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Resumo

SOUZA, C.C. Analises ultrassonogréaficas associadas a histologia testicular de touros jovens
Nelore. 2016. 45f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

O objetivo deste estudo foi caracterizar os multiplos pontos hiperecoicos (MPH) observados
na imagem ultrassonografica do parénquima testicular de touros Nelore. Foram utilizados 11
bovinos da raca Nelore, com idade entre 15 e 17 meses. Os animais foram submetidos a
avaliacdo ultrassonogréfica, para identificagdo dos individuos que apresentavam parénquima
testicular heterogéneo, com MPH. Apds avaliacdo, os animais foram orquiectomizados e
fragmentos do parénquima testicular foram coletados para a realizacdo de analises
histoldgicas. Determinou-se a porcentagem de tubulos seminiferos que apresentavam aspecto
de hipoespermatogénese e que estavam no estagio final da espermatogénese. Avaliou-se a
presenca ou auséncia de hipoespermatogénese, degeneracao testicular e organizacéo tubular e
estimou-se a presenca de fibrose, tecido de sustentacdo e perivascular. A avaliacdo
histopatoldgica ndo apresentou alteracBes estruturais, nem a presenca de calcificagcbes ou
fibroses que possam justificar a aparéncia de MPH na imagem ultrassonografica. Animais
com MPH possuiam maior taxa de hipoespermatogénese, quando comparados aqueles que
tinham o parénquima homogéneo que, por sua vez, possuiam maior taxa de espermatogénese
em estagio final. Essas alteracGes devem ser acompanhadas ao longo do tempo e associadas
em futuras pesquisas com avaliagdes de fertilidade, a fim de garantir maior confiabilidade no
diagnostico e no prognostico, oferecendo maior seguranga ao uso do recurso ultrassonografico
na clinica androldgica. Ademais, sugere-se a realizacdo de estudos histopatologicos a partir da
coleta de fragmentos testiculares guiada por ultrassom, visando a obtencdo de tecido dos

locais exatos onde foram visualizados pontos hiperecoicos na imagem.

Palavras-chave: exame androldgico, patologia testicular, pontos hiperecoicos, zebu.



Abstract

SOUZA, C.C. Ultrasonographic analysis associated with testicular histology of Nellore young
bulls. 2016. 45f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

The aim of this study was to characterize the multiple hyperechoic points (MHP) observed in
the ultrasound image of the testicular parenchyma Nelore bulls. Eleven bulls were used, aged
between 15 and 17 months. The animals underwent ultrasonographic evaluation, to identify
the individuals with heterogeneous testicular parenchyma, with MPH. After evaluation, the
animals were orchiectomized and testicular parenchyma fragments were collected to conduct
histological analysis. It was determined the percentage of seminiferous tubules presenting
hypospermatogenesis aspect and who were in the final stage of spermatogenesis. We
evaluated the presence or absence of hypospermatogenesis, testicular degeneration and
tubular organization and estimated the presence of fibrosis, perivascular tissue and support.
Histopathology showed no structural changes, or the presence of calcifications and fibrosis,
which may justify MHP appearance in the ultrasound image. Animals with MHP had
hypospermatogenesis higher rate compared to those who had the homogeneous parenchyma,
in turn, had a higher rate of spermatogenesis in the final stage. These changes must be
accompanied over time and in future research associated with fertility evaluations in order to
ensure greater reliability in the diagnosis and prognosis, providing greater security to the use
of ultrasound in clinical soundness. Furthermore, it is suggested to carry out histopathological
studies from the collection of testicular fragments guided by ultrasound in order to obtain

tissue of the exact locations where they were displayed hyperechoic points in the picture.

Keywords: breeding soundness, hyperechoic points, testicular pathology, zebu.
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1 INTRODUCAO

A expressiva demanda por proteinas de alto valor biologico, resultante do crescimento
da populacdo mundial, reflete-se na busca por maior eficiéncia na producdo de alimentos,
visando a sustentabilidade na producdo agropecuéria (EISLER et al., 2014). Quando o foco é
a bovinocultura, o Brasil ocupa posi¢cdo de destaque: é detentor do segundo maior efetivo
bovino do mundo, com 212,34 milhGes de cabecas, e responsavel por aproximadamente 16%
da producdo mundial de carne (IBGE, 2014; USDA, 2015).

A representatividade do pais deve-se, sobretudo, a sua ampla extensdo territorial, que
permite que cerca de 95% do efetivo bovino seja criado em regime extensivo, bem como a
composicdo racial do rebanho, que tem aproximadamente 80% da genética Bos indicus em
sua formacdo (ABCZ, 2012). Tal espécie, usualmente denominada zebu, adquiriu genes de
termotolerancia ao longo da evolucéo e, portanto, possui caracteristicas adaptativas vantajosas
para sistemas de produgdo em meio ambiente tropical (HANSEN, 2004).

Aliado a tais fatores, o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas tem
contribuido positivamente para a produtividade nacional (NOGUEIRA et al., 2013). Isso se
deve ao fato de que, quanto maior a eficiéncia reprodutiva de um rebanho, maior sera seu
progresso genético e econdémico, haja vista a disponibilidade de animais para selecdo e venda
(BERGMANN, 1999). Ademais, segundo Trenkle & Wilham (1977), o mérito reprodutivo é
economicamente cinco vezes mais importante para a producéo de bezerros que o desempenho
no crescimento e 10 vezes mais importante que a qualidade do produto.

As biotecnologias da reproducdo mais difundidas atualmente sdo a inseminacao
artificial, a inseminacdo artificial em tempo fixo, a transferéncia e a producdo in vitro de
embrides (NOGUEIRA et al., 2013). Segundo dados da Associacao Brasileira de Inseminacéo
Artificial (ASBIA, 2012), aproximadamente 10% das fémeas bovinas em idade reprodutiva
sdo inseminadas artificialmente, o que torna a monta natural a responsavel pela maioria dos
acasalamentos do pais.

Nesse contexto, o impacto individual exercido pelo macho sobre a produtividade e a
fertilidade do rebanho é maior que o da fémea, considerando-se o0 maior numero de
acasalamentos que pode realizar, tanto na monta natural quanto na inseminacéo artificial, que
sdo predominantes nos criatdrios do pais (BARBOSA et al., 2005).

A relevancia do touro na pecuaria requer, portanto, que atencdo seja dada a selecdo
desses animais, ndo sO pela abordagem do melhoramento genético, como também pela

perspectiva do potencial bioldgico reprodutivo. A selecdo do potencial fértil é realizada por
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meio de exames androldgicos, que incluem a avalia¢do clinica do animal — principalmente
quanto aos aspectos da locomogdo, o exame especifico do aparelho reprodutor e a anélise da
qualidade do sémen (COSTA-E-SILVA et al., 2015).

A ultrassonografia portatil de modo B, aplicada em larga escala na reproducdo de
fémeas, tem sido utilizada também como técnica complementar ao exame androldgico
(GINTHER, 2014; KASTELIC, 2014). A ferramenta, que permite uma avaliacdo ndo invasiva
do sistema genital, tem sido empregada principalmente na determinacdo das medidas
testiculares, no diagndstico de patologias e no acompanhamento do desenvolvimento sexual
(CARTEE et al., 1989; CHANDOLIA et al.,, 1997; ARAVINDAKSHAN et al., 2000;
ABDEL-RAZEK & ALI, 2005).

Quanto a deteccdo de patologias, a ultrassonografia permite que sejam especificadas a
localizagdo e a natureza de alteragdes teciduais que ndo seriam facilmente visiveis apenas pelo
exame fisico. As patologias testiculares mais comuns, como orquites e degeneracfes, podem
ter seus diagnosticos auxiliados pela técnica, caracterizando-se por padrGes de imagens
distintos do homogéneo, que é o considerado normal para testiculos (GNEMMI &
LEFBVRE, 2009).

Uma alteracdo ainda pouco estudada em bovinos é a presenca de multiplos pontos
hiperecoicos (MPH) no parénquima testicular, tornando-o heterogéneo. Em humanos, tal
alteracdo ¢é atribuida a microlitiase, condi¢cdo marcada pela deposicao de célcio no interior dos
tubulos seminiferos, comumente associada as patologias neoplasicas (COELHO et al., 2005;
RICHENBERG et al., 2015). Cardilli et al. (2009), trabalhando com bovinos da raca Nelore,
relataram a presenca de MPH nos testiculos de animais pré-puberes e associaram os achados
ao padrao da microlitiase, sugerindo o descarte precoce desses tourinhos.

