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RESUMO

Trinta caprinos machos em idade reprodutiva sem padrdo de raca definida, oriundos de
propriedades localizadas na regido do Baixo Parnaiba, foram submetidos a dois exames
reprodutivos com intervalo de sete dias, totalizando duas colheitas de dados por animal.
Para caracterizar o fluxo sanguineo testicular foram realizados exames
ultrassonograficos nos modos Bidimensional para identificacdo de estruturas, Doppler
espectral para estudos dopplervelocimétricos e Doppler colorido analisar a extensdo do
fluxo sanguineo. O exame androlégico foi realizado e o sémen avaliado quanto as
caracterfsticas fisicas e morfologicas. Com auxilio do aplicativo PRO CORR do
software SAS®, foram estudas as correlagcdes entre as varidveis resposta obtidas por
ultrassonografia, biometria testicular e espermograma. Os efeitos das varidveis
classificatdrias (animal, testiculo e coleta) sobre as varidveis resposta, e suas interacoes,
foram analisadas por ANOVA e comparadas pelo teste t de Student (PROC GLM)
(paramétricas) pelo teste de Wilcoxon (PROC NPARIWAY WILCOXON) (nao-
paramétricas), com significancia de 5%. Nao houve diferenca entre os testiculos direito
e esquerdo quanto as caracteristicas hemodinamicas (P>0,05). O mesmo foi observado
quando se comparou as coletas 1 e 2. As varidveis doppler do parénquima e doplexo
testicular foram altamente correlacionadas. De modo geral, as correlacdes entre as
variaveis doppler, idade e perimetro escrotal foram altas, apresentando valores de r
variando de 0,68 a 0,36 e valores de p entre <0,005 a <,000. Nao foram encontradas
correlacdes significativas entre as caracteristicas espermadticas e as varidveis Doppler. O
exame Doppler demonstrou ser uma ferramenta complementar na avaliagdo reprodutiva
de caprinos por fornecer informagdes sobre a arquitetura e o fluxo vascular testicular,
tornando possivel o diagndstico de afec¢des que podem comprometer o potencial
reprodutivo. Conclui-se que hé alta correlacio entre os fluxos vasculares do plexo e do
parénquima testiculares, entre as varidveis dopplerfluxométricas e o desenvolvimento

testicular, mas ndo com as caracteristicas espermdticas em reprodutores caprinos.

Palavras-chave: Caprino. S€men. Fluxo sanguineo. Doppler. Testiculo.



ABSTRACT

A total of thirty crossbreed male goats were evaluated. Two reproductive exams were
performed at an interval of 10 d. To characterize testicular blood flow, ultrasound
examinations were conducted. Bidimentional ultrasonography was performed to
identify testicular structures. The study of testicular blood flow and hemodynamics was
made by spectral and color Doppler. Andrological and sperm traits were evaluated by
breeding soundness evaluation (BCS). The correlation coefficients between ultrasound
and andrological responses was performed by PRO CORR of SAS®. The effects of
categorical variables (animal, testis and BSC session) on the response variables, and
their interactions were analyzed by ANOV A and compared by the Student t test (PROC
GLM) (parametric) or by Wilcoxon test (PROC Nparlway WILCOXON) (not -
paramétricas), with 5% significance. The hemodynamic characteristics of right and left
testes were similar (P> 0.05). The same was observed when comparing the samples 1
and 2. High significant correlation were observed between parenchyma and testicular
doppler data. In general, the correlation between Doppler, age and scrotal circumference
was high, with r values ranging from 0.68 to 0.36 and P values ranging from <0.005 to
<.000. There were no significant correlations between sperm characteristics and
Doppler data. The Doppler is a complementary tool to evaluate reproductive traits of
male goats, reporting architecture and testicular vascular flow and making it possible to
diagnose diseases that can compromise the reproductive potential. In conclusion, were
found high correlation between the vascular flows of plexus and testicular parenchyma,
between Doppler data and testicular development, but not in between Doppler data and

semen characteristics of male goats.

