antes Apos Antes Apos
3 1(1-2) 2(1-4) 3(2-3) 1(1-2)
7 1(1-4) 2(1-3) 1(1-4) 1(1-1)
14 3(1-3) 1(1-4) 2(2-5) 3(2-5)
62 1(1-1) 2(1-4) 2(1-2) 2(1-3)

As medianas nao diferem entre si (p > 0,05).

() —intervalos entre quartilhos maior e menor.

Tabela 6. Medianas, quartiihos menores e maiores dos defeitos menores (%) dos
espermatozoéides de caes, intra e entre grupos, antes e apés 3, 7, 14 e 62
dias das bidpsias testiculares por puncdo com agulha fina (PAAF) e “tru-cut”.
Jaboticabal-SP, 2009.

Dias PAAF “tru-cut”
Antes Apos Antes Apos
3 1(1-3) 2(1-2) 1(1-3) 2(1-3)
7 1(1-2) 2(1-3) 2(1-5) 2(1-2)
14 3(1-3) 2(1-4) 1(1-2) 1(1-3)
62 2(1-2) 1(1-3) 1(1-3) 2(1-4)

As medianas nao diferem entre si (p > 0,05).

() —intervalos entre quartilhos maior e menor.

4.2 Avaliacao das medidas do escroto

Referente as avaliacoes realizadas antes e apds as bidpsias em todos os
momentos de observacao intra e entre grupos, nao observamos diferenca significativa
(p > 0,05) quanto ao comprimento e largura do escroto. Estes resultados estédo
contidos, respectivamente, nas tabelas 7 e 8. Nossos achados foram semelhantes aos
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encontrados por LOPATE, THRELFALL e ROSOL (1989), em caes e MANSUOR,
SENNA e AHMED (1999) em equinos; no que diz respeito as avaliagbes proporcionais
do perimetro do escroto no pré e pos procedimento de bidpsia, o que reforca nossa
observacdo de que o edema decorrente do manuseio invasivo ndo chega a
comprometer as dimensdes desta estrutura anatémica ainda que tenha havido
variacdes individuais mais exacerbadas. E interessante ressaltar ainda que HEMEIDA
et al. (1980), relataram que esse parametro (edema), ndo pode ser usado como
indicagao segura de comprometimento da producéao espermatica.

Apenas um animal a ser orquiectomizado no 14° dia, pertencente ao grupo de
biopsia com agulha tru-cut, manifestou além de uma sensibilidade dolorosa de maior
grau em relagdo aos demais do seu grupo, um aumento das medidas de comprimento e
largura da escroto. Entretanto, apds a retirada do testiculo a mensuragao desta gbnada
revelou uma diminuicdo em seu tamanho e ao exame histopatolégico verificou-se a
ocorréncia de hipotrofia, também descrita por LOPATE, THRELFALL e ROSOL (1989)
com agulha “tru- cut”. Considera-se prudente destacarmos que esta avaliacao foi feita
somente neste cao devido as caracteristicas peculiares de sensibilidade e tamanho, em
todos os outros animais em uma avaliagdo macroscopica nao houve nenhum indicio de

alteracéo significativa.

Tabela 7. Médias e desvios padrdo intra e entre grupos do comprimento do escroto
mensurado por paquimetro, antes e apds 3, 7, 14 e 62 dias das bidpsias

testiculares por pungdo com agulha fina (PAAF) e “tru-cut”. Jaboticabal-SP,

2009.
Dias PAAF “tru-cut”
Antes Apoés Antes Apoés
3 3,42 + 0,66 3,47 £ 0,80 3,84 + 0,64 3,88+0,73
7 3,32 £ 0,31 3,44 + 0,46 3,67 £ 0,68 3,86 £ 0,69
14 3,43 +0,27 3,50 + 0,50 3,80 +0,34 3,92 £ 0,34
62 3,50 £ 0,50 3,72 +0,66 4,20 + 0,59 4,05 £ 0,58

As médias nao diferem entre si (p > 0,05).
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Tabela 8. Médias e desvios padrdao intra e entre grupos da largura do escroto

mensurada por paquimetro, antes e apds 3, 7, 14 e 62 dias das bidpsias

testiculares por pungdo com agulha fina (PAAF) e “tru-cut”. Jaboticabal-SP,

2009.
Dias PAAF “tru-cut”
Antes Apos Antes Apos
3 2,38+048 225+052 2,34+0,34 2,554+0,59
7 1,91+0,27 2,02+042 227+0,19 2,54+0,59
14 2,056+0,33 2,19+0,58 2,70+0,69 2,70+0,69
62 213+0,32 222+0,42 4,19+527 234+044

As médias nao diferem entre si (p > 0,05).