Contudo, devido as alterac6es fisioldgicas pelas quais passa o parénguima testicular
durante o desenvolvimento sexual dos touros, é temeroso descartar 0s animais sem uma
prévia analise das possiveis causas da existéncia dos MPH. Dessa forma, justifica-se o estudo
mais aprofundado sobre o tema, visando a compreensdo das alteracbes do parénquima

testicular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia reprodutiva do touro

2.1.1 Aspectos relevantes do desenvolvimento embrionario testicular

Durante o desenvolvimento fetal, os mamiferos passam por uma fase bipotencial, em
que apresentam estruturas embriondarias indiferenciadas, ainda comuns a machos e fémeas
(JOST et al.,, 1970). Essas estruturas tém origem nas cristas gonadais, derivadas do
mesoderma intermediario. A proliferacdo das células do epitélio mesodérmico, acompanhada
pela sua penetracdo no mesénquima subjacente, d& origem aos corddes sexuais primarios. As
células germinativas primordiais, até entdo presentes entre as células endodérmicas do saco
vitelino, migram até as cristas gonadais e invadem os cordBes primarios que, ligados ao
epitélio superficial, caracterizam a génada indiferenciada (SADLER, 2005).

Na presenca do cromossomo Y, inicia-se 0 processo de determinacdo sexual do
macho, desencadeado pelo gene SRY, que codifica o fator determinante do testiculo (FDT) e
induz a diferenciacdo da gonada bipotencial nesse sentido (MELLO et al., 2005). O FDT
estimula a condensacdo dos corddes sexuais primarios — a partir de entdo denominados
cord@es seminiferos, que penetram na medula da génada e se anastomosam, formando a rede
testicular. Surge, entdo, a tunica albuginea, capsula fibrosa e espessa que extingue a conexao
do epitélio de superficie com os corddes seminiferos (MOORE & PERSAUD, 2008).

Os corddes sdo compostos, portanto, pelas células germinativas primordiais — que
dardo origem as espermatogbnias, e por células de sustentacdo de Sertoli, derivadas do
epitélio de superficie da godnada. As ceélulas intersticiais de Leydig se originam do
mesénguima da crista gonadal e comecam a se desenvolver logo ap6s a diferenciacdo dos
corddes, situando-se entre eles. Os corddes seminiferos permanecem sélidos até a puberdade,
quando adquirem luz e passam a ser denominados tubulos seminiferos (SADLER, 2005).

Apos a formacdo testicular, inicia-se a diferenciacdo da genitalia interna e externa,
fendmeno dependente da producdo de horménios sexuais fetais (DOMENICE et al., 2002).
Nesse processo, a testosterona, oriunda das células de Leydig, estimula o desenvolvimento
dos ductos de Wolf, que ddo origem a genitalia masculina interna, composta pelos
epididimos, vesiculas seminais e ductos deferentes. Por meio da agdo da enzima Sa-redutase,
parte da producdo desse horménio desdobra-se em di-hidrotestosterona, evento fundamental

para a diferenciacdo da genitalia masculina externa, representada pelo pénis e escroto
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(MELLO et al., 2005).

Além dos andrdgenos, o horménio anti-milleriano (AMH), produzido pelas células de
Sertoli, é fundamental nessa diferenciacdo por ser responsavel, nessa fase, pela inibicdo dos
ductos de Miller, que se diferenciariam em tubas e utero na sua auséncia (DOMENICE et al.,
2002).

O ultimo evento embrioldgico relevante para a formacdo testicular é a descida dos
testiculos para o escroto, que se inicia na metade da vida fetal do touro e visa favorecer a
termorregulacdo testicular e a consequente producdo espermatica. A migracdo € precedida
pela formagdo do processo vaginal, uma extensdo do saco peritoneal até a parede abdominal,
que abriga o ligamento inguinal do testiculo, denominado gubernaculo. Esse ligamento é
responsavel por guiar a descida dos testiculos, levando-os a passar através do anel inguinal e
alojar-se, por fim, no escroto (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.1.2 Anatomia e histologia dos testiculos

Os testiculos possuem contorno alongado e oval, sendo o eixo longo vertical. Situam-
se fora da cavidade abdominal e alojam-se no escroto, uma espécie de bolsa composta por
camadas de pele, tanica dartos, fascia do escroto e tunica vaginal, subdividida em camada
parietal e visceral. A tanica albuginea, que encontra-se entre a tdnica vaginal e o testiculo,
emite trabéculas para a glandula, subdividindo o paréngquima em l6bulos. Essas trabéculas
convergem para formar uma faixa axial de tecido conjuntivo de aproximadamente cinco
milimetros de espessura, denominada mediastino (SISSON & GROSSMAN, 2000).

Cerca de 90% do parénquima testicular de touros adultos € composto por tubulos
seminiferos, onde o processo de espermatogénese é conduzido. Entre os tdbulos localizam-se
as células intersticiais, ou células de Leydig — que sdo as principais produtoras de hormoénios
esteroides androgénicos, alem de vasos sanguineos e linfaticos (DYCE et al., 2004).

No epitélio do tubulo seminifero encontram-se as células de Sertoli, que sdo celulas de
sustentacdo de formato cilindrico, que se estendem da Id&mina basal até o limen e, pouco antes
da puberdade, formam a barreira hematotesticular. Além dessas, estdo presentes as células da
linhagem espermatogénica (espermatogonias, espermatocitos e espermatides), que dividem-se
e diferenciam-se para formar 0s espermatozoides, que por sua vez situam-se ao longo da
margem do Iimen (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O epitélio seminifero é circundado por uma membrana basal e uma parede formada

por fibras colagenas, fibroblastos e células mioides. Os tubulos seminiferos direcionam-se
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para o mediastino testicular, onde se localiza a rete testis, uma rede de canais responsavel por
coletar os produtos do epitélio seminifero. Da rete testis originam-se os ductos eferentes, que
se unem em um Unico ducto espiralado em uma estrutura compacta, denominado epididimo
(KIERSZENBAUM, 2008).

O epididimo divide-se em cabeca, corpo e cauda. A cabeca curva-se sobre a
extremidade dorsal do testiculo; o corpo, estreito, situa-se ao longo da parte lateral da borda
caudal e a cauda, por sua vez, estd inserida na extremidade ventral da gbénada. O ducto
deferente, prolongamento da cauda do epididimo, junta-se as artérias, veias, vasos linfaticos e
plexo testicular, bem como aos feixes de tecido muscular liso e a lamina visceral da tunica
vaginal, formando o funiculo espermaético. Posteriormente, segue até a parte caudal da bexiga
urinaria e forma a ampola do ducto deferente, finalizando seu trajeto no coliculo seminal
(SISSON & GROSSMAN, 2000).

O aparelho reprodutivo do touro compde-se, ademais, pelas glandulas acessorias, que
consistem nas vesiculas seminais, prostata e glandulas bulbouretrais, bem como pelo pénis e

prepucio, que ndo serdo objeto de estudo aprofundado nesse trabalho.

2.2 Ultrassonografia aplicada a reproducédo animal

A ultrassonografia ¢ utilizada por cerca de 15 a 20% dos médicos veterinarios em suas
rotinas de trabalho. Isso se deve, sobretudo, a facilidade de transporte e manuseio do
equipamento, resultante da sua portabilidade e certa resisténcia as condi¢des de campo
(GNEMMI & LEFEVBRE, 2009), além do valor do investimento, que tem se tornado cada
vez mais acessivel a maioria dos profissionais (ABDEL-RAZEK & ALI, 2005). A técnica
revolucionou a pesquisa na reprodu¢do de animais de grande porte, sendo a ela atribuida
grande parte dos avangos dessa area nos ultimos 30 anos (GINTHER, 2014).

Devido a complexidade da reproducao e da disposi¢do anatdomica interna do sistema
reprodutivo feminino, a maioria dos estudos ultrassonograficos estao relacionados a fisiologia
reprodutiva da fémea (HAHN et al., 1999). A ferramenta ¢ frequentemente utilizada para a
realizacdo de diagnostico de gestacdo, determinacdo do sexo fetal, determinag¢do de anomalias
nos orgaos reprodutivos € para o monitoramento do desenvolvimento folicular, entre outras
importantes utilidades (RIBADU & NAKAO, 1999; FRICKE & LAMB, 2002).

Em machos, a ultrassonografia é utilizada com menor frequéncia e, entre as principais
aplicacdes nesses animais, esta a complementacdo do exame androldgico, possibilitando a

deteccdo e caracterizacdo de patologias testiculares que ndo seriam diagnosticadas apenas
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pelo exame fisico externo (KASTELIC & BRITO, 2012). Além disso, trabalhos tém
associado a técnica a biometria testicular (CARTEE et al., 1989; BAILEY et al., 1998) e ao
estudo do desenvolvimento sexual masculino (CHANDOLIA et al., 1997,
ARAVINDAKSHAN et al., 2000; ABDEL-RAZEK & AL, 2005).