Keywords: Goat. Semen. Blood flow. Doppler. Testicle.
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1 INTRODUCAO

A avaliacdo androlégica de reprodutores caprinos assume grande importancia,
considerando as caracteristicas do manejo reprodutivo adotado na maioria dos rebanhos
do Brasil, onde se utiliza principalmente a monta natural. A necessidade de testes para
predizer a capacidade reprodutiva de reprodutores caprinos em regime de monta natural
vem aumentando, principalmente devido a aquisicdo de animais com potencial
reprodutivo comprovado, por ser uma importante ferramenta para aumentar os indices

de produtividade na caprinocultura nacional (Ribeiro, 1997; Moreira et al., 2000).

Qualquer reducao ou interrupcao do fluxo sanguineo testicular acarreta em dano
isquémico e consequente deterioragdo espermatica (KAY et. al. 1992), devido aos
tibulos seminiferos corresponderem a 70 a 80% da massa testicular e possuirem uma
concentragcao de oxigénio muito baixa quando comparadas a outros 6rgaos(SETCHELL
1990; TAKIHARA et. al. 1983). Portanto o fluxo sanguineo € extremamente importante
para func¢ao dos testiculos (HERWIG et. al. 2004).

A ultrassonografia Doppler ¢ um método relativamente recente na rotina
veterindria e que fornece informacdes em tempo real da arquitetura vascular e dos
aspectos hemodinamicos dos vasos sanguineos examinados em diversos O6rgaos,
inclusive em testiculos (CARVALHO et al., 2008). Essa técnica é baseada no efeito
Doppler, que pode ser definido como o principio fisico no qual se verifica a alteragao da
frequéncia das ondas sonoras refletidas quando o objeto refletor se move em relacdo a

uma fonte de onda sonora (VERMILLON,1997).

No Doppler colorido, um mapa de cor da vascularizagdo em tecidos e 6rgaos é
visualizado por uma imagem bidimensional (modo B). Por outro lado, a andlise
espectral de modo Doppler proporciona informagdo de velocidade e de resisténcia do

fluxo de sanguineo (POZOR; MCDONNELL, 2002; 2004).

O indice de resisténcia (IR) € um indicador de confian¢a para a utilizagdo clinica
de rotina para identificar homens inférteis (BIAGIOTTI et al., 2002). A aparéncia
subjetiva das imagens no Doppler colorido e valores do IR e indice de pulsatilidade (IP)
tétm sido utilizados como pardmetros de diagndstico reprodutivo em caes

(GUNZELAPEL et al., 2001; GUMBSCH et al, 2002). Em camelideos, a
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ultrassonografia Doppler em onda pulsada tem sido usada para medir o fluxo sanguineo

testicular e comparar com a fertilidade (KUTZLER et al., 2011).

z

Na medicina humana, a ultrassonografia Doppler € utilizada rotineiramente
para analisar o fluxo de sangue na artéria testicular, sobretudo no diagndstico de
anormalidades testiculares (Aydos et al 1993;. Sidhu 1999;. Sriprasad et al 2001) e
também para prever a espermatogénese (Pinggera et al 2008). Em cdes, o Doppler
colorido vem sendo utilizado para se avaliar a préstata (Newell et al., 1998), e os
padrdes de fluxo sanguineo fisiol6gicos dos testiculos (GiinzelApel et al., 2001), O
Doppler espectral tem sido usado para caracterizar o fluxo sanguineo na artéria
testicular de garanhdes e de carneiros (POZOR; MCDONNELL, 2002; BATISSACO et
al., 2013).