" Variavel transformada em Log (da observagao + 1)

4.3 Citologia do testiculo (PAAF)

A média percentual das células obtidas na PAAF foi: espermatog6nia (4,74%),
espermatocito (5,57%), espermatide (42,10%), espermatozéide (7,00%), células de
Sertoli (11,23%) e células nao identificadas (5,73%) (Figura 2). Estes resultados foram
similares ao de GOTTSCHAKK-SABAG; CLICK e WEISS (1993), MAHAJAN et al.
(1999) e BATRA et al. (1999) no homem, SARTORI FILHO, LEME e CUNHA (1996),
LEME e PAPA (1997), SOUZA et al. (2004) em caes e LEME e PAPA (1999), ZAHN et
al. (1999), LEME e PAPA (2000) e LEME, PAPA e TRINCA (2002) em equinos. No
entanto, esses autores, com excecdo de BATRA et al. (1999), subdividiram os
espermatocitos e espermatides em primarios e secundarios, o que nao foi adotado por
nés. Conforme LEME e PAPA (1997) e BATRA et al. (1999) os espermatdcitos
secundarios sao dificeis de serem identificados devido a curta duragdo desta fase
celular. As células nao identificadas neste estudo podem ter sido rompidas durante a
confeccdo dos esfregagcos ou devido a intenso aglomerado celular, ndo sendo possivel
sua diferenciacdo. Quanto as células de Leydig, estas nao foram identificadas
principalmente devido as dificuldades em seu reconhecimento nos exames citolégicos
(PAPIC et al., 1988; LEME e PAPA, 1999; LEME e PAPA, 2000).
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A andlise quantitativa do esfregaco citolégico se mostrou viavel sendo possivel
identificar as linhagens celulares da espermatogénese. Encontramos uma grande
variacao na quantidade de células entre estes tipos celulares, achados similares aos
descritos por FORESTA et al. (1993) e LEME e PAPA (1999). A quantidade de
espermatides por noés analisada foi maior do que qualquer outra da linhagem
espermatogénica fato também relatado por FORESTA, VAROTTO e SCANDELLARI
(1992) e BATRA et al. (1999) no homem; LEME e PAPA (1999) em equinos e SOUZA
et al. (2004) em caes. No entanto, em individuos normozoospérmicos observa-se
aumento gradual do nimero das espermatogénias até os espermatozoides, revelando o
processo espermatogénico normal, enquanto que mudangas em sua contagem
sugerem alteragdes da espermatogénese (FORESTA, VAROTTO e SCANDELLARI,
1992; SOUZA et al., 2004).

Figura 2. Fotomicrografias de células obtidas por puncédo biépsia com agulha fina
(PAAF) de testiculos de caes. A- Espermatdcito | (S1), Espermatide inicial
(Ei), Espermatide final (Ef), Células de Sertoli (Sc). B- Nota-se:
Espermatogbnia (Sg), Células de Sertoli (Sc), Espermatide inicial (Ei).

Coloragao: May-Grunwald-Giensa.

E interessante destacarmos as vantagens da bidpsia PAAF por ser de facil
execucdao na rotina clinica e a obtencdo de uma amostragem celular mais

representativa da gbnada, por puncionar varias regiées desta, promovendo assim uma
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boa avaliagdo da linhagem espermatogénica e das células de Sertoli. Porém, como
fator limitante esta técnica ndo permite a visualizacdo dos tubulos semineferos e
intersticio, aspecto que pode comprometer a realizagdo de um diagnéstico adequado,
opinido corroborada por ARIDOGAN et al. (2002). Complementarmente, outro aspecto
que pode comprometer a avaliacdo do material obtido € a presenca de hemacias
(contaminacgéao), podendo até, na dependéncia da quantidade destas células, inviabilizar
a avaliacdo do material. Assim, recomenda-se a atencéo do técnico na execugao deste
procedimento no sentido de verificar visualmente a presenca ou nao de sangue no
equipamento da puncdo.A presenca de sangue também foi mencionada como um
inconveniente importante por MAHAJAN et al. (1999), MALLIDIS e BAKER (1994) e
ARIDOGAN et al. (2002).

