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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. 
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 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). 

2. Objetivos 

 2.1 Geral 

 O objetivo deste trabalho é apresentar eventos relacionados ao desenvolvimento 

e morfologia testicular, os principais métodos de avaliação andrológica e testicular e 

algumas relações entre inflamação local e função testicular. 

 2.2 Específico 

Validar a técnica de biópsias sequenciais como modelo experimental e seus 

impactos no perfil transcricional de genes envolvido no estresse oxidativo, térmico, 

inflamação e esteroidogênese, qualidade seminal e nos achados ultrassonográficos. 

3. Hipótese 

   A realização de biópsias sequênciais em pequeno intervalo de tempos e a 

aplicação de procedimentos pré e pós biópsias que evitem a inflamação e/ou infecção nos 

momentos, são eficacez em garantir a funcionalidade do parênquima testicular, bem 

como a manutenção do perfil transcrional de genes importantes para a produção seminal 

e possibilitam seu delineamento em estudos da função gonadal ao longo do tempo em um 

mesmo indivíduo. 
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4 Revisão de literatura 

  

4.1 Desenvolvimento e Anatomia testicular 

  

O trato reprodutivo do carneiro é formado, entre outros, pelos testículos, 

epidídimos e glândulas sexuais acessórias (glândulas vesiculares, próstata e glândulas 

bulbouretrais), que juntos participam da formação, maturação e transporte dos 

espermatozoides (31). Os testículos, responsáveis pela produção de espermatozóides e 

esteróides sexuais (1), formam-se, nos ovinos, aproximadamente com trinta dias de 

gestação, a partir da crista genital na face medial do mesonefro embrionário (32).  

Na fase embrionária, com a migração das células precursoras de Sertoli, 

originadas do epitélio celômico, e das células germinativas primordiais, oriundas do saco 

vitelínico, formam-se os cordões testiculares (33). Concomitantemente, ocorre a 

formação das camadas vasculares e das células mioides peritubulares (34). No adulto, 

estas estruturas formarão o compartimento tubular, composto pelo epitélio germinativo, 

células de Sertoli e membrana basal (35). Ainda na fase embrionária, os espaços 

peritubulares, preenchidos pelas células de Leydig fetais e tecidos conectivos 

provenientes dos túbulos mesonéfricos (36), formarão o compartimento intersticial que, 

juntamente com o tubular, constituirão no adulto as estruturas do parênquima testicular 

(1). Aproximadamente até cem dias de gestação ocorre a maior atividade mitótica das 

células fetais de Sertoli e de Leydig, sendo este um período crítico para estabelecimento 

dessa população celular no ovino adulto (37,38). 

Os testículos iniciam a migração para o interior do processo vaginal 

aproximadamente com 65 dias de gestação, evento denominado de descida testicular e 

que se finaliza próximo ao nascimento (35). Nos carneiros, assim como em todos os 

ruminantes, acredita-se que o aumento da pressão intra-abdominal sobre o gubernáculo 

direciona os testículos à região inguinal e, posteriormente, para dentro da bolsa escrotal. 

A bolsa escrotal, formada a partir das eminências lábio-escrotais da genitália embrionária, 

fornece proteção física (39) e, juntamente com o funículo espermático, são responsáveis 

pela termorregulação testicular (40), processo fundamental para a espermatogênese 

fisiológica (39). 
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Para que a espermatogênese e a esteroidogênese ocorram de modo fisiológico, os 

testículos nos ruminantes devem permanecer em uma temperatura cerca de 3 a 5°C abaixo 

da corporal (40), sendo denominados de termorregulatórios os mecanismos e processos 

responsáveis pela manutenção dessa condição. Os sistemas nervosos autônomos 

simpático e parassimpático desempenham importante papel no controle dos mecanismos 

termorregulatórios vasculares e não vasculares (41). Nos carneiros, as glândulas 

sudoríparas presentes na pele da bolsa escrotal são controladas pela inervação simpática 

e pelos hormônios adrenocorticais. Quando a temperatura da pele escrotal se eleva acima 

de  35 °C, a inervação simpática promove descargas sincrônicas de suor, a intervalos de 

2 a 14 minutos, promovendo assim o resfriamento por evaporação (42). 

As terminações nervosas sensoriais localizadas na pele da bolsa escrotal também 

participam do controle da túnica dartos, musculatura lisa localizada abaixo da pele. 

Quando a temperatura escrotal está abaixo da fisiológica, a coordenação neural promove 

a contração persistente da túnica dartos, aquecendo assim os testículos ao aproximá-los 

do abdômen. Por outro lado, quando a temperatura se encontra elevada, a túnica relaxa e, 

ao afastar as gônadas do abdômen, as resfriam (43). 

As estruturas do funículo espermático, com exceção do ducto deferente, auxiliam 

no controle da temperatura gonadal. A termorregulação vascular é feita por um 

mecanismo onde a artéria testicular - única, longa e altamente enrolada - está intimamente 

associada a uma rede de finas e delicadas veias responsáveis pelo retorno venoso 

testicular (plexo pampiniforme) (44). Esta conformação proporciona um importante 

sistema de troca de calor que simultaneamente resfria o sangue arterial oriundo do corpo 

e aquece o sangue venoso que retorna da gônada. De modo semelhante a túnica dartos, o 

músculo cremaster, inserido na túnica vaginal visceral, atua no controle da 

termorregulação ao contrair-se ou relaxar-se, aproximando ou distanciando os testículos 

do corpo. Adicionalmente, esta musculatura facilita o retorno sanguíneo no plexo 

pampiniforme, aumentando assim a eficiência da troca de calor no cone vascular do 

testículo. No entanto, a musculatura cremastérica não é capaz de sustentar uma contração 

prolongada como a musculatura da túnica dartos o faz (1). 

Uma membrana serosa derivada do peritônio, denominada de túnica vaginal 

parietal, reveste internamente a bolsa escrotal, no interior da qual, os testículos e 
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epidídimos encontram-se também revestidos por outra membrana serosa derivada do 

peritônio denominada de túnica vaginal visceral. A próxima camada que reveste a 

superfície testicular é a túnica albugínea, formada por tecido conjuntivo denso e fibras 

musculares lisas, que envolvem completamente todo o testículo. Esta túnica emite finos 

septos que convergem centripetamente formando o mediastino e dividindo o parênquima 

testicular em lóbulos. No interior de cada lóbulo há de dois a cinco túbulos seminíferos 

contorcidos em forma de alças, dentro dos quais ocorre a espermatogênese (31). A 

contração intermitente da musculatura lisa da túnica albugínea e das células miodies 

facilita a movimentação dos espermatozoides do interior dos túbulos seminíferos para as 

suas extremidades terminais. Estas extremidades se unem formando os túbulos retos, que, 

por sua vez, penetram o mediastino e desembocam em uma rede anastomosante chamada 

rete testis. A rete testis se modifica no polo dorsal testicular e origina de oito a doze 

ductos eferentes, que atravessam a túnica albugínea e se unem formando o ducto 

epididimário (45). 

Intimamente ligados às regiões caudomedial dos testículos encontram-se os 

epidídimos, formados, cada um, por um único ducto epididimário contorcido que 

percorre as regiões da cabeça e corpo epididimário, onde ocorre a maturação espermática. 