2.2.1 O funcionamento da ultrassonografia

A ultrassonografia em escala de cinza compreende, basicamente, trés modos: o modo
A, ou de amplitude, o modo B, ou de brilho, ¢ 0 modo M, de movimento. O primeiro é o
modo mais antigo e o de operagdo mais simples de um sistema de ultrassom, geralmente
utilizado em oftalmologia. J4 o0 modo M produz imagens que representam o movimento de
uma estrutura ao longo de uma linha e ¢ comumente empregado quando se deseja avaliar o
coragao (AUGUSTO & PACHALY, 2000).

O modo B, por sua vez, produz uma imagem bidimensional e ¢ o mais adequado para
a aplicacdo na reprodug¢do de animais de grande porte (FRICKE & LAMB, 2002). Os
primeiros relatos de uso nessa area foram feitos em 1980, quando o sistema reprodutivo de
éguas comegou a ser estudado por meio dessa técnica. Quatro anos depois, a ferramenta foi
utilizada para o estudo dos ovérios, Utero e feto de novilhas. Somente no final da década de 90
a ultrassonografia de modo B passou a ser utilizada para avaliar o sistema reprodutivo de
machos, tanto equinos quanto bovinos, dando inicio a uma série de pesquisas sobre esses
animais (GINTHER, 2014).

A técnica consiste em uma ferramenta diagndstica baseada na emissdao de ondas
sonoras cujas frequéncias superam o limite audivel pelo ser humano, de 20 mil Hz, e sdo
classificadas, dessa forma, como ultrassom (WILLIAMS et al., 2001). As ondas sdo geradas
por vibragdes de cristais de quartzo, em decorréncia da propriedade piezoelétrica destes, que
possibilita sua expansdo e contracdo, em resposta a pulsos de corrente elétrica. Esses
movimentos produzem as ondas sonoras que, quando alcancam os tecidos, séo refletidas. Os
ecos sdo, entdo, recebidos pelos cristais e convertidos novamente em sinais elétricos, que por
sua vez sdo transformados em imagem, no monitor do aparelho (GINTHER, 2014).

Os cristais encontram-se alojados em transdutores, que podem ser classificados como
lineares ou setoriais, sendo que os mais utilizados para a avaliacdo de 6rgaos reprodutivos
bovinos sdo os primeiros. Como sugere 0 proprio nome, os lineares sdo formados por uma
série de cristais dispostos em linha e produzem, dessa forma, uma imagem retangular. Ja os

transdutores setoriais, diferentemente, produzem uma imagem em formato de “porgdo de
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torta” (GRIFFIN & GINTHER, 1992; FRICKE & LAMB, 2002; MOELLER, 2002).

Ademais, esses equipamentos podem produzir diferentes frequéncias, sendo as de 3,5,
5,0 e 7,5 MHz as mais utilizadas para reproducao bovina. Quanto maior a frequéncia
utilizada, menor sera a capacidade de penetracdo das ondas acusticas e¢ melhor sera a
resolugdo da imagem obtida. As frequéncias mais altas sdo, portanto, as mais indicadas para a
analise de estruturas pequenas, como foliculos ovarianos, enquanto frequéncias mais baixas
podem ser utilizadas para estruturas que exijam menor detalhamento, como fetos de gestacdes
mais avancadas (ZALESKY, 1993; RIBADU & NAKAO, 1999; WILLIAMS et al., 2001).

Por fim, no modo B, a imagem é composta por milhares de pontos, denominados
pixels, que possuem uma cor em uma escala de cinza que vai do 0 ao 255, onde O representa o
preto e 255, o branco (RIBADU & NAKAO, 1999; KASTELIC & BRITO, 2012). A
tonalidade dos pontos € proporcional a amplitude dos ecos de retorno refletidos para o
transdutor (GRIFFIN & GINTHER, 1992), determinada pela ecogenicidade dos tecidos, ou
seja, sua capacidade de refletir as ondas sonoras, que depende de sua densidade e rigidez
(AHMAD, 1997).

Estruturas com fluidos, como foliculos de Graaf ou a bexiga urinaria, ndo refletem as
ondas e aparecem, portanto, na cor preta. Essas estruturas sdo consideradas anecogénicas e
produzem, assim, imagens anecoicas. De maneira contraria, estruturas densas, como 0ssoS e
tecidos fibrosos, possuem alta capacidade de refletir as ondas e aparecem em branco na tela,
sendo denominadas hiperecogénicas (AHMAD, 1997; WILLIAMS et al., 2001).

Quando se deseja fazer comparac6es entre o padrdo de eco de determinadas imagens,
deve-se levar em consideracdo a ecogenicidade dos tecidos adjacentes. Portanto, as imagens
podem ser hiperecoicas, quando o padrao de intensidade de pixels de determinada regido for
superior ao dos tecidos circundantes; isoecoicas, quando for semelhante, e hipoecoicas,
guando for menor, ou seja, mais proximo ao preto (AHMAD, 1997).

E importante ressaltar que a analise visual das imagens produzidas pela
ultrassonografia, embora seja eficiente em varios aspectos, € altamente subjetiva, visto que é
baseada apenas no olho humano. Portanto, quando se pretende obter informacGes mais
precisas sobre a estrutura e a funcdo dos tecidos, em situagdes nas quais pequenas variagoes
sdo relevantes, utiliza-se a analise computadorizada, por ser esta uma forma objetiva de
quantificar a intensidade de pixels (KASTELIC & BRITO, 2012).

A obtencdo de informacdes acerca das imagens ultrassonograficas do sistema
reprodutivo masculino, em especial dos testiculos, requer a exposi¢do destes as ondas

acusticas, por certo periodo de tempo. Nessa perspectiva, Coulter & Bailey (1988) afirmaram
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que a exposi¢do de tais 6rgaos pelo periodo de trés minutos, a uma frequéncia de 5 MHz, nao
acarreta efeitos deletérios sobre o desenvolvimento testicular, a produgdo de espermatozoides
e a qualidade seminal, durante pelo menos 69 dias ap6s o tratamento, em touros de corte.

Do mesmo modo, a prévia coleta de sémen nao influencia o padrao ultrassonografico
(GOULETSOU et al., 2003). Além disso, pode haver um periodo de tempo consideravel
entre a visualizagdo do ultrassom dos testiculos e a observagdo de células espermadticas no
ejaculado produzido pelo parénquima visualizado (EILTS & PECHMAN, 1988). Nesse
sentido sdo os estudos de Arteaga et al. (2005), que concluiram que a ultrassonografia pode
ser associada com a qualidade do s€émen avaliado duas a quatro semanas apos a realizagdo do
exame ultrassonografico, € ndo com a do sémen coletado simultaneamente a obtengdo da
imagem.

Compreendida a técnica, conhecer o padrdo de imagem dos 6rgdos abordados € o
proximo passo do estudo ultrassonografico do sistema reprodutivo, visto que somente

entendendo a normalidade € possivel detectar eventuais alteragdes.

2.2.2 Padrdes ultrassonograficos do sistema reprodutivo masculino

A avaliacdo ultrassonografica do sistema reprodutivo masculino via transretal
possibilita a visualizagdo da glandula bulbouretral, da prostata, das ampolas e das glandulas
seminais, que ndo poderiam ser detalhadamente avaliadas apenas com a palpacdo retal. Em
touros, a glandula bulbouretral apresenta-se como uma estrutura fusiforme hiperecogénica,
uniformemente incorporada ao musculo bulbocavernoso (ABDEL-RAZEK & ALI 2005).

A prostata ¢ também uma estrututa hiperecogénica, localizada sobre o lumen uretral,
que possui aparéncia anecoica. As ampolas sdo vistas como duas linhas dorsais, sobre o colo
da bexiga, com limen ndo ecogénico, revestimento moderadamente ecogénico e parede
muscular hiperecogénica. As glandulas seminais, por sua vez, sdo visualizadas ao lado das
ampolas e possuem formato irregular, apresentando lobulos isoecoicos de tecido glandular,
separados por regides hipoecoicas (ABDEL-RAZEK & ALI 2005).

Avaliagoes do epididimo demonstraram que a cabega e a cauda sdo identificadas nas
extremidades proximal e distal dos testiculos, respectivamente, e possuem ecogenicidade
inferior a do parénquima testicular. A cauda apresenta numerosas estruturas tubulares
anecoicas, da mesma forma que o plexo pampiniforme, observado na extremidade proximal
do testiculo (PECHMAN & EILTS, 1987). A cabegca do epididimo, de textura mais
homogénea que a cauda, ¢ mais dificil de ser identificada (ABDEL-RAZEK & ALI, 2005),
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enquanto o corpo do epididimo ndo ¢ detectavel em caprinos, de acordo com Gouletsou et al.
(2003), mas mais facilmente detectavel em bovinos.