Em caprinos, a ultrassonografia modo-B tem sido aplicada com relativo sucesso
no diagndstico da degeneracdo testicular (CAVALCANTE et al., 2014), o que permite o
diagnéstico precoce desta anormalidade antes de sua manifestacdo clinica (AHMAD et
al.,, 1991). Atualmente, a divulgacdo do uso do Doppler na reprodugdo de caprinos €
escassa, pois até 0 momento se restringe a manuscritos nos quais se realizou diagnostico
de gestagdo (ISHWAR, 1995), afericdo do fluxo sanguineo testicular (SAMIR et al
2015) e deteccao de alteracdes testiculares (GOMES et al 2011; BATISSACO et al.,
2013). Contudo, ndo ha estudos sobre a hemodinamica testicular associada as
caracteristicas espermadticas nessa espécie, a fim de se detectar mais precocemente

possiveis alteragdes que comprometam o potencial reprodutivo desses animais.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sistema reprodutor masculino
2.1.1 Anatomofisiologia

A maioria dos mamiferos possui o sistema reprodutor masculino composto por
testiculos, epididimo, ductos deferentes, ampola, prostata, vesiculas seminais, glandulas

bulbouretrais e pénis (HAFEZ ; HAFEZ, 2004).

Os testiculos inicialmente se localizam na cavidade abdominal e em seguida
migram para bolsa escrotal, onde se mantém alojados a uma temperatura de 2 a 6°C

abaixo da temperatura corporal (GIER; MARION, 1970; WAITES, 1970; KASTELIC
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et al.,, 1996). Em pequenos ruminantes, o escroto € pendular e longo, chegando a
ultrapassar as articulacdes do jarrete, e sua pele fina e flexivel € recoberta por pélos
aderindo-se com firmeza a tinica dartos subjacente (GODINHO et al., 1981; GETTY,
1986; DYCE et al., 1997).

Em caprinos adultos, os testiculos chegam a pesar cerca de 200 a 300 gramas, e
sdo cobertos pela tdnica albuginea, que aloja as artérias e veias testiculares (EVANS;
MAXWELL, 1987). Dentre as principais fun¢des dos testiculos pode-se citar a secre¢io
hormonal e a espermatogénese que se caracteriza por um processo continuo, resultando
na producdo didria de espermatozoides a partir das células-tronco da linhagem

germinativa, denominadas espermatogonias (CASTRO et al., 1997).

No interior dos testiculos localiza-se a maior parte da massa testicular,
composta pelo parénquima, que do ponto de vista morfoldgico e funcional, se divide em
tdbulos seminiferos, que sao um emaranhado de estruturas contendo em seu interior o
epitélio germinativo (SETCHELL, 1978), constituindo cerca de 85 a 86% do volume
testicular (WROBEL et al.,, 1995), e o espacgo intertubular, composto por tecido
conjuntivo, onde estdo alojados os vasos sanguineos, linfaticos, nervos e as células de

Leydig que sdo responsaveis pela producdo de androgenos (SETCHELL, 1991).

A quantidade das células de Sertoli nos tibulos seminiferos esté relacionada ao
tamanho dos testiculos e a produgdo espermatica (FRANCA; RUSSELL, 1998). Os
pequenos ruminantes nascem com cerca de 25 x 10’ células de Sertoli indiferenciadas
por testiculo (KILGOUR et al., 1998), aumentando cerca de 500% com a chegada da
puberdade e € influenciado por fatores ambientais, nutricionais e hormonais, além da

raca do animal (HOCHEREAU-DE-REVIERS et al., 1987).

Na fase pré-pubere, as células de Sertoli indiferenciadas se multiplicam
mediadas pelo FSH, e formam uma camada continua ao redor dos tubulos seminiferos
(KILGOUR et al., 1998). Com a aproximacao da puberdade, o perimetro escrotal atinge
cerca de 18 cm (SOUZA et al., 2001), o volume testicular atinge 25 cm3 e o didmetro
tubular atinge cerca de 100pm, passando a ocupar 63% do volume do testicular. Apds a
puberdade as células de Sertoli param de se multiplicar e passam a diferenciar-se
(HOCHEREAU-DE REVIERS et al., 1987), iniciando dessa forma a espermatogénese,
com a formacdo das primeiras espermatogOonias A (STEGER; WROBEL, 1996).
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O perimetro escrotal tende a reduzir sua velocidade de crescimento e
estabilizar (YARNEY; SANFORD, 1993; SOUZA et al.,, 2001), devido ao pouco
crescimento do comprimento dos tuibulos seminiferos que ocorre apds maturidade
sexual (FRANCA, 1987). Nessa fase, as células de Sertoli se ligam, formando a barreira
hematotesticular e iniciando os eventos ciclicos do epitélio seminifero (RUSSELL et al.,

1990; STEGER; WROBEL, 1996).