Quando foi comparada a quantidade de células destinadas a verificagdo da
homogeneidade da amostra, ndo foi constatada diferenca (p > 0,05) para os tipos
celulares pesquisados entre as laminas (Tabela 9), incluindo hemacias e leucécitos, o
que demonstrou homogeneidade do material, assegurando seu uso para realizagdo do
diagnostico.

Tabela 9. Médias e desvios padrdo dos numeros de células da linhagem germinativa e
de Sertoli obtidas por puncao biépsia com agulha fina em caes, Jaboticabal-

SP, 2009.

Células Lamina 1 Lamina 2 Lamina 3

Espermatogbnia 05,80 + 07,60 04,27 + 05,46 04,25 + 06,68
Espermatécito 06,72 +12,79  05,95+13,80 04,15+11,75
Espermatide 4557 +22,05 36,45+2492 35,28 + 26,42
Espermatozdide 10,92 £09,08 08,85+07,19 10,41 +£10,58
Sertoli 13,72 £ 09,81 10,50 £ 09,45 9,71 £ 08,73
Células nao identificadas 07,27 £05,29 05,10 £ 04,33 04,94 + 05,37

As médias nao diferem entre si (p > 0,05).

Todas as variaveis acima transformadas em Log (da observagao + 1)
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4.4 Histologia do testiculo (“tru-cut”)

Ap6s avaliar a quantidade de tubulos seminiferos classificados como integros,
em relacdo aos danificados, evidenciamos que a média dos integros foi de 33,5 tubulos
por amostra, indicando que este método fornece quantitativa e qualitativamente material
suficiente e adequado para a realizagdo de diagnédstico (Tabela 10). De acordo com
ODABAS et al. (1997) a quantidade de tubulos viaveis presentes para um seguro
diagnéstico € de no minimo 10 por fragmento. Nossos resultados mostraram-se
superior aos descritos por estes autores que verificaram 14 tdbulos em pacientes
humanos e aos de HEATH et al. (2001) que obtiveram 20,5 em Lhamas, porém, inferior
aos 55 tubulos relatados por SARTORI et al. (2002) em ovinos.

E importante destacar ainda que esta técnica fornece material para que se faca
com seguranca além da avaliacdo dos tubulos, a pesquisa dos tipos celulares e do
intersticio da gbénada, fornecendo assim, uma visdo mais completa e um melhor

subsidio para a realizacao do diagnéstico.

Tabela 10. Médias, desvios padrdo, coeficientes de variagdo, minimo e maximo da
quantidade de tubulos normais, parciais ou totalmente lesados presentes na

biépsia com agulha “tru-cut” em caes, Jaboticabal-SP, 2009.

Parametro integro Lesionado

Parcial Total
Média 33,56 2,52 1,00
Desvio Padrao 18,60 1,84 1,22
Coeficiente Variacao 55,43 72,98 121,72
Minimo 6,67 0,00 0,00
Maximo 94,00 8,33 5,33

Entretanto, é interessante destacar que na maioria dos casos embora se tenha
boa qualidade do material colhido, esta técnica pode nao fornecer material adequado na
dependéncia de problemas decorrentes de impericia do operador, fato este também
relatado por SARTORI et al. (2002).
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4.5 Avaliacao qualitativa do processo inflamatdrio e cicatricial

4.5.1 G1a (PAAF) e G2a (“tru-cut”) aos 3 dias

Nos achados histolégicos do Gia, verificamos lesbes ndo bem delimitadas
provocadas pela introdu¢cdo da agulha, onde as &reas destruidas e adjacentes
mostraram-se hemorragicas (Figura 3A). Notamos também destruicdo de tubulos
seminiferos com liberacao das células germinativas para o intersticio testicular em 70%
dos testiculos avaliados (Figura 4A). Evidenciamos infiltrado de células inflamatérias
mono e polimorfonucleares, no local da lesgo e adjacente a esta.

Analisando os achados do G2a (Figura 5A), comprovamos area de lesao
circunscrita, com hemorragia, ndo se limitando apenas ao local lesionado. Constatamos
presenca de células germinativas no intersticio em 10% dos casos, e destruigcdo e
degeneracdo de tubulos seminiferos em areas adjacentes a lesdo em 60% dos
testiculos. Quanto ao infiltrado de células inflamatérias, estes também abrangeram area
além do local da leséo.