As tunicas testiculares nao sao identificadas isoladamente, exceto quando hé presenga
de liquido na cavidade vaginal, considerado normal quando ndo excede 2 mm de espessura.
Quando nao hé fluido, mostram-se como uma fina linha ecogénica, que separa o escroto do
parénquima testicular (PECHMAN & EILTS, 1987; CARDILLI et al., 2010).

A avaliacdo do testiculo no plano longitudinal revela o mediastino como uma estrutura
linear, com ecogenicidade maior que a do parénquima testicular. (GOULETSOU et al., 2003;
ARTEAGA et al., 2005; KUMARI et al., 2015; SILVA et al., 2015). Ja quando observado no
plano transversal, apresenta-se como um ponto hiperecoico, no centro da imagem (ABDEL-
RAZEK & ALI, 2005; CARDILLI et al., 2010; CARDILLI et al., 2012).

Segundo Pechman & Eilts (1987), em touros com idade inferior a dois anos o
mediastino é facilmente identificavel, caracterizando-se por ser uma estrutura de 2 a 4 mm,
diferentemente do que ocorre em animais com mais de quatro anos, em que a estrutura
apresenta-se menos definida e mais estreita. Jucd et al. (2009), estudando carneiros,
encontraram menor frequéncia do mediastino testicular de alta ecogenicidade no grupo de
animais mais velhos. Contrariamente, Cardilli et al. (2012), estudando bovinos de 10 a 18
meses de idade, afirmaram que a espessura média do mediastino testicular, bem como a
ecogenicidade dessa estrutura, aumentam em proporc¢éo direta com a idade do animal.

O parénquima testicular de animais adultos ¢ homogéneo e moderadamente ecogénico
(PECHMAN & EILTS, 1987; GOULETSOU et al., 2003). Entretanto, essa ecogenicidade ndo
¢ constante: durante o desenvolvimento sexual do animal, os valores de intensidade de pixels
apresentam variacoes, refletindo as mudancas que ocorrem no parénquima testicular, como a

proliferacdo celular e a producao de fluido por esse 6rgdo (CHANDOLIA et al., 1997).

2.2.3 Monitoramento do desenvolvimento sexual masculino

A ultrassonografia testicular € um método ndo invasivo Util para a determinagdo da
fase de desenvolvimento reprodutivo masculino (EVANS et al., 1996). Sabe-se que os
testiculos passam por alteragdes em sua ecogenicidade durante o desenvolvimento, sendo que
h& um aumento desta desde o nascimento até a puberdade, ja descrito em humanos, bovinos,
bodes e carneiros, entre outros animais (TAPPING & CAST, 2008; ANDRADE et al., 2012;
BRITO et al., 2012; KUMARI et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Hamm & Fobbe (1995), estudando 143 meninos com idade entre seis meses e 16 anos
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e 11 homens com idade média de 30 anos, chegaram a conclusdo de que a ecogenicidade
testicular aumenta com a maturacao sexual, visto que os testiculos pré-puberes apresentaram-
se homogéneos e com baixos valores de ecogenicidade, quando comparados aos testiculos
maduros, também homogéneos, porém com ecogenicidade média.

Em bovinos, diversos estudos foram feitos nesse sentido. Chandolia et al. (1997),
acompanhando bezerros da raca Hereford, de duas a 46 semanas de idade, relataram um
padrao de alteracdo da ecogenicidade testicular. Os autores descreveram um aumento inicial,
entre o nascimento € seis a oito semanas de idade, que associaram a proliferagao celular do
parénquima. De 20 semanas em diante, houve um novo aumento, atribuido ao inicio da
divisio de espermatogoénias e a formagdo gradual de células mais maduras da
espermatogénese. A partir da 30° semana, descreveram uma queda da ecogenicidade,
justificada pela formagdo de limen nos tibulos, bem como pela proliferacdo das células de
Sertoli, que aumentam a secre¢do de fluido, necessaria para as células germinativas em
maturacdo. Um tultimo aumento, a partir da quadragésima semana, foi associado, no estudo
em questdao, ao aumento da densidade celular, resultante da formagao de espermatides e sua
maturacao em espermatozoides.

Em trabalho semelhante, com bovinos de corte europeus, Aravindakshan et al. (2000)
relataram um aumento gradual da ecogenicidade testicular até aproximadamente 16 semanas,
0 qual associaram a proliferacdo celular. Em seguida, houve uma queda na intensidade de
pixels, atribuida pelos autores a um aumento significativo no volume de tiibulos seminiferos e
a uma proporcdo aumentada de fluido no tecido, que comegam por volta desse periodo em
bezerros, e refletem a transformacdo de um testiculo pré-pubere em um testiculo pubere,
contendo células de Sertoli e espermatogonias. O valor da intensidade de pixels voltou a subir
outra vez a partir da 32° semana, aproximadamente e, segundo os pesquisadores, estd
relacionado a formagao gradual de tipos de células mais maduras, coincidindo com o inicio da
espermatogénese.

Estudando bovinos da raca Nelore, Cardilli et al. (2012) encontraram ecogenicidade
média do parénquima testicular de 18,47; 28,48; 25,19; 29,53 e 45,17, aos 10, 12, 14, 16 e 18
meses de idade, respectivamente. Corroborando com os trabalhos anteriores, que relataram
um padrao de aumento seguido por uma queda e, novamente, por um aumento, os autores
afirmaram que a ecogenicidade do parénquima testicular aumenta em proporcao direta com a
idade destes.

Brito et al. (2012) confirmaram o que foi dito pelos demais pesquisadores, alegando

que, até a puberdade, o valor de intensidade de pixels do parénquima testicular de touros
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Nelore varia. Os autores relacionaram tais altera¢des a diferenciagdo das células de Sertoli, a
formagdo da barreira hematocelular, ao aumento do didmetro dos tibulos seminiferos e
tamanho do limen, ao aumento da propor¢ao do parénquima testicular ocupado pelos tibulos
seminiferos e a rapida expansao da populagdo de todos os tipos de células germinativas, que
conduzem ao inicio da espermatogénese.

Entretanto, depois de atingida a puberdade, a ecogenicidade dos testiculos de bovinos
ndo se altera significativamente, indicando que um determinado estagio de desenvolvimento
do parénquima testicular deve ser alcancado antes de alcangada puberdade (BRITO et al.,
2012). Em caprinos, entretanto, o padrdo ultrassonografico testicular ndo se mantém apos a
puberdade, conforme relatado por Carazo et al. (2014), que atribuiram tal alteragdo a
influéncia do fotoperiodo.

Conclui-se, portanto, que a ultrassonografia ¢ uma técnica eficiente para o estudo do
desenvolvimento do sistema reprodutivo de machos, visto que os dados oferecidos pelas
analises de suas imagens podem ser uma ferramenta util para prever a puberdade ¢ a
fertilidade de touros (ABDEL-RAZEK & ALI, 2005). Ademais, Cardilli et al. (2014)
consideram que a técnica pode ser utilizada como indicador de precocidade sexual, visto que a
ecogenicidade testicular de animais puberes € superior aquela de animais pré-puberes, com a

mesma idade.

2.2.4 Afericdo de medidas testiculares

A ultrassonografia possui grande importancia no estudo da reproducdo de machos
pois, além de permitir o acompanhamento do desenvolvimento sexual dos touros, também
pode ser empregada na determinagdo das medidas dos testiculos de forma direta. Taskinen et
al. (1996), comparando o uso do paquimetro, do orquidometro e da ultrassonografia para
aferir o volume testicular em humanos, ndo encontraram diferencas entre esses métodos.
Considerando-se o custo do equipamento de ultrassom, os pesquisadores indicaram o uso da
técnica para medir o volume testicular quando esse aparelho ja estiver sendo utilizado, por
exemplo, para a investigag¢do de alguma patologia testicular.

Segundo Cartee et al. (1989), a ultrassonografia de modo B pode ser utilizada para
aferir com precisdo o didmetro testicular. Estudando bovinos da raga Hereford, os
pesquisadores ndo encontraram diferenca significativa (p<0,05) entre os didmetros testiculares
médios obtidos pela ultrassonografia, com o animal vivo, e aqueles obtidos pela medigédo

fisica, aferidos ap6s orquiectomia. Além disso, os autores relataram correlagdes positivas
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entre o diametro testicular obtido pela ultrassonografia e o obtido pela medicdo fisica (r=0,99;
p<0,0005), bem como entre aquele e a circunferéncia (r=0,96; p<0,03), o peso (r=0,99;
p<0,009) e o volume dos testiculos (r=0,99; p<0,003).