Ap6s a producdo dos espermatozoides no epitélio seminifero, estes sdo
liberados na luz dos tibulos e em seguida sdo conduzidos para uma rede testicular,
localizada no mediastino, que drena para os ductos eferentes, unindo-se para formar a

cabeca do epididimo (ELLENPORT, 1986).

O epididimo € uma estrutura alongada composta por um tibulo contorcido, tem
inicio na superficie cranial do testiculo e estd localizado ao longo da borda testicular
(DAVIDSON; BAKER, 2009). O epididimo ¢é dividido em cabeca, corpo e cauda, que
atuam no transporte e armazenamento de espermatozoides produzidos no testiculo

(GRANADOS et al., 2006).

As vesiculas seminais, bulbouretrais e prdstata estdo presentes no macho
caprino e tem a funcdo de produzir o plasma seminal, importante para a sobrevivéncia
espermatica no ejaculado (GRANADOS et al., 2006), além de atuar como veiculo para
os espermatozoides serem transportados do trato genital do macho, ativar a motilidade
espermatica e proporcionar um meio rico em nutrientes e tamponado, para manter a
sobrevivéncia dos espermatozoides apds sua deposicdo no trato genital feminino
(EVANS; MAXWELL, 1990). O plasma seminal possui pressio osmética semelhante
ao sangue e pH neutro (UPRETI et al., 1995).

2.1.2 Irrigagdo arteriovenosa e termorregulacio.

O cordao espermatico tem inicio no anulo inguinal profundo, onde as partes que
o compodem se reunem e estendem-se através do canal inguinal, passando na lateral do
pénis e terminando na borda superior do testiculo onde se encontra inserido. E
composto pela artéria testicular, veias testiculares que constituem o plexo
pampiniforme, plexo testicular de nervos autobnomos, ductos deferentes, feixes de tecido
muscular liso ao redor dos vasos e camada visceral da tunica vaginal (ELLENPORT,

1986).
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A artéria testicular supre os testiculos e o epididimo com sangue arterial, e tem
origem na aorta dorsal, ao nivel da terceira vértebra lombar, préximo ao local de origem
embriondria dos testiculos, surgindo distalmente as artérias renais (DOGRA et al., 2006;
HAFEZ; HAFEZ, 2004). Ap6s ultrapassar o corddo espermadtico, atinge os testiculos e
em seguida se ramifica até o epididimo (BUDRAS et al., 2007). Em adultos, a artéria
testicular ap6s emergir do corddao espermatico, se alonga e acompanha a margem do
epididimo dos testiculos, junto a cdpsula, em curso linear e sem ramos. Essa artéria
marginal apresenta paredes mais finas e um didmetro interno maior que a do corddo
espermatico, devido ao fato de a artéria testicular, localizada no cordao espermatico,
precisar se alongar mais que o normal para compensar a migracdo dos testiculos para o

escroto (SETCHELL; BREED, 2006).

O parénquima testicular € permeado por uma densa rede de veias (SMITH,
1974). Dois sistemas venosos sao distinguidos. Uma pequena por¢cdo do sangue venoso
no testiculo é drenada, numa direcdo centripeta através de veias que se unem para
formar a veia central, localizada na por¢do central cranial do testiculo. A grande maioria
do sangue € drenada do testiculo em uma direcdo centrifuga através do parénquima e
que se estendem para as veias interlobulares localizadas na cépsula do testiculo,
formando a parede vascular superficial (SMITH, 1974; SCHUMMER; VOLLMER,
1995).

As veias testiculares se originam do plexo pampiniforme, que é formado
através da unido de pequenas veias do testiculo e epididimo. As veias testiculares
circundam a artéria testicular e seguem em dire¢c@o ao anel inguinal profundo, formando
dois ou trés troncos venosos. Em nivel da terceira vertebra lombar, os troncos venosos
unem-se para formar uma unica veia testicular, e seguem acompanhando a artéria

testicular (HAFEZ; HAFEZ, 2004; NICKEL et al., 1979).