Na sua parte final, o ducto ocupa a cauda do epidídimo, local onde os espermatozoides 

são armazenados até o momento da ejaculação. A extremidade final do ducto 

epididimário transforma-se no ducto deferente, que ascende o funículo espermático e, 

passando pelo anel inguinal, adentra à cavidade abdominal onde localiza-se dorsalmente 

à bexiga. A porção terminal do ducto deferente se dilata, formando a sua ampola, e se 

une ao ducto excretor da glândula vesicular formando assim o ducto ejaculatório que 

desemboca na uretra no colículo seminal (31). 

Durante o desenvolvimento pré-púbere em carneiros ocorre a maturação das 

células de Sertoli, fundamentais para o início da espermatogênese  (36,46). A seguir, ao 

longo de uma série de divisões mitóticas, ocorre a maturação das células de Leydig e o 

concomitante aumento numérico de seus receptores de hormônio luteinizante (LH), 

eventos seguidos pela elevação da concentração plasmática de testosterona (47–49). 

Conjuntamente, essas transformações concorrem para as alterações histomorfológicas 

essenciais para o crescimento testicular, estabelecimento da puberdade e da 

espermatogênese. Tais alterações se caracterizam pela proliferação (50), alongamento e 
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formação das projeções das células de Sertoli (51), estabelecimento da relação pós-púbere 

do número de células de Sertoli/células germinativas (52), bem como, pela formação da 

barreira hemato-testicular (53) e do lúmen dos túbulos seminíferos. O interior dos túbulos 

é preenchido pelos fluidos da célula de Sertoli, essenciais para o transporte dos 

espermatozoides (46,54). Com 15 semanas de idade, nos carneiros, já é possível detectar 

a presença de espermátides alongadas no epitélio germinativo (48). 

Com o início da espermatogênese há um notável aumento no número e 

diversidade celular no interior dos túbulos seminíferos (6). O peso corporal apresenta 

correlação positiva com o dos testículos e das glândulas sexuais acessórias (55), sendo, 

portanto, um bom indicador do momento de estabelecimento da puberdade e maturidade 

sexual (56). Ao longo do desenvolvimento testicular até a maturidade sexual, os túbulos 

seminíferos que representavam 63% do peso testicular na fase pré-púbere, passam a 

ocupar 84% (49). Portanto, o peso e volume testicular, o perímetro escrotal (PE), e a 

produção espermática apresentam elevada correlação positiva (55,57), sendo variáveis 

importantes para seleção de reprodutores (55,58–60). O volume testicular, calculado a 

partir de fórmulas matemáticas, e a CE são importantes sinalizadores do potencial 

reprodutivo (60,61). O volume é o melhor indicador da produção espermática (58);  

contudo, pela facilidade e praticidade da sua determinação, a CE é a técnica mais 

empregada para se estimar a produção espermática e indicar a puberdade e maturidade 

sexual (55). A CE à puberdade varia de acordo com as raças de ovinos de 20,5 ± 1,8 a 

29,23 ± 3,32 cm (55,62,63), enquanto que a maturidade sexual ocorre quando esta atinge 

aproximadamente 32,5 cm (55,60). Na presença de assimetria testicular perde-se o valor 

da determinação da CE (58). 

A espermatogênese envolve uma sequência de eventos cíclicos cronológicos que 

ocorrem no interior dos túbulos seminíferos. Neste processo, as espermatogônias 

progenitoras, ao sofrerem uma série de divisões e diferenciações, transformam-se em 

espermatozoides. No carneiro, a espermatogênese dura cerca de 47 dias e apresenta três 

fases: espermatocitogênese, meiose e espermiogênese (64). Na espermatocitogênese, as 

espermatogônias progenitoras, ao dividir ciclicamente por mitose ao longo da vida, 

formam sequencialmente as espermatogônias A1, A2, A3 A4, I e, finalmente as 

espermatogônias B, que também por mitose originam os espermatócitos I (65).  A seguir, 

por meio de divisões meióticas, formam-se as espermátides haplóides a partir dos 
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espermatócitos primários (I) e secundários (II). Posteriormente, inicia-se a 

espermiogênese, processo no qual as espermátides se alongam e progressivamente ocorre 

o desenvolvimento da cauda, peça intermediária e cabeça, que apresenta o núcleo e 

acrossoma. Os espermatozóides formados, ao final desse processo, se desprendem das 

células de Sertoli por um processo denominado de espermiação (1). 

Em um carneiro adulto, sexualmente maduro, espera-se que o ejaculado apresente 3-

5 x 109 espermatozóide/mL, e no máximo de 10% de defeitos maiores e 20% de defeitos 

menores (66).  

4.2 Histologia testicular 

O parênquima testicular compreende uma massa celular de consistência macia e 

coloração branco acinzentada formada por dois compartimentos: o tubular e o intersticial. 

Nos cortes histológicos transversais do compartimento tubular, identificam-se as células 

de Sertoli e as células germinativas. As células de Sertoli, que fornecem suporte físico e 

nutricional às células germinativas (67), continuamente secretam um fluido no interior 

dos túbulos seminíferos, que é essencial para o transporte dos espermatozoides. Também, 

estimuladas pelo hormônio folículo estimulante (FSH), essas células produzem e 

secretam a proteína ligadora de andrógenos, responsável por manter elevadas 

concentrações de testosterona no lúmen tubular, condição indispensável à 

espermatogênese (68). As células de Sertoli, classificadas como epiteliais polarizadas, se 

estendem da base ao lúmen do túbulo seminífero e interagem umas com as outras por 

meio de um grande e único complexo juncional localizado basolateralmente (69). Em 

conjunto, esses complexos formam a barreira hemato-testicular e regulam a passagem de 

substâncias e células germinativas do compartimento basal ao adluminal do túbulo (67). 

No interior do túbulo seminífero também são encontradas 4-5 camadas de células 

germinativas que se desenvolvem sincronicamente. A camada basal é composta por 

células imaturas, que durante a espermatogênese, à medida que proliferam, movem-se em 

direção ao lúmen e transformam-se sequencialmente de espermatogônias em 

espermatócitos I, espermatócitos II, espermátides, espermátides alongadas, e finalmente 

espermatozoides, que se encontram na camada luminal. As oito combinações possíveis 

dessas camadas celulares, denominadas de estágio do ciclo do epitélio seminífero, se 
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repetem sucessivamente ao longo do túbulo (1). O entendimento do ciclo do epitélio 

seminífero possibilita a análise temporal da espermatogênese.  

Os espaços entre os túbulos seminíferos, designados como compartimento 

intersticial, são preenchidos por tecido conjuntivo frouxo e uma variedade de células 

como, as células mioides peritubulares (45), neurônios, macrófagos, linfócitos, 

mastócitos, fibroblastos e células de Leydig (35). No centro do compartimento 

intersticial, delimitado pelos bordos externos de um conjunto de três a quatro túbulos 

seminíferos, observa-se um vaso linfático, enquanto na sua periferia encontram-se os 

vasos sanguíneos (70). As células de Leydig, secretoras de testosterona, são encontradas 

individualmente ou em pequenos grupos em todo o estroma de tecido conjuntivo (70). 

Diversos estudos promovem a elevação da temperatura testicular para avaliar o 

efeito temporal do estresse térmico sobre a espermatogênese. Considerando a duração 

das diversas fases da espermatogênese, sabe-se que os espermatozoides defeituosos 

presentes no ejaculado de carneiros nos primeiros 14 dias após exposição à temperatura 

ambiente de 40,5°C (42) representam aqueles que já se encontravam em trânsito 

epididimário no momento do insulto térmico (71). Com o passar do tempo, entre 14 e 21 

dias são ejaculados os que se encontravam no interior do lúmen seminífero nas fases de 

espermatócitos secundários e espermátides, enquanto os ejaculados, entre 21-32 dias, 

período com maior porcentagem de espermatozoides mortos e defeituosos, representam 

aqueles que estavam nas fases de espermatócito primários e secundários iniciais (42). 