Os achados histopatolégicos decorrentes da PAAF tais como hemorragia local,
ruptura de tubulos seminiferos com liberagdo de células germinativas para o intersticio
foram encontrados também por CRAFT et al. (1997) em humanos imediatamente apds
a biopsia. O processo inflamatério apesar de discreto foi similarmente relatado por
LEME e PAPA (1999) em garanhdes. Ja os achados referentes a bidpsia “tru-cut” neste
estudo como hemorragia e processo inflamatério foram semelhantes aos descritos por
LOPATE, THRELFALL e ROSOL (1989) em cédes. A hemorragia ocorreu devido a
ruptura dos vasos sanguineos presentes no parénquima testicular. Quanto a presenga
do infiltrado inflamatoério, supomos este ser consequente a ruptura das células do
intersticio e tubulos seminiferos durante inser¢cdo da agulha. Estas uma vez rompidas,
liberam e acionam mediadores quimicos com atividade quimiotaxica sobre as células

inflamatorias, promovendo seu acumulo no local da leséo.
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Comparando os resultados dos dois grupos, as lesdes foram similares, diferindo
apenas na intensidade, sendo que nos animais submetidos a biopsia “tru-cut”
mostraram um grau lesivo superior revelado pela hemorragia e degeneracdo dos
tubulos com resposta inflamatéria mais intensa. Destacamos também a presenca de
células germinativas no intersticio do testiculo de caes do grupo da bidpsia PAAF, fato
este devido, provavelmente, a pressao negativa criada pela retracdo do émbolo da
seringa no momento da aspiracéo do tecido.

4.5.2 G1b (PAAF) e G2b (“tru-cut”) aos 7 dias

No G1b (Figura 3B), sete dias apds a bidpsia, 30% dos testiculos revelaram a
presencga de fibroblastos na area de lesdo, com inicio de formacao de tecido conjuntivo
e de processo de cicatrizagdo. Evidenciamos neste local tubulos destruidos, além de
10% dos casos apresentarem degeneracao testicular, caracterizada pela descamacgao
das células germinativas superficiais e presenca de células gigantes multinucleadas no
interior do tdbulo seminifero (Figura 4B). Foram verificadas células com nucleos
caracteristicos de espermatécitos e espermatides em distintos estagios de
diferenciagdo. Ja as células germinativas no intersticio apresentaram-se em apenas
10% dos casos, decorrente do processo de cicatrizacdo e reorganizagao tecidual. Com
relacdo as hemacias consequentes da hemorragia, estas estiveram presentes em 50%

dos testiculos; e o infiltrado de células inflamatérias manteve-se constante.
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Figura 3. Fotomicrografias do testiculo de cao colhido apds a bidpsia por pungdo com
agulha fina. A- Area de lesdo do parénquima testicular com 3 dias pés
bidpsia (L). B — 7 dias ap6s bidpsia (L). C — 14 dias apds bidpsia (L). D — 62
dias apos a biopsia. Coloracao: Hematoxilina-eosina.

Na leitura das laminas do G2b (Figura 5B) a lesao delimitada mostrou-se ainda
hemorragica com a presencga de fibroblastos, iniciando formagéo de fibras colagenas
desorganizadas (cicatriz). Os tubulos seminiferos localizados na area adjacente a lesao
apresentaram a sua estrutura morfoldgica parcialmente destruida e com caracteristicas
de degeneracao testicular em 60% dos testiculos avaliados. O infiltrado de células
inflamatérias (Figura 4C) estava presente tanto na area de lesdo como também na
periferia desta.

Os dados avaliados, referentes a PAAF mostraram-se similares aos de
MANSOUR; SENNA e AHMED (1999) onde encontraram uma semana apds o

procedimento, regido de lesdo com tubulos seminiferos irregulares e desorganizados,
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compativeis com degeneragcdo, bem como infiltrado de células inflamatérias
mononucleares em garanhdes. Em nosso estudo, achados semelhantes foram
encontrados em decorréncia do uso da bidpsia “tru-cut’, e também préximos dos
encontrados por LOPATE, THRELFALL e ROSOL (1989) em céaes. Para nés o trauma
decorrente da realizagdo dos procedimentos levou a um processo inflamatério na area
da lesdo e adjacéncias, resultando em aumento da temperatura local e, desse modo,
provavelmente causando degeneracao testicular. Observamos entdo o inicio do
processo cicatricial com fibras colagenas desorganizadas, no entanto os animais
submetidos a PAAF apresentaram também tlbulos degenerados, fato este ja
constatado nos animais orquiectomizados trés dias apés a biopsia. Vale ressaltar que a
resposta inflamatoria e cicatricial se mostrou superior nos caes submetidos a bidpsia

“tru-cut” do que na PAAF, possivelmente devido ao trauma ser maior.