Foi observado em caprinos com biparticdo escrotal que se prologam acima da
metade do comprimento testicular, um maior nimero de ramos terminais das artérias
testiculares quando comparados aos animais sem biparticdo ou com biparti¢do abaixo da
metade do comprimento testicular. Isto se deve provavelmente a maior extensdo da drea
recoberta pelo escroto, o que ndo quer dizer que estes animais apresentam maior

irrigacao, mas uma melhor distribuicao (ALMEIDA et al., 2003).

Em mamiferos, os testiculos permanecem constantemente alojados no escroto,

isso é um fator essencial para a espermatogénese, tendo em vista que a temperatura
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apresenta-se de 2 a 6°C inferior a corporal. A temperatura intratesticular é regulada
pelos mecanismos de termorregulacdo, que sdo compostos pelos seguintes sistemas:
Glandulas apdcrinas, situadas na bolsa escrotal, que promovem a sudorese e posterior
resfriamento do escroto; a tinica dartus e o musculo cremaster, que juntos promovem a
aproximacdo e o afastamento dos testiculos da regido inguinal e o plexo pampiniforme,
constituido por artéria e veias testiculares, que sdo responsaveis pela troca de calor e

consequente resfriamento do sangue arterial (VILLARES, 1976).

As artérias e veias auxiliam nos mecanismos de termorregulacdo do testiculo
devido a intima relacdo entre eles, proporcionando um eficiente mecanismo de contra
corrente, que consiste no resfriamento do sangue arterial enquanto passa pelos funiculos
espermaticos. Este mecanismo expressa a propriedade de transferéncia de calor entre
fluidos com temperaturas diferentes e com fluxo em direcdo oposta aonde o sangue
arterial que chega aos testiculos € resfriado pelo sangue venoso que deixa o testiculo. A
temperatura do sangue da artéria testicular é reduzida ao longo de seu percurso do anel
inguinal interno, passando pelo plexo pampiniforme até a superficie dos testiculos,
enquanto que a temperatura do sangue nas veias se eleva proporcionalmente a perda de
calor das artérias, no percurso entre os testiculos e o anel inguinal externo. Quanto mais
proximas as artérias e veias estiverem da superficie testicular maior serd a perda de

calor dos testiculos (HAFEZ, 1995).

A elevacdo da temperatura testicular aumenta o metabolismo e a demanda de
oxigénio pelas células dos testiculos, porém, seu fluxo sanguineo é limitado, tornando-
se incapaz de suprir essa demanda, resultando, portanto, em hipdxia e redugcdo da
qualidade seminal (VILLARES, 1976; KASTELIC et al., 1996; SETCHELL, 1998),
reducdo na fertilidade do macho (HULET et al., 1956), alteracdes na sintese de
proteinas e expressdao de genes nas células germinativas e de Sertoli (GUO et al., 1999;

IKEDA et al., 1999; KUMAGAI et al., 2000).

Em cordeiros submetidos a altas temperaturas ambientes, foram observadas as
seguintes alteracoes: diminuicdo no peso testicular, degeneracdo das células
germinativas, vacuolizacdo ou desaparecimento de tubulos seminiferos e forro epitélial,
formacdo de células gigantes multinucleadas, interrup¢do da atividade espermatogénica,
membranas basais engrossado com fibrose intersticial e aumento dos tecidos
conjuntivos peritubulares € um aumento nas concentragdes séricas de cortisol

(RASOOLI et al., 2010).
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2.2 Principios basicos do Doppler

Ao longo das duas dltimas décadas a ultrassonografia tem se popularizado
devido a sua utilidade para o estudo da estrutura e funcionamento dos 6rgios internos
de um modo ndo destrutivo, ndo invasivo. A ultrassonografia em medicina e na
veterindria € atualmente um dos métodos de diagndstico mais rdpido e seguro devido a

possibilidade de se analisar imagens computadorizadas (PIERSON; ADAMS, 1995)