A avaliação histológica testicular vem sendo empregada para o diagnóstico das 

afecções testiculares, entre as quais destaca-se a degeneração testicular, afecção mais 

estudada nos ruminantes. Quando reversível, a degeneração caracteriza-se pela perda das 

camadas de células germinativas mais próximas ao lúmen, de muitos ou todos os túbulos 

seminíferos, a despeito da manutenção das espermatogônias e células de Sertoli (2). 

Podem também ser encontrados granulomas eosinofílicos intratubulares, 

espermatogônias com vacuolização citoplasmática e núcleo picnótico, bem como 

hialinização e espessamento da membrana basal (72). Quando ocorre a completa 

destruição das células de Sertoli e da barreira hemato-testicular os danos são irreversíveis 

(73). A degeneração testicular por estresse térmico é também caracterizada pela 

diminuição do número das células de Leydig, pelo aumento do número de gotas lipídicas 
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no seu citoplasma (74), danos estruturais nas mitocôndrias e retículo endoplasmático. Em 

conjunto essas alterações comprometem a produção de testosterona (75).  

 4.3 Avaliação andrológica 

 O exame andrológico, ferramenta mais utilizada para aferir o potencial 

reprodutivo masculino, avalia, entre outros aspectos, as características morfológicas do 

sistema reprodutor, a libido e a qualidade espermática (5). 

Segundo as recomendações do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (66) o 

exame andrológico envolve inicialmente a avaliação do estado físico geral. 

Posteriormente, realiza-se o exame físico específico dos órgãos do aparelho reprodutor: 

glândulas sexuais acessórias, prepúcio, pênis e conteúdo escrotal. Adicionalmente, é feita 

a mensuração da circunferência escrotal na região de maior diâmetro do escroto. A seguir, 

é feita a coleta de sêmen, com auxílio do eletroejaculador ou vagina artificial, e as 

avaliações seminais imediatas macroscópica (volume, aspecto, cor e odor) e 

microscópicas (motilidade, turbilhonamento e vigor). Complementa-se a avaliação com 

a determinação mediata da concentração e percentual de anormalidades morfológicas 

espermáticas.  

Para ser considerado com um bom potencial reprodutivo, um carneiro deve ser 

saudável,  ter aprumos corretos, apresentar escore corporal ≥ 3 (76), não ter histórico de 

infertilidade e/ou alterações do trato genital,  possuir  CE > 33 cm e sêmen com ≥ 80% 

de espermatozoides normais, com motilidade total ≥ 70% e concentração  ≥ 3 x 109 

espermatozoides/mL (66). 

4.3.1 Exames complementares 

A ultrassonografia reprodutiva, técnica segura e não invasiva, é uma importante 

avaliação complementar no monitoramento do estado reprodutivo, existindo estudos em 

carneiros nos quais foi relacionada a aparência ultrassonográfica testicular com as 

mudanças histológicas no órgão com o avanço da idade (6,7,77,78). Nos ruminantes, a 

imagem ultrassonográfica do testículo maduro é homogênea e de ecogenicidade 

moderada. No centro do órgão observa-se o mediastino mais ecogênico e na sua periferia, 

as túnicas vaginal e albugínea aparecem como uma linha ecogênica brilhante que separa 

o testículo da parede do escroto. O epidídimo, bem delineado a partir do testículo, é 
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facilmente detectado por possuir menor ecogenicidade (4,79). Este padrão bem 

característico, torna a ultrassonografia testicular um importante método para 

identificação de lesões não detectáveis à palpação (3). 

Áreas de fibrose testicular são comuns em touros jovens e apresentam-se em 

padrões que variam desde pequenos focos hiperecóicos, distribuídos por todo o 

parênquima, até um ou vários focos maiores, limitados a áreas específicas. Podem 

também ser vistas formando vários focos pequenos distribuídos ao redor do mediastino 

ou em um padrão radial aparentemente associado à fibrose de túbulos seminíferos (4). 

Embora a presença de áreas de fibrose possa indicar o comprometimento da 

espermatogênese, não existe uma relação específica entre estas e a qualidade espermática 

(80). Em carneiros saudáveis e com parâmetros seminais normais, o grau de calcificação 

do estroma testicular foi relacionado com a idade do reprodutor (81). 

Nas orquites a ecotextura do parênquima testicular apresenta-se heterogênea na 

fase aguda e, com o passar do tempo, ocorre aumento da ecogenicidade, indicando 

fibrose. Nos casos de hipoplasia, um dos testículos apresenta padrão hipoecoico, e na 

epididimite ocorre o aumento de tamanho do epidídimo com redução da sua 

ecogenicidade. Em casos de acúmulo intraescrotal de líquidos, observa-se a separação 

das túnicas vaginal visceral e parietal por regiões anecoicas que podem apresentar pontos 

hiperecoicos, sinalizando a presença intraescrotal de exsudato/transudato (hidrocele), pus 

(piocele) ou sangue (hematocele) (4).  

Um método de análise quantitativa e objetiva da ecotextura do tecido vêm sendo 

empregado para relacionar o aspecto ultrassonográfico com alterações microscópicas do 

parênquima testicular (4,6,7,10). Através do uso de softwares específicos, é possível a 

determinação da tonalidade de cada pixel que compõe uma imagem ultrassonográfica. 

Essa tonalidade pode variar desde o negro, que recebe um valor numérico de pixel (VNP) 

igual a zero, até o branco, que recebe um VNP igual a 255, passando por todos os demais 

248 tons de cinza. O VNP indica a amplitude do eco e, consequentemente, o seu valor 

médio representa a ecogenicidade tecidual. A heterogeneidade dos VNP é representada 

pelo média dos valores de desvio padrão de pixels VNP de uma determinada área (DPP) 

(6,12). Juntos, VNP e DPP caracterizam objetivamente a aparência ultrassonográfica do 

tecido avaliado (4,10). 



21 

 

As medidas de DPP e VNP vêm sendo usadas para relacionar a ecotextura 

testicular com o desenvolvimento pré-púbere dos túbulos seminíferos, densidade celular 

(6), mudanças nas proporções de vários tipos de células germinativas na pré-puberdade 

(6,82), morfologia espermática futura (83), e para indicar a puberdade (7,11) e a 

maturidade sexual (77) em carneiros. 

Embora a determinação da ecotextura testicular possa ser indicativa da produção 

espermática em touros (84) e carneiros (85), o seu uso na determinação da degeneração 

testicular é discutível. Em um estudo com degeneração testicular induzida 

hormonalmente em um pequeno número de touros, não houve alteração na ecotextura 

testicular (86). Em touros, com processo leve de degeneração testicular, não houve 

correlações entre intensidade de pixel e a qualidade do sêmen observada na mesma 

semana do exame ultrassonográfico; entretanto quando avaliados os ejaculados colhidos 

2 a 4 semanas (14) ou 4 a 8 semanas (10) após o exame de ultrassom foram detectadas 

correlações positivas, porém baixas. Também, não foram detectadas correlações 

significativas entre a intensidade de pixel e as porcentagens de espermatozoides normais 

(10). Em conjunto, esses achados não validam a aplicação clínica da ultrassonografia em 

casos de degeneração testicular. 

