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VIABILIDADE DA PUNGAO BIOPSIAASPIRATIVA PORAGULHAFINA,EM TESTiCU!_OS DE
CAES (Canis familiaris- LINNAEUS, 1758) COMO METODO AUXILIAR DE DIAGNOSTICO
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a viabilidade do uso de biépsia
por pungao aspirativa por agulha fina (PAAF) em
testiculos de caes, como técnica auxiliar na rea-
lizacdo de diagnéstico.Foram utilizados 20 cées
machos, adultos, higidos, distribuidos em 4 grupos
com 5 animais cada: Ga, Gb, Gc e Gd sendo or-
quiequitocmizados respectivamente 3, 7, 14 e 62
dias ap6s a bidpsia. Submeteu-se o material colhido
pela PAAF a avaliagdo citolégica, e o parénquima
testicular proveniente da orquiectomia submetido
a histopatologia. Foi identificado os seguintes tipos
celulares: espermatogdnias (4,74%), espermatoci-
tos (5,57%), espermatides (42,10%), espermatozi-
des (7,00%), células de Sertoli (11,23%) e células
nao identificadas (5,73%). Na histopatologia a
PAAF revelou pequena area de lesdo hemorragica
e reacgdo inflamatéria com degeneracéo testicular
nos primeiros dias, seguido de cicatrizagao tecidual
aos 62 dias. A amostra direcionada para citologia
e histologia, demonstrou ser quantitativamente
e qualitativamente suficiente para o diagnéstico.
As alteracdes histopatolégicas encontradas nos
diferentes momentos mostraram uma evolugéo
transitéria, finalizando com cicatrizagcéo e recupe-
ragdo do parénquima testicular. O uso da bidpsia
por agulha fina demostrou ser pouco traumética,
sendo pois recomendada em procedimentos de
rotina na clinica médica veterinaria.

Palavras-chave: puncéo, bidpsia por agulha fina,
testiculo, cdo.

INTRODUGCAO
A infertilidade no cédo pode ser devida a

etiologias testiculares ou ndo. As que ndo tem
origem gonodal podem decorrer de altera¢des nas

glandulas hipéfise e adrenais, obstru¢des dos duc-
tos deferentes, podendo esta ser congénita, pos-
-cirargica ou inflamatéria (JOHNSTON et al., 2001).

A avaliacédo da fertilidade no homem e
nos animais domésticos pode ser realizada por
exame clinico, caracteristicas sexuais secundarias,
avaliacdo seminal, determinacao de anticorpos,
dosagens hormonais, ultra-sonografia e biépsia
testicular (AL-JITAWI et al., 1997; CRAFT et al.,
1997; MANSOUR et al., 1999).

Segundo Pianton et al. (1985) uma al-
ternativa a biépsia testicular na investigagdo das
afecgdes reprodutivas € a bidpsia por puncgéo as-
pirativa com agulha fina (PAAF), porém tem sido
pouco utilizada desde sua publicagdo original por
Huhner (1928).

A biépsia aspirativa, considerada como
excelente procedimento para diagnostico de infer-
tilidade no homem, é pouco difundida na pratica
veterinaria (MANSOUR et al.,

1999; ZAHN et al., 1999). Nota-se que as
investigagdes clinicas na infertilidade de machos
caninos sdo limitadas, ndo sendo possivel ao
clinico realizar diagnéstico preciso (DAHLBOM et
al., 1997).

Mais recentemente a citologia testicular
obtida por aspiragédo tem sido utilizada como
método auxiliar no diagndéstico clinico em casos
de azoospermia e afecgdes testiculares em cées
(DAHLBOM et al., 1997; LEME; PAPA, 1997),
equinos (MANSOUR et al., 1999), lIhamas (HEATH
et al., 2000) e em onca pintada (PAZ et al., 2003).

O presente estudo visa avaliar como méto-
do auxiliar de diagnéstico, em testiculos de cées,
a bidpsia por puncdo aspirativa com agulha fina
(PAAF).
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 cides machos, adultos,
da espécie canina, sem predilecao por raca, pro-
venientes da Associacao de Protegcdo aos Animais
de Uberlandia (APA), sendo considerados higidos
ap6s exames clinico e laboratorial (hemograma,
bioquimica e urinalise). Realizaram-se todos os
procedimentos (biépsia e orquiectomia) nas de-
pendéncias do Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Distribuiram-se os
cdes em quatro grupos experimentais, com cinco
animais em cada: Ga, Gb, Gc e Gd sendo orquie-
quitocmizados respectivamente 3, 7, 14 e 62 dias
apos a bidpsia.

Utilizou-se como medicagao pré-anestésica
a acepromazina e buprenorfina, por via intramus-
cular, nas doses de 0,025/Kg e 0,01mg/Kg, respec-
tivamente. Todos os animais foram submetidos a
anestesia dissociativa, pela aplicagdo de 5mg/Kg
de tiletamina associado a 5 mg/Kg de zolazepam
(Zoletil®50), por via intramuscular.