Entretanto, Bailey et al. (1998), comparando comprimento e largura testiculares
obtidas pelo paquimetro e pela ultrassonografia em bovinos vivos, com as medidas reais
conferidas apds a orquiectomia, relataram que, para a largura, ambos os instrumentos sao
confidveis, visto que o paquimetro apresentou correlagdo de r=0,73 (p<0,05) e a
ultrassonografia, =0,83 (p<0,05).

Com relagdo ao comprimento, de acordo com os autores supracitados, o paquimetro
obteve maior correlagdo com a medida post mortem (r=0,80; p<0,05), quando comparado ao
ultrassom (r=0,51; p<0,05), o que pode ser explicado pelo tamanho do transdutor geralmente
utilizado nessas avaliagdes, possivelmente menor que o tamanho testicular, visto que os
animais avaliados tinham aproximadamente 36 meses de idade.

Estudando touros europeus, Gabor et al. (1998) concluiram, da mesma forma, que a
imagem ultrassonogréafica do escroto foi inferior a medida da circunferéncia escrotal, para a
previsdo do volume testicular.

Jé& Peixoto et al. (2016), avaliando a aplicabilidade do paquimetro e da ultrassonografia
para determinar o volume testicular de catetos, concluiram que ambos sdo confiaveis.
Entretanto, a eficiéncia de cada instrumento depende da férmula utilizada para o célculo,
sendo que a de Lambert é a mais adequada quando o ultrassom é usado. Ademais, esses
autores apontaram que a ultrassonografia apresenta vantagens sobre o uso do paquimetro, pois
além de ser capaz de auxiliar a determinacdo desta medida, pode ser utilizada para a avaliacdo
do parénquima testicular, indicando alterac@es patoldgicas nédo visiveis a olho nu.

De maneira geral, as ferramentas de avaliagdo convencionais, além de mais faceis de
se utilizar, demonstram maior grau de precisdo da medida aferida em alguns casos (BAILEY
et al.,, 1998; ABDEL-RAZEK & ALI, 2005), o que ndo descarta, contudo, o uso da

ultrassonografia como uma ferramenta confidvel nesse sentido.

2.3 Alteragdes ultrassonogréficas do parénquima testicular

O exame andrologico de rotina baseia-se, principalmente, no exame fisico, em
caracteristicas seminais, na circunferéncia escrotal e na palpacdo testicular e tem como
finalidade uma abordagem clinica sistematica de reconhecimento da fertilidade de touros.

Entretanto, em alguns casos, técnicas complementares sdo necessarias para a determinagao de
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um diagnostico especifico e a ultrassonografia insere-se nesse contexto. A ferramenta, menos
invasiva que a biopsia, permite o diagndstico das principais patologias testiculares,
especificando a natureza e a localizagao de alteragdes associadas com anomalias (GNEMMI
& LEFEVBRE, 2009)

De acordo com Gnemmi & Lefebvre (2009), entre as alteragdes mais comuns
encontradas em bovinos que podem ter seus diagnosticos confirmados com o auxilio da
ultrassonografia estdo orquites, cistos e degeneracdes testiculares, bem como hematomas,
abscessos, hidroceles, hematoceles, hipoplasias e neoplasias testiculares.

Em um levantamento conduzido por Rabelo et al. (2015), a orquite foi a responsavel
por aproximadamente 40% das enfermidades de escroto e testiculos de touros avaliados no
estado de Goias, entre 2007 e 2013. Contudo, outros autores afirmam ser rara tal patologia
(TAPPING & CAST, 2008; GNEMMI & LEFEBVRE, 2009), sendo que sua causa mais
frequente é a brucelose (BICUDO et al., 2007).

No exame fisico da fase aguda da orquite, nota-se uma sensibilidade dolorosa no
escroto, que se apresenta com maior volume, quente e edematoso. Ja na fase crénica, este
apresenta-se insensivel a palpacdo e com volume reduzido. A imagem ultrassonogréafica
mostra um parénquima heterogéneo e a evolucdo da patologia produz imagens hiperecoicas,
associadas a presenga de fibrose ou mineralizacdo (BICUDO et al., 2007; GNEMMI &
LEFEBVRE, 2009).

Os cistos intratesticulares simples sdo geralmente assintomaticos e de tamanho variado
(TAPPING & CAST, 2008). A patogenia ndo é conhecida, mas sugere-se que possa ser
congénita, pds-traumatica ou poés-inflamatdria. Na imagem ultrassonografica, os cistos
possuem aparéncia anecoica bem definida, com paredes imperceptiveis. Quando, contudo,
estdo acompanhados de hemorragias e infeccdes, os cistos perdem sua aparéncia anecoica e
passa a apresentar ecos suspensos (VITAL et al., 2007).

A degeneracdo testicular é a maior causa da reducédo de fertilidade em machos, sendo
mais frequente em touros de origem europeia que nos de origem zebuina. Entre as causas
principais de surgimento da degeneracéo estdo alteraces que elevam a temperatura testicular,
tais como infecgOes, traumas, lesdes vasculares, varicocele, dermatite, excesso de gordura
escrotal, edema ou hidrocele (BICUDO et al., 2007). A degeneracao caracteriza-se pela perda
de integridade do parénquima testicular, conduzindo a uma redugdo no seu tamanho. Na
ultrassonografia, o tecido perde sua estrutura homogénea e torna-se hiperecoico, devido a
presenca de fibroses e, com o passar do tempo, passa a apresentar sombras acusticas
(GNEMMI & LEFEBVRE, 2009).
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Hematomas sé&o raros, associados a traumas, e a sua visualizagdo na ultrassonografia
depende da fase de organizacdo. Inicialmente, apresentam-se como uma area anecoica e, com
0 passar do tempo, é possivel visualizar uma massa de ecogenicidade mista, com uma capsula
ecoica definida. Da mesma forma, a aparéncia ultrassonografica dos abscessos relaciona-se
com a fase de organizacdo, sendo que, na maioria das vezes, 0 parénquima apresenta-se
bastante heterogéneo (GNEMMI & LEFEBVRE, 2009).

A hidrocele é caracterizada pela presenca excessiva de fluido entre as laminas da
tunica vaginal, levando a um edema, geralmente indolor (TAPPING & CAST, 2008). A
patologia é frequentemente secundaria a tor¢do do corddo espermatico ou a compressao do
plexo pampiniforme. Na imagem ultrassonografica, é possivel observar um espaco anecoico,
visto que ha presenca de fluido, com pontos ecogénicos. Quando, contudo, ha presenca de
sangue, caracteriza-se a hematocele, e o espaco, inicialmente anecoico, torna-se hiperecoico
com o decorrer do tempo (GNEMMI & LEFEBVRE, 2009).

De carater hereditario, a hipoplasia testicular caracteriza-se pelo desenvolvimento
incompleto das camadas germinativas dos tdbulos seminiferos, levando a diminuicdo da
concentracdo espermatica e aumento das alteracdes morfologicas dos espermatozoides
(BICUDO et al., 2007). A alteracdo pode ser uni ou bilateral e € a anomalia reprodutiva mais
comum em touros jovens. O parénquima testicular apresenta menor ecogenicidade, quando
comparado ao seu padrdo de normalidade (GNEMMI & LEFEBVRE, 2009).

As neoplasias testiculares apresentam-se geralmente, em bovinos, como um aumento
unilateral do escroto e possuem ecogenicidade variada, dependendo de sua natureza
(GNEMMI & LEFEVBRE, 2009). Em homens, os tumores dividem-se em quatro grandes
grupos: de células germinativas, do corddo sexual e estroma gonadal, do tecido linfoide e as
metastases. Aproximadamente 50% dos casos relatados em humanos sdo de seminomas, um
tipo de tumor de células germinativas. O aspecto ultrassonografico desse tipo de neoplasia €
de les&o hipoecoica homogénea, com limites bem definidos, podendo ou néo estar associada a
microlitiase testicular. Além disso, pode apresentar-se como lesdo volumosa e heterogénea,
com areas cisticas associadas ou, ainda, infiltrando todo o testiculo (SOUZA et al., 2005).