Já bodes, com históricos de deficiência de zinco e parâmetros seminais anormais, 

dependendo do grau de degeneração, apresentaram aspecto heterogêneo com áreas 

hiperecóicas confirmadas no exame histológico com a presença de calcificações (87). 

Amostras teciduais são também uteis para avalições moleculares da função 

testicular. A hipertermia testicular em ratos está relacionada com a menor expressão de 

enzimas esteroidogênicas (ex.,CYP17A1 [17α-hydroxylase], StAR [enzima reguladora 

aguda da esteroidogênese]) (88). Em touros Bos indicus, o aumenta da temperatura 

escrotal por insulação reduziu a concentração intratesticular de testosterona e a expressão 

gênica da StAR, e aumentou a expressão da GPX (Glutationa peroxidase) e da HSP70 

(proteína do choque térmico 70), respectivamente envolvidas nos processos antioxidantes 

e manutenção da estrutura funcional das proteínas (89). Em camundongos, 415 genes 

diferencialmente transcritos foram descritos após estresse térmico (90).   

A vasta maioria dos estudos que empregam amostras testiculares para avaliações 

histológicas ou moleculares empregam a orquiectomia ou a eutanásia, o que impede o 
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acompanhamento dos processos estudados em todos os animais experimentais 

(88,90,91). Estudos testiculares voltados a elucidar os efeitos morfológicos ou 

moleculares de determinados tratamentos, ao longo de um período delimitado, teriam um 

importante refino de delineamento experimental se pudessem ser analisadas amostras 

teciduais sequenciais obtidas sempre dos mesmos animais. Este problema seria 

solucionado pelo emprego de biópsias testiculares sequenciais, caso estas não afetem os 

achados subsequentes. 

A biópsia, por permitir a obtenção de amostras teciduais adequadas à avaliação 

microscópica da estrutura (6) e da função testicular (92), é considerada uma técnica 

complementar na avaliação reprodutiva do macho. Em humanos, esse procedimento é 

considerado um método seguro para o diagnóstico de infertilidade (93–95), 

criptorquidismo (96), varicocele (97) e tumores (98). Contudo, existem também relatos 

que os níveis de testosterona diminuem após a realização de repetidas biópsias, com 

aumento do risco de deficiência de androgênio (20) e agravamento das lesões (99).  

A técnica de biópsia pode ser realizada de forma aspirativa com agulhas finas (23-

20G), útil no diagnóstico de pequenas lesões testicular (95), ou também com agulhas de 

acionamento automático, com diâmetros variando de 14 ou 18G, que colhem pequenos 

fragmentos testiculares (93). Embora essas agulhas tenham maiores diâmetros, o 

procedimento é referido como menos traumático que a técnica aspirativa (100). Há uma 

ampla variedade de agulhas de biópsias com acionamento automático que podem ser 

usadas em animais. Entre essas destacam-se as agulhas "Tru-cut", "Core Needle" e 

"Firing biopsy" (8,93,100–103), que, apesar de possuírem diferentes nomes e grande 

variação de espessuras (10 a 18 G), são similares.  

Apesar do emprego frequente, existem ainda muitas dúvidas e receio sobre a 

segurança das biópsias testiculares como prática rotineira em ruminantes, o que tem 

despertado o interesse sobre o tema. Em carneiros, a realização de uma biópsia por 

testículo com agulha Tru-cut (8), e em lhamas, uma biópsia unilateral com agulha Firing 

biopsy (102), foi segura e não comprometeu a função gonadal. Além disso, biópsias 

testiculares semanais sequenciais, realizadas em carneiros impúberes (6,7) ou púberes 

(103), não comprometeram a função testicular.  
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No entanto, existem também relatos da formação de tecido cicatricial pós-biópsia 

no parênquima testicular. Essas áreas podem calcificar e/ou desencadear reações auto 

imunes anti-esperma em consequência da quebra da barreira hemato-testicular (104). A 

integridade da barreira hemato-testicular é fundamental para a função do órgão, pois evita 

o acesso do sistema imune às células germinativas que já estão em divisão meiótica; como 

essas células têm genoma diferente das demais células diplóides do organismo, o contato 

destas com o sistema imune pode desencadear reações auto-imune específicas (19). Esse  

evento foi relatado em homens que passaram pelo procedimento de biópsia com agulhas 

19G (19). Em conjunto, essas reações adversas, somadas à complexidade prática e aos 

custos de realização, são empecilhos importantes para a utilização rotineira das biópsias 

testiculares em animais (6). 

A partir da literatura disponível, é possível inferir que a biópsia é um importante 

recurso para avaliações clínicas e fisiológicas do tecido testicular; vários estudos não 

associam sua aplicação a lesões ou danos severos. Contudo, a maioria desses não inclui 

uma descrição minuciosa da metodologia aplicada, principalmente no que se refere aos 

procedimentos pré e pós-biópsia, voltados a contornar seus possíveis efeitos indesejáveis, 

como edemas, hemorragias, hidrocele e infecções, principalmente quando estas são 

sequenciais. Também não existem informações relacionadas as consequências da 

realização de biópsias testiculares sequenciais em um curto período. 

4.4 Mediadores inflamatórios e função testicular 

As infecções/inflamações do parênquima testicular (94) e as infecções sistêmicas 

(21), por ação direta dos lipopolisacarídeos (LPS) e/ou indiretamente por citocinas pró-

inflamatórias (105,106), podem ter efeitos inibitórios na função gonadal, afetando a 

produção de andrógenos e o funcionamento do epitélio seminífero (107). Os Toll-like 

receptors (TLR), receptores encontrados principalmente em células mieloides e 

epiteliais, identificam regiões especificas dos patógenos, os motifs, e, posteriormente, 

desencadeiam a inflamação. Nas células de Sertoli os ligantes de TLR associado à 

proteína de resposta primária de diferenciação mieloide 88 (MYD88) levam à ativação 

dos fatores de transcrição da inflamação como o fator de necrose tumoral (TNF), fator 

nuclear kappa B (NFκB), proteína ativada 1 (AP1), ativação das quinases Jnk (Jun N-

terminal kinase) e proteína quinase ativada por mitógenos (MAP-kinase), os quais 

desencadeiam à ativação de um subconjunto de genes, incluindo interleucina-1 alfa 
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(IL1α), interleucina-6 (IL6), TNF, activina A (106,108) e a ciclooxigenase 2 (COX2) 

(109) (Somade 2019 e Chen 2020). 

Estas citocinas atuam em várias funções no epitélio seminífero. Em camundongos 

a IL1α, IL6, activina A e TNFα estimulam a produção de lactato e transferrina, essenciais 

para a espermatogênese (23,110–112), e provavelmente a regulam por mecanismos 

estimulatórios e inibitórios em diferentes momentos (24,113). Além disso, há evidências 

de que estes mediadores modulam a resposta da célula de Sertoli à estimulação de FSH 

(23,25,26) e a produção de andrógenos (27–29). Imediatamente após a espermiação, 

ocorre maior produção destes mediadores inflamatórios, momento em que ocorre a 

fagocitose do citoplasma residual dos espermatozoides pelas células de Sertoli (114).  