4.5.3 G1c (PAAF) e G2¢ (“tru-cut”) aos 14 dias

No Gic (Figura 3C), verificamos areas em processo de cicatrizacdo com
aumento na quantidade de fibroblastos levando a formagédo de fibras colagenas
(cicatriz), revelando processo de reorganizagdo (Figura 6A). Na regido da lesdo e
adjacente a esta, foi registrada discreta presenca de células germinativas no intersticio
bem como de células inflamatdrias, ambas em 30% dos casos.

Na area lesionada dos testiculos dos animais do G2c (Figura 5C) evidenciamos
intensa presenca de fibroblastos com producdo de fibras colagenas ainda em
reorganizacao. Notamos ainda presenga de tubulos seminiferos destruidos, bem como
em processo de degeneracdo em 60% dos casos. Ja o infiltrado de células mono e

polimorfonucleares estavam ainda presente em 70% das laminas avaliadas.
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Figura 4. Fotomicrografias de testiculo de céo colhido no 7° dia apds a bidpsia com
agulha fina em A e agulha “Tru-cut” em B e C. A - Presencga de células
germinativas (Ge) degeneradas no intersticio; adjacente a este nota-se tecido
conjuntivo fibroso em reorganizacdo com abundancia de fibroblastos (seta) e
tubulos seminiferos (T). B - Nota-se processo degenerativo testicular por
presenca de células gigantes multinucleadas (Gi) no interior dos tubulos
seminiferos (T). C - Area de infiltrado de células inflamatérias Colorago:

Hematoxilina-eosina.

LEME e PAPA (1999) avaliando garanhdes observaram aos 35 dias apos a
bidépsia apenas pequena regido de lesdo com tubulos seminiferos irregulares e
desorganizados compativeis com degeneracdo, bem como infiltrado de células

inflamatérias mononucleares. Ainda aos 14 dias apds as biépsias encontramos dados
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similares a este autor. Relacionando os achados do G1c e G2c, podemos acompanhar
a progressao do processo cicatricial apds a lesdo, onde novamente enfatizamos que a
diferenga entre eles possivelmente reside na intensidade deste processo. Assim,
diferente dos animais biopsados por PAAF, os submetidos a “tru-cut” demonstraram a
presencga, ainda, marcante de degeneragdo dos tubulos e do processo inflamatério,
indicada pela presenca do infiltrado de células mono e polimorfonucleares.

Figura 5. Fotomicrografias do testiculo de cao colhido ap6s a biépsia por agulha “Tru-
cut”. A- Area de lesdo do parénquima testicular com 3 dias pds biépsia (L),
Hemorragia (H). B — 7 dias apds bidpsia (L). C — 14 dias apos biépsia (L). D —
62 dias apos a bidpsia. Coloracao: Hematoxilina-eosina.

4.5.4 G1d (PAAF) e G2d (“tru-cut”) aos 62 dias

No G1d (Figura 3D), 62 dias apos bidpsia, os locais lesionados se encontravam
cicatrizados com fibras colagenas organizadas, fibroblastos em pequena quantidade
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(Figura 6B). Notamos em um caso, area de reabsor¢gao do coagulo com formagéao de
fibrina e fibras coladgenas com grande infiltrado inflamatério.

A analise do material do G2d (Figura 5D), revelou na regido das lesdes intensa
proliferagdo de fibras colagenas organizadas, com poucos fibroblastos presentes,
indicando processo cicatricial mais avangado entre tubulos seminiferos regenerados ou
destruidos, incorporando-os a cicatriz. Nado observamos presenca de infiltrado de

células inflamatorias.