Manteve-se o testiculo entre os dedos indi-
cador e polegar. Foi utilizada agulha (BD, Curitiba-
-PR) de 22G (0,70X25mm) adaptada a uma seringa
(Industrias Cirurgicas Ltda, Ourinhos-SP) de 20mL,
perfurando a cutis do escroto e demais laminas até
atingir o parénquima testicular. Fez-se a pungéo no
terco médio da borda livre do testiculo. A agulha
acoplada a seringa foi movimentada cranialmente e
caudalmente, com o émbolo tracionado, promoven-
do a formagé&o de vacuo, perfazendo cinco pungoes.
Ao final do procedimento fez-se uma pressao digital
suave no local da aspiragdo (ROSENLUND et al.,
1998; LEME; PAPA, 1999).

A técnica cirurgica da orquiectomia foi a
descrita por Crane (1996). Apés a cirurgia, retirou-se
com bisturi as extremidades capitata e caudata, bem
como as faces lateral, medial e borda epididimaria
dos testiculos. Estes foram entdo devidamente iden-
tificados, seguido de sua imersdo em solu¢ido de Buin
por 24 horas, e processados para analise histologica.

Dividiu-se o material aspirado em trés la-
minas, para microscopio 26x76mm, devidamente

identificadas, e secas a temperatura ambiente.
Sendo fixadas e coradas pela técnica de May-
-Grunwald-Giensa.

As trés laminas foram avaliadas contando-
-se randomicamente um total de 100 células em
cada, utilizando-se para leitura a mesma micros-
copia de luz na objetiva de 100x. Avaliou-se a
presenca de hemacias e leucécitos utilizando-se
um escore de zero a trés cruzes, conforme a quan-
tidade presente nas mesmas.

Depois de fixado seguiu-se os processos
de desidratacdo em alcool, diafanizagdo por xilol
e inclusdo em parafina. Posteriormente, fez-se
cortes de 5um e coloragdo com HE para avaliagédo
do processo inflamatério.

As laminas foram submetidas a avaliagdo
descritiva observando-se os seguintes parametros:
area de lesdo, hemorragia, células mononucleares,
células polimorfonucleares, destruicdo mecanica de
tubulos seminiferos, presenga de fibras colagenas
(fibrose) e degeneracéo testicular. Para tal, utilizou-
-se microscopia de luz na objetiva de 10x e 40x.

Para a analise estatistica aplicou-se o teste
paramétrico T de Student e ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis para encontrar possiveis diferencas
significativas (p<0,05) (FLEMING; HARRINGTON,
1991).

RESULTADOS

Amédia percentual da contagem de células
obtidas na PAAF foi: espermatogénias (4,74%),
espermatécitos (5,57%), espermatides (42,10%),
espermatozéides (7,00%), Sertolis (11,23%) e
células nao identificadas (5,73%) (Figura 1). Das
120 I&minas obtidas 51 (42,5%) observou-se a cor
vermelho intenso, devido a presenca de eritrocitos
(contaminagéo), o que dificultou a avaliagdo. N&o foi
possivel realizar a leitura em 24 (20%) destas por
terem poucas células; 18 (15%) por contaminagao
e 5 (4,1%) por ndo estarem coradas.
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Figura 1. Fotomicrografia de células obtidas por bidpsia, com agulha fina (PAAF) em testiculos de caes. A- nota-se: espermatécito
(Es); espermatide primaria (S1) B- espermatozoéide (Sptz) C- espermatogobnia (Sg); espermatide primaria (S1); espermatide
secundaria (S2); hemacia (Hm) D- espermatogdnia (Sg); células de Sertoli (Sc) E- campo repleto de heméacias (Aa D - barra

corresponde a 30 um; E — barra corresponde a 75um).

Apobs a pungdo, o material coletado foi
dividido em trés laminas. Quando se comparou a
quantidade de células encontradas para verificar a
homogeneidade da amostra, ndo foi observada dife-
renca significativa (p>0,05) para os tipos celulares
espermatogébnias, espermatides, espermatozdides,

Sertolis e células ndo identificadas. Ja referente aos
espermatocitos foi observado diferenga (p<0,05) na
distribuicdo do material celular colhido apenas entre
a primeira e Ultima lamina (Tabela 1) e em relagao
as hemacias e leucécitos ndo houve diferengas
estatisticas (p>0,05).

Vet. Not., Uberlandia, v. 16, n. 1, jan./jun. e n. 2, p. 73-79, jul./dez. 2010




76

Tabela 1. Médias e desvios padrdao do numero de células da linhagem germinativa e de Sertoli obtidas por pungéo bidpsia com agulha
fina em testiculos de caes, Jaboticabal-SP, 2008.