Contudo, a presença em níveis suprafisiológico destes mediadores inflamatórios 

promove o desarranjo dos complexos juncionais das células Sertoli, que regulam a 

passagem dos espermatócitos primários do compartimento basal para o adluminal do 

epitélio seminífero (115–117). Desta forma, estas citocinas apesar de participarem do 

processo regulatório da espermatogênese, também atuam na sinalização inflamatória do 

epitélio seminífero, sendo portanto, uteis para explicar as relações entre uma possível 

infecção/inflamação e a disfunção testicular (30). 

5 Considerações finais 

A intença proliferação e maturação das células de Sertoli e de Leydig que ocorrem 

ao longo do desenvolvimento embrinário e pré-púbere, respectivamente, são processos 

importantes para garantir a manutenção da função testicular. A integridade das gônadas, 

das túnicas albugínea e vaginal, da bolsa escrotal e do funículo espermático, permite a 

atuação dos mecanismos termorregulatórios, fundamental para o desenvolvimento 

gonadal e a correta espermatogênese.  

A ultrassonografia tem sido usada como ferramenta complementar ao exame 

andrológico. A determinação da ecogenicidade e heterogeneidade tecidual possibilitam a 

análise ultrassonográfica da histomorfologia testicular. Essas avaliações foram 

correlacionadas com as mudanças microscópicas do parênquima testicular ao longo do 

desenvolvimento pré-puberal e no estabelecimento da maturidade sexual. 

O uso da biópsia testicular como técnica completar ao exame andrológico, 

demonstra ser uma alternativa importante para a avaliação do desenvolvimento e o 
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entendimento dos problemas reprodutivos. Embora hajam relatos da ocorrência de 

fibrose, de reações autoimune anti-esperma e deficiência de androgênio, que colocam em 

dúvida a sua aplicação, não há uma descrição adequada da metodologia pré e pós 

procedimento, bem como aplicação de biópsias sequenciais realizadas em um pequeno 

intervalo de tempo. Em situações em que rapidamente haja o comprometimento da 

funcionalidade gonadal, as biópsias sequenciais podem ser uma importante ferramenta 

para o estudo dos efeitos envolvidos no mesmo animal. 
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ABSTRACT 

Our objective was to investigate effects of serial frequent biopsies on transcriptional 

profiles, semen quality, and testicular echotexture of ram testes. Testicular biopsies 

were collected from six mature rams with a 16 G Tru-cut needle at 0, 3, 6, 12, 24, and 

48 h, alternating testes at each collection. Rams received benzathine benzylpenicillin 

(30,000 IU/kg IM) once, plus flunixin meglumine (1.1 mg/kg, once daily for 3 d). 

Before each biopsy, scrotal skin was infiltrated with 1 mL 2% lidocaine and disinfected. 

Immediately after each biopsy, direct digital pressure (> 5 min) followed by ice (10 

min) were applied at the puncture point. Testicular samples were assayed by RT-q PCR 

for genes involved in acute inflammation, oxidative stress, and steroidogenesis; none 

had any change (P > 0.05) in expression. Semen collection via artificial vagina (before 

and 28 d after biopsies) and ultrasonographic evaluations of scrotum and testes (before 

and every 4 d from 5 d to 21 d after biopsies). There were no changes (P > 0.05) in 

seminal characteristics at 28 d or in testicular ultrasonographic echogenicity up to 21 d 

after biopsies. There were no signs of scrotal pain, increased temperature, swelling, or 

bleeding up to 28 d after biopsies. In conclusion, serial frequent testicular biopsies did 

not cause gross morphological inflammatory changes in the scrotum or testes and did 

not alter testicular transcriptional profiles of target genes, with no significant effects on 

semen or ultrasonographic characteristics. We concluded that this was a viable 

approach for monitoring acute molecular changes in testes. 

 Keywords: Testis; Biopsy; Gene expression; Sperm; Semen; Andrological evaluation  
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1. Introduction 

Breeding soundness evaluation, a method of designating males as likely or 

unlikely capable of establishing pregnancy, includes a physical and reproductive 

examination and analysis of sperm quality (Kastelic and Thundathil, 2008). 

Ultrasonography (Giffin et al., 2009) and hormonal assays (Bartlewski et al., 2017) can 

be used as additional procedures.  

Testicular biopsies for histological evaluation are an auxiliary, albeit rarely used 

procedure for andrological assessment (Giffin et al., 2014; Meyers-Wallen, 1991). In 

humans, testicular biopsy is regarded as a safe complementary method for diagnosis of 

male infertility (Carpi et al., 2005; Dohle et al., 2012), cryptorchidism (Faure et al., 

2016), varicocele (Elzanaty, 2014), and tumors (Ramanathan and Dogra, 2018). 

However, they are also related to the occurrence of vascular lesions, inflammatory 

changes, and fibrosis (Schlegel and Su, 1997), formation of anti-sperm antibodies 

(Harrington et al., 1996), decreased testosterone concentrations, and increased risk of 

androgen deficiency (Manning et al., 1998). Likewise, in rams, single testicular biopsies 

with 19 G hypodermic or 14 G Tru-cut needles caused fibrosis and microcalcifications 

and, potentially, a breakdown of the blood-testis barrier and formation of anti-sperm 

antibodies (Fedder et al., 2017). In contrast, a single testicular biopsy did not promote 

changes in the testicular parenchyma in llamas (Heath et al., 2002b) or impact semen 

characteristics or testosterone concentrations in rams (Sartori et al., 2002). Also, 

sequential unilateral biopsies, performed with a 10 G Tru-cut needle in 14, 18, and 22-

wk old rams (Lunstra and Echternkamp, 1988), and weekly biopsies, performed with a 

12 to 16 G Core needle in prepubertal lambs from 10 to 19 wk of age, did not 

compromise testicular development (Bartlewski et al., 2017; Giffin et al., 2014). 
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Several studies of the effects of therapeutic approaches (Barth and Bowman, 

1994; Orazizadeh et al., 2010) or heat stress (HS) (Li et al., 2009; Rizzoto et al., 2020) 

on testicular function have been done. However, a critical limitation is the absence of 

sequential sampling of testicular parenchyma for histological and/or molecular 

responses to these treatments. If such analyses are imperative, orchiectomy and/or 

slaughter are the typical approach (Bozkaya et al., 2017; Li et al., 2009; Rizzoto et al., 

2020), but that precludes repeated sampling from the same individual.  

Sequential biopsies would be extremely useful for monitoring testicular 

responses to therapeutic approaches or HS. However, little is known regarding whether 

sequential testicular biopsies at short intervals affect testicular molecular responses or 

spermatogenesis. Therefore, our objective was to determine acute effects of serial 

frequent testicular biopsies on immediate expression of testicular genes related to 

oxidative stress, inflammation, and steroidogenesis, and to monitor semen 

characteristics and testicular ultrasonographic echotexture during the first weeks after 

biopsies. 

 

2. Material and methods 

 

  2.1 Local and animals 

The study was conducted in Botucatu (22°53'20" south/ 48°29'52" west). Six 

crossbred Santa Ines x Dorper rams ~18 mo and ~63.8 kg were used. Rams were kept in 

pens with slatted floor, and fed a total mixed ration twice daily, with ad libitum access 

to water. The diet was formulated to meet the nutritional requirements of rams (NRC, 
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2015) and the amount fed was adjusted daily to yield at least 5% orts. Environmental 

temperature and humidity data were recorded every 10 min (HOBO Data Loggers U12-

012; Onset®, Bourne, MA, USA), with an average temperature-humidity index of 59.8 

(41.9 - 72.8). 