Figura 6. Fotomicrografias do testiculo de cdo colhido no 14° dia ap6s a biopsia
aspirativa com agulha fina. A - Nota-se presenca de tecido conjuntivo fibroso
em reorganizagdo com abundancia de fibroblastos (cabeca de seta), fibras
colagenas (seta preta) e macrofagos (seta azul). B — Presenca de tecido
conjuntivo rico em fibras coldgenas (seta preta) ja organizado e com poucos
nacleos de células (cabeca de seta) colhido no 62° dia apds biopsia.

Coloracao: Hematoxilina-eosina.

Finalmente, quando avaliamos os dados dos G1d e G2d, registramos um
processo cicatricial avangado, com recuperacado de tdbulos alterados, em ambas as
técnicas estudadas. Uma das alteragbes verificadas em nosso estudo foi durante o
periodo de 14 a 62 dias apds a bidpsia, onde constatamos a presenca de tecido
conjuntivo, que inicialmente estava desorganizado, finalizando em um tecido organizado
(cicatriz). Notamos que as alteracbes decorrentes do uso das bidpsias se deram ao
redor da les&o infligida pelo caminho da agulha. No entanto a “tru-cut” mostrou-se mais
lesiva do que a PAAF, mesmo esta sendo realizada com mdltiplas puncgdes.
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Consideramos que todas as modificacdes histopatolégicas encontradas nas duas
técnicas, em momentos diferentes, mostraram-se por fim transitérias finalizando com

cicatrizacao e recuperacao do parénquima testicular.

4.7 Pesquisa de anticorpos anti espermatozoides pelo teste ELISA indireto

Esta pesquisa ndo revelou diferenga estatistica (p > 0,05) nas concentragdes de
anticorpos IgG anti-SPAg (antigeno soluvel de espermatozdide de cao) expressos em
indice ELISA (IE) em amostras de soros de cdes submetidas a técnica de bidpsia por
agulha fina (Figura 7) e “tru-cut” (Figura 8), coletada antes e apés 3, 7, 14 e 62 dias do
procedimento. Quando comparamos também as concentragdes de anticorpos entre as
amostras colhidas de ambas as bidpsias, ndo constatamos diferengas significativas
(p<0,05) entre elas (Figura 9). Com referéncia a PAAF, os resultados mostraram-se
similares aos de MALLIDIS e BAKER (1994); HARRINGTON, SCHAUER e GILBERT
(1996) e WESTLANDER et al. (2001) onde encontraram tragos da presenca de IgA e
lgG em pacientes humanos, porém, nao significativos. Em relacdo a “tru-cut” nossos
dados também coincidiram com os de COHEN e WARNER (1987) que néao
encontraram presenca de anticorpos no homem, apds o procedimento. Porém, diferem
das descri¢des feitas por ATTIA et al. (2000) que observaram em caes a presencga de
anticorpos 16 dias ap6s a biépsia com a persisténcia por nove dias seguida de
diminuicdo. Ainda segundo ATTIA et al. (2000) este aumento dos anticorpos, por ser
transitério, ndo possui valor significativo clinico para os animais estudados. Essa
diferenga com os achados de ATTIA et al. (2002) pode ser devido ao fato destes
autores terem investigado os anticorpos trés vezes por semana por oito semanas
consecutivas, enquanto nos tivemos um intervalo de 38 dias entre a colheita realizada
no 142 dia e a do 62° dia.

Varios autores relatam que traumas ou procedimentos que sejam capazes de
afetar a integridade da barreira hematotesticular, constituida pelas jung¢des entre as
células de Sertoli, permitem que células de defesa tenham acesso aos
espermatozoides, produzindo anticorpos contra estes (DYM e FAWCETT, 1970; HAAS
e BEER, 1986; ATTIA et al., 2000). Constatamos que apesar de nao ter ocorrido
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diferenca estatistica entres as concentracbes de anticorpos antes e apds o0s
procedimentos, evidenciamos uma diferenca biolégica com aumento das concentragdes
de anticorpos em dois animais submetidos a PAAF e um da “tru-cut”, aos 62 e 3 dias
apds biopsia respectivamente. Este fato nos permite inferir, que o trauma infligido pela
agulha na barreira hematotesticular, no momento da realizagcado das biépsias (PAAF e
“tru-cut”), nao foi fator predisponente para induzir uma resposta imunoldgica
significativa, quer pela velocidade em que se procedeu o0 processo cicatricial ou pelo
tamanho e local da lesdo feita para a obtencdo do material testicular. Assim,
entendemos que estes dois motivos podem ter corroborado em separado ou em conjuto
pela discreta e fugaz reagcédo imunoldgica.