Além das patologias citadas, tem sido relatada a presenca de MPH no parénquima
testicular de animais, tanto bovinos (BARTH et al., 2008; CARDILLI et al., 2009) quanto
ovinos (ANDRADE et al., 2012). Esses achados ndo estdo relacionados a alteragdes de
tamanho, forma, posicdo, simetria, mobilidade, consisténcia e sensibilidade testiculares
(CARDILLI et al., 2009).
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2.3.1 Multiplos pontos hiperecoicos

Cardilli et al. (2009), estudando 114 bovinos da raca Nelore, encontraram trés animais
que apresentavam MPH no parénquima testicular, dos nove aos 15 meses de idade. Os autores
relacionaram a aparéncia ultrassonografica com as microlitiases testiculares, bastante
estudada em humanos e, diante disso, sugeriram que essa alteracdo possa ser motivo de
descarte precoce dos animais, visto que, no homem, ela se relaciona com diversas patologias
testiculares.

A microlitiase testicular ¢ uma patologia geralmente assintomatica, marcada pela
presenga de microcalcificagdes de 1 a 2 mm de didmetro no interior dos tibulos seminiferos,
distribuidas de forma aleatoéria pelo parénquima (COELHO et al., 2005). Sao consideradas
microlitiases classicas aquelas que, na avaliagdo ultrassonografica, apresentam mais de cinco
pontos hiperecoicos por imagem e limitadas as que apresentam valores inferiores. Na maior
parte dos casos relatados em humanos, a incidéncia ¢ da microlitiase testicular bilateral
(CHIANG et al., 2012; COOPER et al., 2014).

A alteragdo estd comumente associada ao criptorquidismo, varicocele, torgao
testicular, sindrome de Klinefelter, sindrome de Down, sindrome de Carney,
pseudohermafroditismo, infertilidade e neoplasias testiculares, entre outras doencas
(COELHO et al., 2005). Apesar de ter origem desconhecida, pesquisadores sugerem que a
microlitiase seja resultado da degeneracdo do epitélio seminifero, que permanece no limen e
acumula-se na forma de glicoproteinas, envoltas por camadas de célcio. Outras correntes
indicam que as microlitiase sdo resultado da disfuncdo das células de Sertoli, relacionada a
embriogénese gonadal anormal (KOCAOGLU et al., 2005).

Segundo Dutra et al. (2011), essa patologia ¢ uma condi¢do rara. Esses autores
relataram a ocorréncia da alteracdo em 0,71% de uma populagdo de pacientes pediatricos
estudados durante cinco anos, que buscaram auxilio médico por apresentarem alguma afec¢do
inguino-escrotal. Ademais, nesse estudo, 3,93% (5 de 127) dos pacientes que possuiam
criptorquidismo apresentavam também microlitiases, assim como 100% (1 de 1) dos que
tinham hipotrofia testicular.

Cooper et al. (2014) encontraram incidéncia superior de microlitiase testicular, de 2%,
em 3.370 criangas norte-americanas que foram submetidas a avaliacGes ultrassonograficas
escrotais, entre os anos de 2003 e 2012. Os autores relataram associacdo significativa entre a
microlitiase e a presenca de tumor testicular maligno. Nesse sentido, diversas sdo as

recomendacdes para monitoramento de pacientes que apresentem imagens ultrassonograficas



24

caracteristicas dessa alteragdo, tendo em vista que, apesar de benigna, pode ser a manifestacao
precoce de um tumor (COELHO et al., 2005; DOMINGUEZ-HINAREJOS et al., 2007;
PRICE et al., 2014; MATUREN, 2015).

Chiang et al. (2012), contudo, ndo encontraram nos seus estudos relacdo entre
microlitiase testicular e cancer e, portanto, ndo acreditam que ha evidéncias suficientes para
associar a alteracdo a malignidade de tumores testiculares.

Por sua vez, Coley (2005) relatou o caso de um paciente que, aos oito anos de idade,
sentia dor no testiculo esquerdo e na imagem ultrassonografica apresentou microlitiase
bilateral, que se repetiu em exame realizado um ano depois. Contudo, quatro anos apés a
primeira avaliagdo, quando o paciente tinha 12 anos, ndo foram encontradas microlitiases, e 0
crescimento testicular foi considerado normal.

Da mesma maneira, avaliando 31 pacientes, Chiang et al. (2012) relataram dois casos
de diminuicdo das microlitiases e quatro casos de resolugdo completa da alteragdo, em
pacientes com idades entre nove e 12 anos. Segundo esses autores, ndo havia caracteristica
clinica comum entre eles, mas esse quadro apoia a teoria de que a microlitiase é resultado da
degeneracdo das células dos tubulos seminiferos e ndo de uma possivel calcificacdo de causa
inflamato6ria, visto que esta é de natureza cronica e ndo poderia ser resolvida
espontaneamente.

A presenca de MPH no parénquima testicular foi relatada também em cordeiros, por
Andrade et al. (2012). Segundo esses autores, dois de 18 cordeiros avaliados aos 224 dias de
idade possuiam calcificacGes de grau leve em seus testiculos. Na avaliacdo realizada aos 252
dias, mais trés animais apresentaram essa alteracdo. Os achados ndo foram associados a
alteracOes clinicas, mas sim com o avanc¢o da idade dos animais. Assim como Cardilli et al.
(2009), esses autores ndo realizaram avaliacdo histologica e, portanto, ndo conseguiram
afirmar, com certeza, a natureza de tais alteracées.

Barth et al. (2008) relataram a presenca de lesbes fibrosas no testiculo de touros
adultos criados intensivamente, no oeste do Canada, e extensivamente, na Argentina. Tais
lesGes eram visualizadas na imagem ultrassonografica como focos hiperecoicos de tamanhos
variados e, histologicamente, mostravam-se constituidas por massas de tecido fibroso nos
tubulos seminiferos. Em alguns casos, as células germinativas e as células de Sertoli estavam
totalmente ausentes e havia material de hialina no limen. Em outros, era possivel encontrar
tubulos completamente integros, imediatamente ao lado das massas fibrosas. Ademais, ndo
foram identificadas células inflamatdrias préximas as lesdes.

Entre as possiveis causas para essas lesdes, Barth et al. (2008) elencaram o
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desenvolvimento embrionério inadequado, a presenca de doenca infecciosa que possa ter
afetado a salde e desenvolvimento dos tubulos, a termorregulagdo anormal dos testiculos,
trauma e mudancas no desenvolvimento testicular. A ultima refere-se ao possivel rompimento
do tubulo e extravasamento de espermatozoides, que provocaria reacdo do tecido peritubular,
resultando em fibrose.

Contudo, tal hipotese foi descartada pela idade dos animais, visto que tal evento
ocorreria, provavelmente, entre oito e 10 meses, e 0s animais estudados comecaram a
apresentar as lesdes com idade entre cinco a seis meses. Por fim, eliminando suposicdes que
ndo seriam possiveis devido as condi¢bes do experimento, Barth et al. (2008) consideraram
que a hipdtese mais provavel é a da associacdo com um surto de doenca respiratoria que
aconteceu na Argentina.

Pinho et al. (2013), avaliando a influéncia de lesdes fibrosas observadas na imagem
ultrassonografica do parénquima testicular de touros Nelore, concluiram que estas ndo afetam
a qualidade seminal. Nesse sentido, os autores corroboram com o encontrado por Eilts &
Pechman (1988) e Barth et al. (2008) que, da mesma forma, observaram que a presenca de
fibroses ndo interferiu na qualidade do sémen.

Diante dos relatos de observacdo de MPH no parénquima testicular de animais de
producdo e a incerteza sobre sua natureza e origem, é importante buscar compreender tais
caracteristicas, tendo em vista a grande importancia do macho para a reproducdo e a

consequente rentabilidade do rebanho.
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Resumo: O objetivo deste estudo foi caracterizar os multiplos pontos hiperecoicos (MPH)
observados na imagem ultrassonografica do parénquima testicular de touros Nelore. Foram
utilizados 11 bovinos da raca Nelore, com idade entre 15 e 17 meses. Os animais foram
submetidos a avaliacdo ultrassonografica, para identificacdo dos individuos que apresentavam
parénquima testicular heterogéneo, com MPH. Apds avaliacdo, o0s animais foram
orquiectomizados e fragmentos do parénquima testicular foram coletados para a realizacao de
analises histolégicas. Determinou-se a porcentagem de tabulos seminiferos que apresentavam
aspecto de hipoespermatogénese e que estavam no estagio final da espermatogénese. Avaliou-
se a presenca ou auséncia de hipoespermatogénese, degeneracdo testicular e organizacao
tubular e estimou-se a presenca de fibrose, tecido de sustentacdo e perivascular. A avaliagdo
histopatoldgica ndo apresentou alteracBes estruturais, nem a presenca de calcificacfes ou
fibroses, que possam justificar a aparéncia de MPH na imagem ultrassonografica. Animais
com MPH possuiam maior taxa de hipoespermatogénese, quando comparados aqueles que
tinham o parénquima homogéneo que, por sua vez, possuiam maior taxa de espermatogénese
em estagio final. Essas alteracOes devem ser acompanhadas ao longo do tempo e associadas
em futuras pesquisas com avaliacdes de fertilidade, a fim de garantir maior confiabilidade no

diagndstico e no prognostico, oferecendo maior seguranga ao uso do recurso ultrassonografico
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na clinica androldgica. Ademais, sugere-se a realizacdo de estudos histopatologicos a partir da
coleta de fragmentos testiculares guiada por ultrassom, visando a obtencdo de tecido dos

locais exatos onde foram visualizados pontos hiperecoicos na imagem.