These rams were free of any reproductive anatomical or seminal abnormalities, 

had a scrotal circumference > 33 cm, > 70% normal spermatozoa, and total motility > 

80%, according to standards of the Brazilian College of Animal Reproduction (CBRA, 

2013). In addition, they were also free of any ultrasonographically detectable 

abnormalities of the scrotum or testes (MyLabFive scanner with a 7.5 MHz linear-array 

transducer, Esaote, Italy).  

All animal use activities were reviewed and approved by the Ethics Committee 

of Animal Use at the School of Veterinary Medicine and Animal Science, São Paulo 

State University (Protocol 120-2021). 

 

2.2 Testicular biopsies 

 

Rams were subjected to six sequential testicular biopsies using Tru-cut 16 G 

needles at the following times: 0, 3, 6, 12, 24, and 48 h, with biopsies performed on the 

right testis at 0, 6, and 24 h (top, middle and bottom regions, respectively), and on the 

left testis at 3, 12, and 48 h (top, middle and bottom regions, respectively). Before each 

biopsy, infrared thermography (Flir E53, MSX®, Termovisor®, Atibaia-SP, Brazil) of 

three points on the scrotal surface, and rectal temperature (Termômetro Digital. G-

Tech®, Duque de Caxias, RJ, Brazil) were used to monitor temperature. Biopsies were 
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always performed using an anterior approach to the testes, thereby avoiding the large 

veins on the posterior surface (Kastelic et al., 1996) 

Immediately before the first biopsy, rams were given a single dose of benzathine 

benzylpenicillin (30,000 IU/kg IM; Pentabiótico®, Zoetis, São Paulo, SP, Brazil) and 

flunixin meglumine (1.1 mg/kg IM; Flumax®, JA Saúde Animal, Patrocínio Paulista, 

São Paulo, Brazil), with the flunixin, repeated once daily for the next 2 d. Prior to each 

biopsy, the scrotum was shaved and washed twice with chlorhexidine soap (Riohex 

2%®, Rioquímica, São José do Rio Preto, SP, Brazil), followed by an alcohol-based 

chlorhexidine solution (Riohex 0,5% ®, Rioquímica, São José do Rio Preto, SP, Brazil). 

Then, the testis was grasped, and the scrotal skin was infiltrated with 1 mL of 2% 

lidocaine (Lidovet®, Bravet, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). After each biopsy, performed 

according to the Tru-cut 16G needle manufacturer’s instruction (Unit, São Paulo, SP, 

Brazil), the testis was held, and digital pressure at the puncture point was performed for 

at least 5 min. Then, an ice pack was applied on the scrotal surface for 10 min. If the 

amount of testicular tissue was considered insufficient for RTq-PCR assay at the first 

attempt (< 1.3 mg), the biopsy was repeated. Scrotal surface and rectal temperatures 

were measured after each biopsy. Testicular biopsies were stored in cryotubes 

(Corning®, Corning Inc., New York, USA) at -80 ºC pending RNA extraction for PCR 

analyses.  

During the experimental period, rams were evaluated daily for behavioral signs 

of pain. The main parameter observed were activity, appetite, altered gait, positions of 

ears and head, and orbital tightening. 

 

2.3 Semen evaluation 
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Semen was collected with an artificial vagina 3 d before and 28 d after the first 

biopsy. Sperm motility and kinetics were assessed by computer-assisted sperm analysis 

(CASA; IVOS, Version 14, Hamilton-Thorne Bioscience®, Beverly, MA, USA), with 

the following setup: frames/field: 30; minimum contrast: 60 pixels; minimum size: 6 

pixels; linearity: 70%; threshold motile speed: 30 μm/s; threshold for average minimum 

speed: 40 μm/s; threshold for minimum linear speed: 20 μm/s; head displacement: 90; 

size of head: 5 pixels; amplification: 1.95; temperature: 38 oC). For CASA, semen was 

diluted (final concentration, 30 x 106 sperm/mL) in Botubov® extender (Botupharma, 

Botucatu, SP, Brazil), and 10 μL was placed in a Makler chamber. The CASA 

parameters evaluated were total motility (TM, %), progressive motility (PM, %), 

curvilinear velocity (VCL, mm/s), path velocity (VAP, mm/s), progressive velocity 

(VSL, mm/s), lateral head displacement (ALH, mm), tail beat frequency (BCF, Hz), 

straightness (STR, %), and linearity (LIN, %). 

For assessment of sperm morphology, a wet mount preparation of sperm diluted 

in warm 4% formalin-saline (1:10) on a slide covered with a coverslip was evaluated by 

differential interference contrast microscopy (1,000X magnification; Leica®, Leica 

Microscope – DM 500, Wetzlaretzlar, Germany). Sperm morphology was classified 

according to Bloom (1973), with 200 cells designated as morphologically normal or 

abnormal.  

 

2.4 Scrotal and testicular examination 
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Before each biopsy, and then, every 2 d, the scrotum was physically evaluated 

for signs of pain, swelling, edema, or skin lesions. In addition, testes were assessed by 

B-mode ultrasonography (MyLabFive equipped with 7.5 MHz linear-array transducer, 

Esaote, Italy) immediately before (day 0 = D0) and at D5, D9, D13, D17, and D21 after 

the first biopsy. The ultrasound transducer was held parallel to the longitudinal axis on 

the anterior surface of the scrotum and moved laterally to evaluate the testicular 

parenchyma. Images were recorded from each testis and subsequently analyzed using 

Image J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Initially, the 

ultrasound picture was adjusted to the software scale. Then, the testicular ultrasound 

echogenicity and heterogeneity were determined as numeral pixel value (NPV) and 

pixel standard deviation (PSD), respectively (Giffin et al., 2014), in three randomly 

selected areas of 501.4 ± 0.24 pixels of testicular parenchyma, avoiding regions with 

image artifacts or scarring from biopsies. 

 

 2.5 RNA extraction and quantification 

 

Testes biopsies were thawed and homogenized. Total RNA was extracted with 

Trizol®, using the co-precipitate GlicoBlue (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brazil) and 

stored at -80 °C. All samples were incubated with DNAse I (1 IU/mg; Invitrogen) at 65 

°C for 10 min to lyse genomic DNA. Immediately after incubation, total RNA from 

each sample was submitted to reverse transcription using random primers, following 

manufacturer’s instructions (High-Capacity Kit, Applied Biosystems®, Foster City, CA, 

USA). 
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To perform RT-qPCR for target genes (Table 1), QuantStudio™ 7 Flex 

equipment using the Power Sybr Green® (Applied Biosystems®) system was used, using 

specific primers for each gene. The qPCR reactions were carried out in 25 mL volumes, 

with 1 mL of cDNA, 12.5 mL of Power Syber Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems®), 300 mM of each forward and reverse primers, and 9 mL of water. The 

qPCR cycling conditions were 95 °C for 10 min for initial denaturing and then 40 

cycles of 95 °C for 10 s, followed by primer annealing and extension at 60 °C for 1 min 

(Table 1). Reactions were optimized to achieve maximum amplification efficiency for 

each gene (90-110%). Samples were analyzed in duplicate and as a negative control, 

water was added to the mix of cDNA (in each plate). 