Células Lamina 1 Lamina 2 Lamina 3
Espermatog6nia 6,14 + 7,082 8,15 + 17,302 8,99 + 18,572
Espermatdcito 6,74 +1 0,422 13,45 = 9,292b 4,91 + 9,29°
Espermatide 54,39 + 14,972 53,73 + 19,752 54,72 + 17,892
Espermatozéide 9,08 + 9,502 7,64 + 7,942 9,98 + 11,152
Sertoli 14,43 + 9,20° 15,93 + 11,992 14,34 + 8,632
Células nao identificadas 8,21 + 4,842 7,05 + 5,342 7,03 + 5942

-Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma linha s&o estatisticamente diferentes (p<0,05).

Nos achados histolégicos do grupo 1, beragéo de células germinativas para o intersticio
grupo Ga (3 dias pos bidpsia) observou-se lesdes testicular em 70% dos testiculos avaliados (Figura
mecanicas nao bem delimitadas provocadas pela 2B). Observou-se infiltrado de células inflamatérias
introducdo da agulha, onde as areas destruidas mono e polimorfo nucleares, no local da leséo e
e adjacentes mostraram-se hemorragicas (Figura adjacente a esta.

2B), com destruigdo de tubulos seminiferos e li-

Figura 2. Corte histologico transversal (HE) de testiculo de céo coletado no sétimo dias ap6s a biépsia com agulha fina. A - nota-se processo
degenerativo testicular por presenca de células gigantes multinucleadas no interior dos tubulos seminiferos (Gi), B — presenca
de células germinativas no intersticio (Ge), devido destruicao dos tibulos seminiferos com hemorragia (h). C - area hemorragica
(h) com destruicdo e degeneracgéo dos tubulos seminiferos (T). D - area de infiltrado de células mono e polimorfonucleares (A e
B - barra corresponde a 75 um. C e D - barra corresponde a 300 ym).
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Ja referentes ao grupo Gb (7 dias poés bi-
6psia) notou-se que 30% dos testiculos revelaram
a presenca de fibroblastos na area de lesdo, com
inicio de formagéo de tecido conjuntivo e processo
de cicatrizacdo. Observaram-se neste local tubulos
seminiferos destruidos (Figura 2C), sendo que 10%
dos casos com degeneracéo testicular (Figura 2A).
Ja as células germinativas no intersticio mostraram-
-se reduzidas, cerca de 10%, decorrentes do pro-
cesso de cicatrizagdo e reorganizagio tecidual.
Hemorragia facilmente observada, devido a sua
extensao, presente em 50% dos casos; e o infiltrado
de células inflamatoérias (Figura 2D) manteve-se
constante.

No grupo Gc (14 dias p6s bidpsia) ndo
verificou-se areas hemorragicas, e processo de
cicatrizagdo, com aumento na quantidade de fi-
broblastos levando a formacao de fibras colagenas
(cicatriz), estando este em processo de reorgani-
zagéao. Evidenciou-se ainda, presenca de tubulos
seminiferos lesionados mecanicamente, mostrando
em apenas um caso alteragbes caracteristicas de
processo degenerativo. Na regido da lesédo e ad-
jacente a esta registrou-se discreta presenca de
células germinativas no intersticio, bem como de
células inflamatérias, ambas em 30% dos casos.

Ja o grupo Gd (62 dias p6s bidpsia) os
locais biopsados encontraram-se ja cicatrizados
com fibras colagenas organizadas, e poucos fibro-
blastos. Os tubulos seminiferos destruidos rema-
nescentes revelaram altera¢cdes de degeneragio
testicular, em 10% dos testiculos avaliados, estando
os tubulos envolvidos por fibras colagenas. Notou-
-se em um caso, area de reabsor¢cdo do coagulo
com formacéao de fibrina e fibras colagenas (fibro-
se), com grande infiltrado de células inflamatérias.

DISCUSSAO

Referente as células encontradas no
aspirado observaram-se espermatogbnias, esper-
matdcitos, espermatides, espermatozoéides, Ser-
tolis e células nao identificadas. Estes resultados
mostram similares aos de Gottschalk-Sabag et al.
(1993) em humanos, Leme; Papa (1997) em caes
e Leme; Papa (1999) em equinos, no entanto estes
autores subdividiram os espermatécitos e esper-
matides em primarios e secundarios, o que nao foi
por nés adotado. Conforme Leme; Papa (1997) os
espermatécitos secundarios sdo muito dificeis de
serem identificados devido a curta duragdo desta
fase celular.