A ultrassonografia Doppler foi desenvolvida por Satomura e Kaneko, em 1960
e demonstrou ser um método eficaz e ndo invasivo capaz de avaliar as alteracdes
vasculares no testiculo (LAM et al., 2005), além de fornecer informacdes sobre a
arquitetura vascular, direcdo e velocidade do fluxo sanguineo de diverssos orgaos
(CARVALHO et al., 2008). Essa técnica é baseada no efeito Doppler, que pode ser
definido como o principio fisico no qual se verifica a alteracdo da frequéncia das ondas
sonoras refletidas quando o corpo refletor se move em relacdo a uma fonte de onda
sonora. Quando os vasos sanguineos sdo avaliados por essa técnica, as hemdcias em
movimento dentro dos vasos comportam-se como corpos refletores e dessa forma a

ultrassonografia Doppler € capaz de registrar o movimento do sangue no sistema

cardiovascular (FEIGENBAUM, 1986; VERMILLON,1997).

O deslocamento da frequéncia Doppler consiste na diferenga entre a frequéncia
do som transmitido e a do refletido (SZATMARI et al., 2001). Na pratica, se o sentido
do fluxo sanguineo for em direcdo ao transdutor, a frequéncia Doppler terd valores
positivos, ou seja, o eco de retorno terd uma frequéncia mais alta do que aquele
transmitido e se o sentido do fluxo sanguineo for contrario ao do transdutor, entdo a
frequéncia Doppler tera valores negativos, ou seja, a frequéncia refletida serd mais baixa
do que aquela transmitida. A velocidade detectavel pelo ultrassom Doppler € uma
funcdo inversamente proporcional a frequéncia emitida pelo transdutor, ou seja, para se
monitorar fluxos sanguineos em velocidades altas, € necessério utilizar frequéncias mais

baixas que as aplicadas para os modos bidimensionais (CERRI et al., 1998).

Com o auxilio do Doppler colorido € possivel observar a perfusdo testicular e

mostrar, de forma segura, a artéria testicular em todos os seus ramos utilizando o modo
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Power Doppler, e é possivel aferir a velocidade do fluxo sanguineo em relagdo ao

tempo, utilizando o modo Doppler espectral (CARVALHO et al., 2008).

2.2.1 Doppler espectral

O transdutor do Doppler espectral € equipado com um cristal piezelétrico capaz
de transmitir ondas curtas de ultrassom, em forma de pulsos com intervalos regulares e
receber o sinal refletido no intervalo de tempo, e logo em seguida, compari-lo com
aquele transmitido. No modo espectral € possivel medir uma regido especifica de cada
vez, dentro de um campo de imagem, possibilitando a aferi¢do da velocidade do fluxo
sanguineo dentro do vaso selecionado. A frequéncia de repeticdo é a quantidade de
pulsos que sdao emitidos por segundo (CARVALHO et al., 2008). A regido onde os
sinais Doppler sdao mensurados é chamada de volume de amostra (ou gate)

(SZATMARI et al., 2001; YANIK,2002).

Ap6s o recebimento do pulso sonoro refletido € feito o processamento do sinal,
onde as vdrias ondas de frequéncias diferentes sdo transformadas num espectro de
frequéncias. Em seguida, o sistema de processamento distribuird as frequéncias de
deslocamento Doppler num gréfico, levando em conta o nimero de ondas apresentadas

numa mesma frequéncia (KAWAKAMA et al., 1993).

No modo espectral é possivel se aferir os parametros dopplervelocimétricos,
que sdo fundamentais para avaliar a perfusdo sanguinea nos testiculos. Dentre as
varidveis observadas as mais relevantes sao: velocidade de pico sistélico, velocidade
diastdlica final e os indices de resisténcia e de pulsatilidade, que sdo calculados
automaticamente pelo Doppler (WOOD et al., 2010). As velocidades do pulso sistélico
e diastdlica final representam a velocidade do sangue no pico da sistole cardiaca
representado pelo ponto méximo no gréfico espectral e a velocidade sanguinea no final
da didstole cardiaca é representada no grafico espectral pelo ponto final do ciclo
cardiaco (COELHO et al., 2008). O indice de resisténcia (IR) indica a resisténcia do
fluxo sanguineo causada pelo leito microvascular distal ao local de medi¢do. Por outro
lado, o indice de pulsatilidade (IP) quantifica a pulsatilidade da onda (SCHURICH et
al., 2009).