NormFinder software (Department of Molecular Medicine [MOMA], Aarhus 

University Hospital, Aarhus, Denmark) was used to select appropriate housekeeping 

genes; amplification profiles of isomeryl peptidylprolyl isomerase A (PPIA), 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and beta-actin (ACTB) were 

analyzed. Ultimately, ACTB was identified as the most suitable gene. The Ct method 

(target genes/ACTB) was used to quantify relative mRNA abundance, with correction of 

efficiency for each target gene (Livak and Schmittgen, 2001). 

 

Table 1. Primers for Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-q PCR) to assess mRNA 

abundance of genes in testicular tissues. 

Gene Forward sequence Reverse sequence Con 

(mM) 

Temp. 

(°C) 

TNF-α GGA CCA GCC AAG AGA GAG AC GCA GGG TGT ATG AGA GAG CA 300 60 
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IL-1 ACA GAT GAA GAG CTG CCC CTT CCC TTC CCT TCT GCC AG 300 60 

STAR GCA TCC TCA AAG ACC AAG GAG CTT GAC ACT GGG GTT CCA TCT 200 57 

SOD-2 TCA CAG CAT CTT CTG GAC TGCTCCTTATTGAAGCCAAG 300 60 

GPX-1 AGT TTG GGC ATC AGG AAC CCG AAG GAA GGC GAA GAG 300 60 

HSP70 AAC ATG AAG AGC GCC GTG GAG G GTT ACA CAC CTG CTC CAG TCC 300 60 

GAPDH  GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAA AAG CAG GGA TGA TGT TCT GG 200 60 

β-actin GTC CGT GAC TAC AAG GAG AAG AGG AAG GAA GGC TGG AAG GAG 300 60 

Primer concentration per PCR reaction (mM); Temperature of annealing and extension (ºC). 

 

2.6 Statistical analyses 

 

Parametric assumptions were tested using Shapiro-Wilk's test (normality). 

Seminal parametric data (volume, concentration, major, minor and total defects, and 

sperm kinetics) were analyzed using paired Student’s t-test. Comparisons among right 

(RT) and left testis (LT) from NPV and PSD variables were assessed by repeated 

measures over time (Mixed Model). The testis side (TS), day (D), and a testis side x day 

interaction (TxD) were considered fixed effects. Also, repeated measures over time 

were applied to compare the means of NPV and PSD, considering each testis and both 

testes, with day considered a fixed effect. The Tukey test was used as a post-hoc test. 
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Results are mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical significance was 

defined as P < 0.05 and GraphPad Prism (Version 8.2.1) was used.  

Differences in relative mRNA abundance of target genes were evaluated by one-

way ANOVA, with a Tukey test used to locate differences. Data that were not normally 

distributed were transformed to base-10 logarithms before analysis. Analyses were 

performed using JMP software (SAS Institute Cary, NC, USA). Data are presented as 

means ± SEM. Differences were considered significant when P < 0.05 and all were 

expressed as fold change.  

 

3. Results 

 

During the experimental period, there were no indications (neither visual nor by 

palpation) of any lesion or inflammation in the scrotum or skin, and there were no 

indications of intrascrotal fluid collections. Also, rams did not have any behavioral sign 

of pain during the biopsy period or thereafter.  

The mean number of biopsies per timepoint for the right and left testes was 1.97 

and 1.95, respectively. Mean scrotal surface and rectal temperatures (31.1 ± 0.2 and 

38.7 ± 0.05 °C, respectively) remained stable during the collection of biopsies. For five 

biopsy attempts, bleeding did not stop after 5 min of digital pressure, and an additional 

5 min of digital pressure was applied to the puncture point. 

There were no significant differences between the control and D28 timepoints 

for semen volume, concentration, sperm morphology, or sperm kinetics characteristics 

(P > 0.005), except for ALH, which was lower at D28 (P < 0.005) (Table 2). 
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Table 2. Mean ± SEM of semen volume, sperm concentration, morphology, and kinetics 

characteristics before (Control) and 28 days (D28) after sequential biopsies performed 

with Tru-cut needles in rams (n = 6). 

Sperm characteristics Control D28 

Volume (mL) 1.8 ± 0.10 1.7 ± 0.11 

Concentration (x 109/mL) 1.44x109 ± 0.17x109 1.15x109 ± 0.16x109 

Total motility (%) 83.5 ± 2.3 89.2 ± 1.7 

Progressive motility (%) 63 ± 2.9 71.8 ± 1.3 

VCL (μm/s) 209.9 ± 5.2 191.1 ± 6.8 

VAP (μm/s) 123.3 ± 2.4 122.6 ± 4.4 

VSL (μm/s) 104.4 ± 2.4 105.6 ± 3.4 

ALH (μm) 7.6 ± 0.3a 6.2 ± 0.28b 

BCF (Hz) 36.6 ± 1.2 39 ± 1.5 

STR (%) 84.3 ± 1.9 85.3 ± 1 

LIN (%) 52 ± 2 58 ± 2.2 

Minor defects 7.3 ± 1.3 4 ± 0.6 

Major defects 6 ± 1.2 4.8 ± 1.1 

Total Defects 13.3 ± 2.1 8.2 ± 1.2 

ALH: lateral head displacement; BCF: beat cross frequency; LIN: linearity; STR: 

straightness; VAP: path velocity; VCL: curvilinear velocity; VSL: progressive velocity. 
a,b .Within a column, means with a different superscript differed (P < 0.05). 
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No signs of intrascrotal bleeding or hydrocele were observed in the sequential 

ultrasound evaluations performed after testicular biopsies. For NPV and PSD, there was 

no effect of the testis side, day, nor interaction between the testis side and day (P > 

0.05). The mean ± SEM of NPV and PSD are shown in Figure 1.  

 

Figure 1. Mean ± SEM of the number of pixels value (NPV; օ) and pixel standard 

deviation (PSD; ●) of both testes of rams (n = 6) before (Day 0) and up to 21 days after 

sequential biopsies performed with Tru-cut needles. 

 

Regarding the transcriptional gene profile, for all genes evaluated, there was no 

effect of testis side, hour, nor interaction between testis side and hour (P > 0.05; Figure 

2). 
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Figure 2. Transcript abundance of TNFα, IL-1, GPX1, SOD2, HSP70, and STAR of rams 

at each moment (M) of sequential biopsies with Tru-cut needle. The data are presented 

as mean ± SEM of the relative mRNA levels (target gene/geometric mean of reference 

genes [ACTB]. Significance differences were not found (P > 0.05). TNFα, tumor necrosis 

factor-α; IL-1, interleukin-1; GPX1, glutathione peroxidase 1; SOD2, superoxide 

dismutase 2; HSP70, heat shock protein 70; STAR, steroidogenic acute regulatory protein. 

 

4. Discussion 
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Testicular evaluation is critical in studies involving effects of the environment, 

HS or male reproductive diseases (Rizzoto et al., 2020). Serial biopsies would be 

extremely useful for assessment of molecular and histological changes of testicular 

parenchyma after treatments or experimental procedures. This is apparently the first 

report to assess effects of serial frequent testicular biopsies in ruminants. Based on the 

absence of transcript profile changes in genes commonly used to monitor 

steroidogenesis, inflammatory, oxidative, and HS responses, we inferred that serial 

biopsies with a 16 G Tru-cut needle are a viable approach to study acute changes in 

testicular tissue.  