Palavras-chave: Exame androldgico; Patologia testicular; Pontos hiperecoicos; Zebu

Introducéo

O impacto individual de machos sobre a produtividade e a fertilidade de rebanhos
requer que especial atencdo seja dispensada a selecdo do potencial bioldgico reprodutivo
desses animais. Nesse sentido, a avaliacdo do desempenho é fundamentada nos exames
androldgicos, compostos, em suma, pela avaliacdo clinica do animal quanto aos aspectos de
locomocdo e salde bucal, bem como pelo exame especifico do aparelho reprodutor e analise
da qualidade seminal (Costa-e-Silva et al. 2015).

A ultrassonografia de modo B tem sido utilizada como meio ndo invasivo de avaliagéo
e interpretacdo complementar a esse exame (Kastelic e Brito 2012), por permitir que sejam
especificadas a natureza de alteracdes teciduais que ndo seriam facilmente detectaveis pelas
técnicas convencionais (Gnemmi e Lefebvre 2009). A ferramenta, baseada na emissdo de
ondas sonoras de alta frequéncia, revolucionou o estudo da reprodugéo dos animais de grande
porte, sendo a ela atribuida grande parte dos avangos dessa area nos ultimos 30 anos (Ginther
2014).

A maior parte dos estudos, contudo, estd relacionada a fisiologia reprodutiva de
fémeas, devido a complexidade da reproducdo e da disposicdo anatdmica interna do sistema
reprodutivo feminino (Hahn et al. 1999). Nesses animais, a ultrassonografia é frequentemente
utilizada para a realizacdo de diagndstico de gestacdo, determinacdo do sexo fetal,

determinacdo de anomalias nos Orgdos reprodutivos e para 0 monitoramento do
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desenvolvimento folicular, entre outras importantes utilidades (Ribadu e Nakao 1999).

Em machos, uma das possiveis aplicacfes da técnica é o estudo do desenvolvimento
sexual, por meio da analise computadorizada da imagem do parénquima testicular. Diversos
trabalhos tém relatado o aumento da ecogenicidade testicular durante o desenvolvimento
sexual masculino, tanto bovino (Chandolia et al. 1997; Aravindakshan et al. 2000; Abdel-
Razek e Ali 2005; Brito et al. 2012), quanto ovino (Andrade et al. 2012; Silva et al. 2015) e
caprino (Kumari et al. 2015).

Além disso, hd uma outra vertente do uso da ultrassonografia, direcionada para a
afericdo de medidas testiculares de forma direta. Estudos demonstraram que a técnica pode
ser empregada na obtencdo de medidas do diametro testicular, bem como do comprimento e
largura desse oOrgdo. Entretanto, apesar de ser uma ferramenta confiavel, as técnicas
convencionais podem ser mais simples e menos onerosas para a determinacdo de tais medidas
(Cartee et al. 1989; Bailey et al. 1998).

A principal funcionalidade, portanto, é a j& mencionada complementacdo ao exame
androldgico, auxiliando no diagnéstico de alteragdes testiculares e possibilitando decisGes
rapidas e tratamentos apropriados. Nesse sentido, diversas sdo as patologias que podem ter
seus diagnosticos auxiliados com a contribuicdo da técnica, tais como orquites, cistos,
degeneragdes, hematomas, abscessos, hidrocele, hematocele, hipoplasia e neoplasias
testiculares (Gnemmi e Lefebvre 2009).

Entre as alteracOes detectaveis na ultrassonografia, tem sido relatada com certa
frequéncia a presenca de maultiplos pontos hiperecoicos (MPH) no parénquima testicular de
animais de producdo, geralmente ndo associada a alteracfes de tamanho, forma, mobilidade,
consisténcia e sensibilidade testiculares, tampouco a alteracdo da qualidade seminal. Alguns
trabalhos tém atribuido os achados a fibroses (Barth et al. 2008; Pinho et al. 2013) e

microcalcificagbes (Cardilli et al. 2009: Andrade et al. 2012), mas ainda s&o necesséarias
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elucidacbes sobre a natureza dessas alteracdes, visto que, em parte deles, ndo foi realizada
analise histologica.
O objetivo deste estudo foi, portanto, associar a presenca de MPH na imagem

ultrassonografica do parénquima testicular de touros Nelore com a andlise histologica.

Material e métodos

Foram utilizados 11 bovinos da raca Nelore, com idade entre 15 e 17 meses, oriundos
de um rebanho criado extensivamente em propriedade rural no estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil. Os animais pertenciam a um mesmo grupo de manejo e eram mantidos em pasto de
Brachiaria brizantha cv marandu, recebendo suplementacao mineral e agua ad libitum.

Os touros foram submetidos ao exame clinico da genitalia externa, por meio de
palpacdo e inspecdo, bem como a aferi¢cdo do perimetro escrotal (PE), por meio de fita prépria
para mensuracao, posicionada na porcao de maior diametro do escroto.

Logo apos, realizou-se a avaliacdo ultrassonogréafica, com a finalidade de visualizar a
imagem do parénquima testicular, utilizando-se uma unidade portétil de ultrassom, equipado
com um transdutor linear de 7.5 MHz de frequéncia (Chisson 500vet). As configuracGes de
foco, brilho e contraste foram padronizadas. Posicionou-se o transdutor em cada testiculo nos
planos transverso-caudal e longitudinal-lateral, de modo que o mediastino fosse facilmente
perceptivel em cada imagem. Durante a avaliacdo, identificou-se os individuos que
apresentavam parénquima testicular heterogéneo, com MPH (Fig. 1).

As imagens foram armazenadas e analisadas posteriormente, utilizando-se o programa
Image J (Rasband 1997-2015), a fim de determinar a ecodensidade testicular. A ecotextura
testicular média de cada testiculo foi obtida, nos dois planos, a partir da imagem do
parénquima testicular em cinco quadrados de 1 cm?, definidos aleatoriamente (Aravindakshan

et al. 2000). A ecodensidade testicular por animal foi calculada pela média dos dois testiculos,
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representada pela Intensidade Ecogréafica Testicular média (ECO).

Apbs a avaliacdo ultrassonogréafica, os animais foram orquiectomizados e fragmentos
do parénquima testicular de 1cm?3 foram coletados de forma aleatdria, para a realizacdo de
analises histologicas. Os fragmentos foram fixados em solucdo de Bouin por 24 horas e
lavados em alcool 70%. Em seguida, foram histologicamente processados, embebidos em
parafina e seccionados a 5 um. As laminas foram, entdo, coradas com Tricomo de Masson
(Carson e Hladik 2009) e a seccéo histoldgica avaliada em microscopia de campo claro. Dez
campos por lamina foram analisados em aumento de 400x, considerando-se a estrutura
testicular.

A contagem total de tubulos seminiferos foi utilizada para calcular a porcentagem de
tubulos presentes apresentando aspecto hipoespermatogénico (somente estagio inicial da
espermatogénese, antes da fase meiotica) ou no estagio final da espermatogénese (segmentos
com espermatides arredondadas e alongadas ou espermatozoide no Iimen).

A hipoespermatogénese, a degeneracdo testicular e a organizacdo dos tibulos foram
caracteristicas avaliadas como presentes ou ausentes. O intersticio foi classificado em
compactado, parcialmente separado ou separado, de acordo com o observado nas imagens. Na
matriz extracelular, estimou-se a presenca de fibrose, tecido de sustentacéo e perivascular.

Foi realizada andlise de variancia pelo procedimento ANOVA para duas vias,
considerando no modelo ecogenicidade e testiculo, a fim de comparar a porcentagem de
tubulos com hipospermatogénese e de espermatogénese em estagio final em touros com

ecogenicidade normal e em touros com parénquima apresentando MPH.

Resultados
Observou-se, em cinco dos 11 animais avaliados, a presenca de MPH e em seis,

portanto, tal alteracdo nao foi visualizada. O PE médio dos animais avaliados foi 21,18 cm,
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com desvio padrdo de 2,19 cm, sendo que 0s que apresentavam MPH obtiveram média de
21,40 + 2,90 cm, enquanto 0s que apresentavam parénquima homogéneo obtiveram média de
21,00 + 1,67 cm. A média de ECO dos animais foi de 147,95 + 18,96, sendo a daqueles com
MPH igual a 140,38 + 20,48, e a dos animais sem MPH, de 154,25 + 16,67.