Quanto a morfologia celular as espermato-
gb6nias mostraram-se com citoplasmas baséfilos e

nucleos aciddfilos arredondados. Nos espermat6ci-
tos primarios observaram-se corddes de cromatina
fazendo o contorno do nucleo de forma irregular,
porém fortemente corado e aciddéfilo. Quanto as es-
permatides observou-se que as iniciais mostraram
nucleos e citoplasmas pouco densos sendo estes
levemente acidoéfilos e basofilos respectivamente.
Ja as espermatides finais apresentaram nucleos
fortemente corados e alongados. Os espermato-
zbides presentes coraram-se em fraco tom roxo,
sendo que suas caudas em muitos casos nao se
apresentaram-se coradas. As células de Sertolis
caracterizaram-se com nucleos isolados arredon-
dados com cromatina granular e nucléolo bastante
visivel. Achados estes similares aos de Gottschalk-
-Sabag et al. (1993) em humanos, Dahlbom et al.
(1997) e Leme; Papa (1999) em caes, Leme; Papa
(1999) e Mansour et al. (1999) em garanhdes.
As células nédo identificadas no presente estudo
referem-se aquelas rompidas durante a produgéo
dos esfregacgos, ou devido a aglomerado celular
intenso, ndo sendo possivel a diferenciagao celular.

Referente a analise quantitativa do es-
fregaco citoldgico, este mostrou-se viavel por ser
possivel identificar as linhagens celulares da es-
permatogénese. Quanto a distribuicdo celular nas
trés laminas, os espermatocitos foram o Unico tipo
celular diferente, provavelmente decorrente de uma
possivel distribuicdo desigual destas células, bem
como de sua identificagédo, sendo esta dificuldade
um dos fatores limitantes ao uso da citologia. De
acordo com Foresta et al. (1992), Mansour et al.
(1999) e Batra et al. (1999) o aumento do numero
de células de Sertoli acima de um tergo da linhagem
espermatogénica esta relacionado a sindrome de
Sertoli, onde observa-se diminui¢cdo das células
espermatogénicas. Fato este ndo constatado na
presente investigacdo, o que se traduz na condigéo
normal de espermiogénese dos animais estudados.

Achados histopatoldgicos tais como he-
morragia local, ruptura de tubulos seminiferos com
liberacdo de células germinativas para o intersticio
foram observados também por Craft et al. (1997)
em humanos imediatamente apds a biopsia. Leme;
Papa (1999) avaliando garanhdes observaram que
em 35 dias pds bidpsia apenas uma pequena regido
de les&o com tubulos seminiferos irregulares e desor-
ganizados compativeis com degenerag¢éo, bem como
infiltrado de células inflamatérias mononucleares.
Ja Mansour et al. (1999) encontraram uma semana
ap6bs o procedimento as mesmas alteragdes em ga-
ranhdes, acrescido de fibrose tecidual; também nés
encontrada. Uma importante alteragao verificada no
presente estudo foi que no periodo de 14 a 62 dias
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apoés a bidpsia, observou-se a presencga de tecido
conjuntivo, que inicialmente estava desorganizado,
finalizando em um tecido organizado (cicatriz). Todas
essas modificagdes histopatolégicas notadas nos di-
ferentes grupos em momentos diferentes, mostraram
uma evolugao transitdria finalizando em cicatrizagdo
e recuperacao do parénquima testicular.

CONCLUSOES

Conclui-se que a biépsia PAAF é uma téc-
nica viavel, pouco invasiva, de facil execucao, que
fornece material suficiente para analise e diagnos-
tico de doencgas testiculares em caes.

Study of the viability of puncture biopsy by fine
needle aspiration in testicles of dogs (Canis
familiaris- LINNAEUS, 1758) as an auxiliary
diagnostic method

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the
viability of the use of the biopsies by fine needle
aspiration (PAAF) in testicles of dogs as an auxiliary
diagnostic method. Twenty healthy adult male dogs
were used in this study. They were distributed in
4 groups with 5 animals each (Ga, Gb, Gc e Gd)
and orchidectomized at 3, 7, 14 and 62 days after
biopsy, respectively. The sample collected by PAAF
was submitted to cytological evaluation, and the
testicular parenchyma samples from the orchiec-
tomy subjected to histopathology. The following
cell types were identified: spermatogonia (4.74%),
spermatocytes (5.57%), spermatids (42.10%),
sperm (7.00%), Sertoli cells (11.23%) and uniden-
tified cells (5.73%). Histopathology PAAF showed
small area of hemorrhagic lesion and inflammatory
reaction with testicular degeneration in the first days
followed by tissue healing at 62 days. The samples
obtained by the studied technique for cytology and
histology showed to be quantitatively and qualitati-
vely sufficient to diagnostic. The histopathological
changes found throughout the case study showed
a transient evolution ending with healing and re-
covery of testicular parenchyma. The use of fine
needle biopsy has shown to be less traumatic and
is therefore recommended for routine procedures
in veterinary medicine.

Keywords: puncture, biopsy by fine needle, tes-
ticle, dog.
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