Em dltima andlise, em posse dos dados obtidos por nés neste trabalho, propde-
se para esta linha de pesquisa que em estudos subseqlentes se faca a avaliacao da
fertilidade dos machos submetidos a este tipo de tratamento, utilizando- se do sémen

destes animais para a fecundacao de fémeas.

Figura 7. Representacdo grafica da concentracdo de anticorpos IgG anti-SPAg
(antigeno sollvel de espermatozéide de cao) expressos em indice ELISA (IE)
em amostras de soros de caes submetidos a técnica de bidpsia por puncao
aspirativa com agulha fina, colhida antes e apés 3 (A), 7 (B), 14 (C) e 62 (D)

dias do procedimento.



Figura 8.

Figura 9.
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Representagdo grafica da concentracdo de anticorpos IgG anti-SPAg
(antigeno solivel de espermatozéide de cio) expressos em indice ELISA (IE)
em amostras de soros de caes submetidos a técnica de bidpsia por agulha
“tru-cut”, colhida antes e ap6s 3 (A), 7 (B), 14 (C) e 62 (D) dias do
procedimento.

Histograma da concentragdo de anticorpos IgG anti-SPAg (antigeno solavel
de espermatozédide de cdo) expressos em indice ELISA (IE) em amostras de
soros de cades submetidos as técnicas de bidpsias por pungdo com agulha
fina (PAAF) e agulha “tru-cut”, colhida apés 3, 7, 14 e 62 dias de cada
procedimento.
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5 CONCLUSOES

- As técnicas de bidpsia revelaram-se de facil execugao e seguras com relacéo a
recuperacao do animal pds-intervencao.

- Ambas as técnicas fornecem material suficiente para realizacao diagnéstica de
fertilidade e ou histopatoldgica, porém a PAAF ¢é indicada principalmente para analises
citélogicas e a “tru-cut” para histolégicas.

- A bidpsia “tru-cut” causa trauma superior ao da PAAF, desenvolvendo um
processo inflamatério e cicatricial, porém os eventos regenerativos temporais foram
similares em ambas.

- Os procedimentos de bidpsias ndo interferiram na qualidade do sémen, fato que
corrobora no sentido de se poder utilizar estas técnicas como importante auxilio
diagnostico.

- O uso das técnicas nao resultou na producéo significativa de anticorpos anti

espermatozoides.
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7 APENDICE

APENDICE A - ESPERMIOGRAMA

Foi realizada a higienizacao do pénis e prepucio com solugcéo salina NaCl 0,9%
previamente a colheita. O sémen foi colhido por massagem digital do pénis.

Apoés a colheita o ejaculado foi mantido em banho-maria a 37°C, para analises
macroscépica e microscépica de acordo com CHRISTIANSEN (1988). A mensuragao
do volume e da coloragao do ejaculado foram realizadas imediatamente apds a colheita
do sémen.

Todas as avaliagdes microscépicas foram realizadas utilizando microscépio de
luz. Primeiramente realizou-se a avaliagdo da motilidade e vigor espermatico mediante
exame de uma gota de sémen fresco sobre lamina, coberta com laminula, previamente
aquecidas a 37°C, e observada em microscopio (com objetiva de 10x). A motilidade
espermatica foi avaliada de forma subjetiva (porcentagem de espermatozoéides méveis),
sendo que 0 era equivalente a nenhum espermatozéide mével e 100 todos os
espermatozoides com movimento progressivo. O vigor espermatico é relatado de
acordo com a qualidade do movimento dos espermatozoides e foi classificado de 0 a 5.
A concentragédo espermatica foi realizada em camara hematimétrica de Newbauer apds
diluicdo do sémen com formol salina na propor¢cao de 1:100. A contagem foi realizada
em microscopio de luz, em aumento de 40x.

A morfologia dos espermatozdides (% de 200 células) foi avaliada por
microscopia de contraste de fase, utilizando-se objetiva de 100x (imersao). Os defeitos
de morfologia espermatica foram classificados em defeitos maiores e menores segundo
o0 Manual para Exame Andrologico e Avaliacdo do Sémen de Animal do Colégio
Brasileiro de Reprodugéo Animal (1998).
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APENDICE B — TECNICAS IMUNOLOGICAS

B1 Obtencao das proteinas de membrana dos espermatozoéides

As proteinas de superficie dos espermatozéides foram obtidas utilizando o
sémen colhido dos animais usados durante o experimento.