Os valores dopplervelocimétricos sdo dispostos em um grafico espectral gerado

a partir das informagdes coletadas do fluxo sanguineo do vaso selecionado. O fluxo
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sanguineo em direcdo ao transdutor ¢ mostrado no grafico acima da linha da base e o
fluxo que vai em direc@o contrdria ao transdutor fica disposto abaixo da linha de base,
sendo o fluxo zero representado pela linha base (YANIK, 2002). Para medir a
velocidade do sangue é necessdrio determinar o angulo Doppler. O Angulo de
insonacdo ou angulo Doppler € o angulo de interseccdo do pulso de ultrassom com a
direcdo do movimento das células vermelhas do sangue. Para produzir um espectro

preciso € necessdrio um angulo Doppler de 30 © a 60 ° (GINTHER, 2007).

No modo Doppler espectral, a frequéncia de deslocamento Doppler ndo ¢é
representada apenas como gréafico, mas também sdo audiveis. As artérias t€m um som
semelhante a um assovio, enquanto que as veias possuem um som semelhante ao vento
soprando continuamente. A altura do som audivel € diretamente proporcional a
quantidade de células sanguineas em movimento e a velocidade do fluxo (SZATMARI

et al., 2001).

A perfusdo normal dos tecidos estd relacionada com o indice de resisténcia,
onde alteracdes tissulares nos testiculos acarretam em elevagao desses valores em casos
de contagem anormal de espermatozoides (SCHURICH et al., 2009). Foi sugerida,
também, a importancia do indice de resisténcia, assim como a velocidade de pico

sistélico para a estimativa da taxa de producdo espermdtica (BIAGIOTTI et al., 2002).

2.2.2 Doppler colorido

No modo Doppler colorido € possivel analisar varios volumes de amostragem
dentro de uma regido circunscrita (caixa colorida), possibilitando avaliar em tempo real
a perfusdo vascular local no interior do tecido (GINTHER, 2007). Cada elemento
contido na caixa colorida emite um sinal e cada um desses elementos € interpretado por
cores em relacdo ao sentido e por tonalidade em relacdo a velocidade do fluxo
(KAWAKAMA et al., 1993). Por uma imagem em escala de cinza bidimensional (modo
B), um mapa colorido da vasculariza¢do dos tecidos ou 6rgdos € visualizado (POZOR;

MCDONNELL, 2002; 2004).

Ao lado da imagem gerada pelo ultrassom, uma barra colorida ilustra a dire¢ao
do fluxo em relacdo ao transdutor. Fluxo com sentido em direcio ao transdutor é

apresentado no monitor pela cor vermelha e aquele, que tem dire¢do contraria, € azul.
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Fluxos de maior velocidade sdo expressos por tonalidades mais claras da mesma cor

(TAYLOR; HOLLAND, 1990).

z

O fendmeno aliasing € observado em fluxo com altas velocidades, e ¢é
interpretado no monitor por um mosaico colorido, que pode ser observado, por
exemplo, no ducto venoso. Fluxo de turbuléncia pode também ser representado por

mosaico de cores e é observado no bulbo carotideo (NIMURA, 1998).

2.3 Aplicacoes da Ultrassonografia Doppler

O estudo ultrassonografico € um método de diagndstico comum e sendo
amplamente utilizado na Medicina Veterindria, por ser considerada uma técnica nao
invasiva, segura para o paciente, acessivel e que fornece diagndsticos, muitas vezes,
precisos, principalmente na avaliacdo reprodutiva de pequenos animais (DAVIDSON;
BAKER, 2009). E quando aliada ao Doppler, permite a avaliacdo da dindmica do fluxo
sanguineo e a deteccdo da neovascularizagdo, empregada na Medicina Humana
(FORESTA et al. 1998; SHIRAISHI et al., 2009), e mais recentemente na Medicina
Veterinaria (FORSBERG, et al., 2002).