Studies reporting single (Heath et al., 2002b), double (Heath et al., 2002a), 

weekly (Bartlewski et al., 2017; Giffin et al., 2014), or monthly (Lunstra and 

Echternkamp, 1988) multiple percutaneous biopsies performed with Tru-cut needles 

lacked details regarding pre- or post-operative procedures. There is only a brief mention 

in one report that the scrotal skin was scrubbed with betadine and rinsed with alcohol 

(Heath et al., 2002b) and in another report that skin was infiltrated with 2% xylocaine 

(Heath et al., 2002a). In these two studies, a small incision was made in the scrotal skin 

to introduce the Tru-cut needle. In humans, there are reports of pain, decreased 

testosterone concentrations (Hussein, 2013), infection (Beierdörffer H, 1979), 

intratesticular bleeding, and scrotal hematoma (Harrington et al., 1996; Ron-El et al., 

1998) after testicular biopsies (Dabaja and Schlegel, 2013). However, in the present 

study, appropriate pre- and post-biopsy procedures mitigated potential complications. 

After biopsies, keeping the testes in the same position in the scrotum and applying 

digital pressure and ice packs minimized intrascrotal bleeding, as no sign of intrascrotal 
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fluid accumulation was observed ultrasonographically. Also, penicillin and a 

nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) were given to prevent infection and 

inflammation. From our perspective, it does not seem advisable to procure percutaneous 

testicular biopsies without judicious and pre-emptive pre- and post-operative 

procedures. 

Immunological and acute inflammatory responses can be triggered by 

pathogens-associated molecular patterns (PAMP) or damage-associated molecular 

patterns (DAMP) (Tang et al., 2012); consequently, testicular biopsies are potential 

promoters of inflammation due to pathogens or trauma. To assess the inflammatory 

response after sequential biopsies, we measured the transcript profile of pro-

inflammatory cytokines interleukin 1 (IL1) and tumor necrosis factor α (TNF-α) genes. 

Despite being physiologically expressed in the testicular parenchyma (Delfino et al., 

2003; Lysiak, 2004), these genes commonly have high expressions in testicular 

ischemia or autoimmune orchitis (Lysiak, 2004). In that regard, IL-1 amplifies the 

inflammatory response, stimulating the release of IL-6 by Sertoli cells (Syed et al., 

1995), which acts as an inhibitor of meiotic DNA synthesis in spermatocytes (Hakovirta 

et al., 1995). Testicular inflammation increases TNF-α expression, inducing apoptosis 

of Sertoli cells (Riccioli et al., 2000). Together, IL1 and TNF-α participate in dynamic 

changes in Sertoli cells' junctional complexes, and their increase impairs the 

displacement of germ cells to the adluminal space of the seminiferous tubules (Li et al., 

2006; Sarkar et al., 2008).  

The NSAID use in this study had two beneficial effects. First, it helped to 

control testicular inflammation and pain and thereby promoted animal welfare. Second, 

it prevented a traumatically induced transcription of pro-inflammatory cytokines (IL1 
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and TNF-α) in testicular tissues after serial frequent biopsies, avoiding a diffuse 

testicular acute inflammatory response and, consequently dysfunctional spermatocytes 

(Hakovirta et al., 1995) and Sertoli cells (Riccioli et al., 2020). As HS did not change 

the testicular transcription of these cytokines (Ferreira, unpublished data), we inferred 

that NSAID treatment did not represent a bias for these studies.  

Furthermore, the transcript profile of STAR did not change during the 

experimental period. Testicular HS (Rizzoto et al., 2020) or inflammatory conditions 

(e.g., increased tissue levels of IL1 and TNF-α) (Lin et al., 1998; Nehar et al., 1997) 

decrease STAR mRNA in Leydig cells. The absence of changes in the STAR transcript 

profile in this study provided evidence that steroidogenesis was not impaired and 

reinforced the lack of a diffuse testicular acute inflammatory condition after serial 

biopsies.  

Reactive oxygen species (ROS) participate in several physiological cellular 

processes (Checa and Aran, 2020). However, large accumulations can have harmful 

effects (Checa and Aran, 2020). Both TNFα (Forrester et al., 2018) and IL1 (Ansari et 

al., 2018) are involved in intracellular ROS production. Glutathione peroxidase (GPX) 

and superoxide dismutase (SOD) are essential enzymes to prevent deleterious effects of 

intracellular ROS accumulation (Yu and Huang, 2015). Based on the absence of 

changes in GPX1 and SOD2 mRNA transcripts, we inferred that the NRF2-antioxidant 

response element signaling pathway, the first cellular response to intracellular 

accumulation of ROS, was not activated (Amin et al., 2014). Also, the absence of 

changes in the transcript profile of the HSP70 gene indicated that ROS balance was not 

impaired in the testicular tissue after repeated biopsies, as HSP70 is a critical protein to 

mitigate the deleterious effects of intracellular ROS accumulation (Týč et al., 2015). 
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The most pronounced seminal changes in testicular degeneration in ruminants 

occur from 21 to 28 d after its induction and are characterized by reduction of sperm 

motility and percentage of morphologically normal sperm in ruminants (Alves et al., 

2016; Barth and Kastelic, 2021). Except for ALH, which decreased, but remained 

within the physiologic range (Ibănescu et al., 2016; Malama et al., 2017), the lack of 

changes in the ejaculate, sperm characteristics, and morphological defects at D28 

indicated that spermatogenesis was not impaired by the serial sequential biopsies (five 

or six per testis). 

These findings provided further evidence that there was no diffuse testicular acute 

inflammation and, consequently, no testicular degeneration.  

All evidence mentioned above was corroborated by ultrasonography, a valuable 

tool for examining testicular parenchyma (Kastelic and Brito, 2012). As mentioned 

before, there was no evidence of intrascrotal fluid accumulation. Both NPV and PSD 

have been used to monitor development of seminiferous tubules, testicular tissue 

density, and proportions of testicular cell types (Ahmadi et al., 2012; Brito et al., 2012; 

Giffin et al., 2014). An absence of significant changes in NPV and PSD supported our 

conclusion of no diffuse change in the testicular parenchyma. 

Our findings were similar to the other studies where no deleterious effect on 

semen quality was observed after single bilateral biopsies in bulls (Byers, 1953) or rams 

(Sartori et al., 2002). However, increased testicular temperature and decreased sperm 

progressive motility were reported, up to 14 and 28 d, respectively, after a single biopsy 

in bulls (Heath et al., 2002a). As post-biopsy semen analysis was performed only at 

D28 in our study, we cannot exclude the possibility that breaching the blood-testis 

barrier with a biopsy procedure can cause a subsequent decrease in seminal 
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characteristics. There are reports of poor semen quality after testicular trauma in 

stallions (Papa and Leme, 2002) or after collection of a biopsy with a 14 G needle in 

rams (Fedder et al., 2017). These effects were attributed to the immune system's access 

to germ cells and subsequent anti-sperm autoimmune reactions (Manning et al., 1998; 

Steele et al., 2001). 

The necessity of two attempts to obtain an amount of testicular tissue sufficient 

for RTq-PCR assay seemed to be related to the relatively softer ovine testicular 

parenchyma. We collected testicular biopsies from Bos taurus (unpublished data), and 

just one attempt was necessary to obtain a good sample.  

 

5. Conclusion 

 

Serial frequent testicular biopsies did not change the transcriptional profile of 

testicular genes related to oxidative stress, acute inflammation, or steroidogenesis. Also, 

after the biopsies, there were no changes in seminal characteristics at 28 d or in 

testicular ultrasonographic echogenicity and heterogenicity up to 21 d. Therefore, we 

concluded that this approach is valuable for monitoring acute-short time molecular and 

cellular changes in testicular tissues. 
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