Inicialmente, cerca de 2,0mL de sémen foi centrifugado a 10.000xg durante 10
minutos a 4°C. O “pellet” obtido foi ressuspendido em 2mL a 0,1 M da solucdo de
Tris/HCI, pH 7,5.

Os espermatozéides presentes na formacao do primeiro “pellet” foram lavados
duas vezes com tampao Tris/HCI 0,05M, pH 7, contendo sacarose 0,025M com
centrifugacées de 10.000xg por 10 minutos, a 4°C. O novo “pellet” formado foi
novamente ressuspendido em 100 pyL de H2SO4 0,18N e mantido em temperatura
ambiente por 30 minutos. As proteinas do conteddo dos espermatozéides foram
encontradas no sobrenadante obtido por meio de uma nova centrifugagéo por 10.000xg
por 20 minutos, a 4° C, sendo estas em seguida desprezadas.

O “pellet” resultante do procedimento anterior foi lavado duas vezes com tampao
fosfato por meio de centrifugagdées a 10.000xg por 10 minutos, a 4° C. Em seguida, o
novo “pellet” formado foi ressuspendido em 400 pyL de KCI 0,6M e PMSF 2mM
(Fenilmetilsulfonilfluoreto) mantido em baixa temperatura, por 30 minutos. As proteinas
de membrana dos espermatozdides foram encontradas no sobrenadante obtido por
meio de uma nova centrifugag¢édo por 10.000xg por cinco minutos, a 4°C e armazenadas
em “eppendorf” em freezer a -20 °C.

B2 Mensuracao por eletroforese/ SDS-PAGE

Antigeno SPAg (antigeno soluvel de espermatozéide de cao) foi diluido em
tampao de amostra (Tris-HCI 0,1M pH 6,8, dodecil sulfato de sodio [SDS] a 4%, azul de

bromofenol a 0,2%, glicerol a 20%) e incubados por 5 minutos a 100°C para analise por
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eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% sob condicées redutoras
(Laemmli, 1970; TOWBIN; STAEHELIN e GORDON, 1979) utilizando sistema de
eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA).
Um volume de 150 pL (200 pg proteina) de cada amostra foi aplicado em paralelo aos
padrdes de pesos moleculares (Sigma Marker, Sigma Chemical Co.). Ap6s a separagao
eletroforética, as amostras foram coradas por Comassie Blue e o perfil de bandas
protéicas dos diferentes antigenos foi analisado.

B3 Técnica de ELISA indireta

O método ELISA indireto foi realizado para a detecgao de anticorpos IgG anti -
SPAg (antigeno soluvel de espermatozoéide de cdo), em amostras de caes antes e apos
a técnica de bidpsia, segundo o protocolo anteriormente descrito (SILVA et al., 2007),
com algumas modificagdes. Placas de microtitulagdo de poliestireno de alta afinidade
foram sensibilizadas com antigeno SPAg (1 pg/well) diluido em tampao carbonato-
bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 40C. Apoés trés lavagens com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), as placas foram incubadas com amostras de
soros diluidas 1:25 com PBS-T contendo 5% de leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé,
Sao Paulo) (PBS-TM) por 1 hora a 37°C. Apés seis lavagens com PBS-T, as placas
foram incubadas com o conjugado anti- IlgG de cao marcado com peroxidase (Sigma
Chemical Co.) na diluicao 1:1000 em PBS-TM. Apéds incubacao por 1 hora a 370C, as
placas foram novamente lavadas seis vezes com PBS-T e a reagéo foi revelada com
0,01 M 2,2'-azino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid (ABTS) e 0,03% H202 (ambos
da Sigma Chemical Co.) e a densidade éptica (DO) foi determinada a 405 nm em leitor
de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). Soros controles

positivos e negativos foram incluidos em cada placa (Figura 10).
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IgG anti-SPAg (IE)

Pré P6s
Imunizacao
Figura 10. Representagdo grafica da concentragcdo de anticorpos IgG anti-SPAg
(antigeno soluvel de espermatozoide de cao) expressos em indice ELISA
(IE) em amostras de soros controles de caes pré e pés-imunizagao.
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