Na avaliacdo histoldgica, todos os animais avaliados apresentaram
hipoespermatogénese e em apenas um touro observou-se degeneracao testicular. O intersticio
mostrou-se parcialmente separado em 10 casos, sendo que 0 mesmo touro que apresentou
degeneracdo teve o intersticio classificado como compactado. A organizacdo tubular esteve
presente em todos os casos. O quadro histoldgico foi compativel com a idade e com a
condicdo fisioldgica dos animais (Fig. 2).

N&o foram encontradas areas de fibrose nas amostras de touros que apresentaram
imagens com MPH. As areas positivas para o Tricromo de Masson foram localizadas no
tecido intersticial, constituindo o estroma testicular. A matriz apresentou-se com areas
azuladas na coloracdo de Tricromo de Masson, caracterizando a presenca de colageno
perivascular, sem deposicdo de tecido conjuntivo fibroso, uma vez que néo foi detectada a
presenca de lesBes intersticiais ou tubulares. Estas areas envolveram os capilares sanguineos e
linfaticos.

Touros que possuiam o testiculo com aparéncia heterogénea, devido a presenca de
MPH, apresentaram alta porcentagem de hipoespermatogénese, sugerindo espermatogénese
incompleta. Por outro lado, touros com ecogenicidade testicular normal apresentaram maiores
percentagens de tubulos em estagio final de espermatogénese, indicando maior maturidade

sexual (Tabela 1).

Discussao

O perimetro escrotal encontrado para a faixa etaria estudada foi abaixo do relatado
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pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (2013), como média da raca aos 15,0 + 0,1
meses, igual a 26,7 + 3,2 cm. A menor ECO observada nos animais que possuiam MPH na
visualizacdo da imagem ultrassonografica pode ser atribuida & maior porcentagem de
hipoespermatogénese desses animais, visto que estes apresentavam menor maturidade sexual
e sabe-se que a ecogenicidade testicular aumenta com a idade do animal, até a puberdade
(Aravindakshan et al. 2000).

A importancia clinica da avaliacdo da ecogenicidade dos testiculos consiste, ademais,
na possibilidade de visualizacdo de alteracdes do parénguima, que nao seriam detectadas por
meio do exame fisico externo. Nesse sentido, a imagem ultrassonografica com aspecto
heterogéneo decorrente da presenca de MPH tem sido descrita em diversos trabalhos em
animais de producdo e ndo interfere, geralmente, na qualidade seminal (Eilts e Pechman 1988;
Barth et al. 2008; Andrade et al. 2012; Pinho et al. 2013). No presente estudo, nao foi possivel
determinar a relacdo com a qualidade seminal, visto que ndo foram feitas coletas de sémen,
uma vez que eram animais muito jovens.

Em bovinos, pesquisadores tém atribuido esse achado as microlitiases, mais
frequentemente estudada em humanos (Cardilli et al. 2009). A alteracdo € uma condi¢do
patoldgica rara e caracteriza-se pela presenca de microcalcificagbes de 1 a 2 mm de didmetro,
no interior dos tlbulos seminiferos (Ganem et al. 1999; Coelho et al. 2005). Entre outras
teorias, acredita-se que tais calcificacOes sejam decorrentes da degeneracédo celular dentro dos
tubulos seminiferos (Villalobos-Gollas et al. 2008).

A etiologia ainda ndo foi totalmente definida, mas alguns estudos relatam a
microlitiase associada a outras doencas, tais como criptorquidismo, varicocele, tor¢ao
testicular, sindromes de Klinefelter, Down e Carney, pseudohermafroditismo, infertilidade,
enfermidades inflamatorias e, principalmente, neoplasias testiculares (Coelho et al. 2005;

Villalobos-Gollas et al. 2008). Nesse estudo nao foram observadas quaisquer outras patologias
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nos animais que apresentavam MPH, que pudessem ser associadas a presenca da alteragao.

Ademais, ndo foi detectada, na avaliacdo histoldgica do parénquima dos touros jovens
Nelore, a presenca de calcificacbes que pudessem caracterizar a microlitiase, conforme o
descrito em humanos. Dessa forma, a hipoOtese sugerida pelos estudos que associam a
presenca de MPH a essa alteracdo ndo se consolidou, pelo presente estudo. Deve-se
considerar, contudo, que os trabalhos que fizeram tal atribuicao (Cardilli et al. 2009; Andrade
et al. 2012) ndo realizaram analise histoldgica.

Outro estudo, realizado com bovinos de origem europeia, relatou, em avaliacdo
histologica, a presenca de fibroses em animais que apresentavam MPH na imagem
ultrassonografica do parénquima testicular (Barth et al. 2008). Todavia, no presente estudo,
ndo se pode afirmar que trata-se da mesma situacdo, uma vez que lesbes intersticiais ou
parenquimatosas ndo foram comprovadas histologicamente. Nesse sentido, Kumar et al.
(2005) afirmam que fibrose ocorre em resposta a uma lesdo ou estimulo persistente, que da
origem a um tecido cicatricial, portanto, irreversivel.

Contrariamente ao esperado, alguns casos de resolucdo espontanea das microlitiases,
ao longo do tempo, foram relatados em humanos, reforgando a teoria de que a microlitiase
decorre degeneracdo de tabulos seminiferos (Coley 2005; Chiang et al. 2012).

E importante frisar que os estudos em animais, nos quais sugeriu-se a microlitiase
como causa dos MPH, foram realizados com base em coletas de dados em curto espaco de
tempo, 0 que pode ndo ter possibilitado a visualizacdo de uma possivel progressdo ou
regressdo da alteracdo. No presente estudo, realizou-se apenas uma avaliacdo e, portanto, ndo
é possivel descartar a hipotese de resolugdo futura dos MPH e, até mesmo, a hipotese de
tratar-se de uma alteracdo decorrente do desenvolvimento sexual, visto que, nos casos
apresentados em humanos, as alteragdes regrediram antes destes tornarem-se adultos.

Essas alteracdes devem ser acompanhadas ao longo do tempo e associadas em futuras
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pesquisas com avaliacdes de fertilidade, a fim de garantir maior confiabilidade no diagndstico
e no prognostico, oferecendo maior seguranca ao uso do recurso ultrassonografico na clinica
androldgica. Ademais, sugere-se a realizacdo de estudos histopatoldgicos a partir da coleta de
fragmentos testiculares guiada por ultrassom, visando a obtencdo de tecido dos locais exatos

onde foram visualizados MPH na imagem.

Concluséo

A avaliacdo histopatoldgica de tecidos caracterizados pela presenca de MPH na
imagem ultrassonografica ndo apresentou alteracdes estruturais, nem a presenca de
calcificacBes ou fibroses, que possam justificar tal aparéncia. Animais com MPH na imagem
possuiam maior taxa de hipoespermatogénese, quando comparados aqueles que tinham o
parénquima homogéneo que, por sua vez, possuiam maior taxa de espermatogénese em

estagio final.
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301 Tabela 1. Média (= SEM) de tubulos seminiferos com hipoespermatogénese e classificados

302 como estagio final de espermatogénese, em touros com ecogenicidade normal e com aspecto

303  de multiplos pontos hiperecoicos, na avaliacao ultrassonografica.

Avaliacdo da imagem Hipoespermatogénese  Estagio final da
Testiculo
ultrassonografica (%) espermatogénese (%)
Multiplos Pontos Direito 72,7 £3,32 2,0 0,702
Hiperecoicos (n=5) Esquerdo 31,5 +£3,7° 2,6 £0,622
Parénquima Direito 5,1 £6,4° 15,3 +1,21°
homogéneo (n=6) Esquerdo 13,2 +3,71¢ 5,2 £0,70°

304 Letras diferentes representam diferenca significativa (P<0,05).

305 SEM, erro padrdo da média.
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306  Figuras

307
308 Fig. 1 Imagem ultrassonografica transversal do testiculo direito de macho Nelore com a

309  presenca de multiplos pontos hiperecoicos (A) e sem a presenca dos pontos hiperecoicos. (B).

310

311  Fig. 2. Cortes histoldgicos testiculares caracterizando uma &rea de tecido de sustentacdo
312 perivascular rica em fibras colagenas. A, tubulos seminiferos com hipoespermatogénese;
313  discreto edema intersticial. B, tubulos com células germinativas parcialmente preenchidos.

314  Tricromo de Masson. Barra = 500 pm.