2.3.1 Exame do fluxo sanguineo testicular em medicina veterindria

O uso do Doppler associado a avaliagdo ultrassonogréfica bidimensional em
Medicina Veterinaria € um método relativamente recente e a avaliagdo do trato
reprodutor masculino vem sendo pouco estudada nas diferentes espécies (CARRILLO

et at., 2002; FORSBERG et al., 2002).

A ultrassonografia Doppler € importante na avaliacao de afec¢cOes que acometem
os testiculos, sendo possivel verificar mudancgas, tanto na perfusdo sanguinea quanto nos
valores dopplervelocimétricos. A analise subjetiva das imagens geradas pelo Doppler
colorido e os valores do indice de resistencia e do indice de pulsatilidade tem sido
utilizado como parametro de diagnostico de diverssas patologias em caes

(GUNZELAPEL et al., 2001; GUMBSCH et al., 2002).

Em camelideos, o Doppler espectral, tem sido usado para medir o fluxo

sanguineo testicular e comparar com a fertilidade (KUTZLER et al, 2011). Em
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garanhdes, a ultrassonografia com Doppler foi eficiente na caracterizacio do fluxo

sanguineo testicular (POZOR; MCDONNELL, 2002).

Kutzler et al. (2011) verificaram em estudos em camelideos que, os parametros
"velocidade de pulso sistélico” e "velocidade diastdlica final" quando aferidos na artéria
testicular do corddo espermdtico, diferiam entre animais férteis e inférteis, sendo
maiores em animais férteis. Quando esses parametros sio mensurados na artéria
marginal do testiculo, apenas a velocidade de pulso sistélico € maior em animais férteis
que em inférteis, demonstrando que nos animais férteis, a vascularizacdo do 6rgio é
mais eficaz para a realizacdo das funcgdes fisiologicas dos testiculos. O mesmo foi
verificado por Zelli et al. (2013), que identificaram a relacdo entre o fluxo sanguineo
testicular e a qualidade espermética de cdes, mostrando que esses parametros podem ser

utilizados como potenciais marcadores dessa qualidade.

Em estudos desenvolvidos em caes, que objetivavam comparar o fluxo da
artéria testicular como a espermatogénese, foi possivel constatar que os indices de
resisténcia e de pulsatilidade sdo os parametros mais eficientes na avaliagdo qualitativa
da espermatogénese, auxiliando no diagndstico de animais que apresentam

oligospermias ou mesmo azoospermias (ZELLI et al., 2013).

Nos dltimos anos, o Doppler vem se tornando cada vez mais disponivel para
utilizag@o na préatica veterinaria. Até o momento, os trabalhos publicados com Doppler
que caracterizam a vasculariza¢do periférica em cavalos inclui caracteriza¢do do fluxo
de sanguineo de artérias dos membros anteriores e posteriores de cavalos, artérias
renais, artéria cardtida e artérias uterinas e ovarianas e testicular (COCHARD et al.,

2000; BOLLWEIN et al., 1997)

2.3.2 Exame do fluxo sanguineo testicular em medicina humana

O Doppler em medicina humana vem sendo utilizada para avaliar o fluxo de
sangue na artéria testicular e aplicado no diagndstico de patologias testiculares
associadas com alteracdes do fluxo sanguineo, como a tor¢do do cordido espermatico,

infarto testicular ou varicocele (POZOR; MCDONNELL, 2002)

O doppler colorido vem sendo ttil na identificacdo de alteragdes inflamatdrias
ou neoplasicas dos testiculos e epididimo, bem como na avaliagdo de outros disturbios

do escroto de homens (HERBENER et al., 1996; GORECKA-SZYLD, 1999).0 estudo
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do fluxo de sanguineo testicular por intermédio do Doppler vem demonstrando ser
essencial para a distingdo entre a torcdo de corddo espermdtico (falta de fluxo
sanguineo) e orquiepididimites (aumento do fluxo de sangue) (DUBINSKY et al,
1998).

Em homens oligospérmicos foi observado que o indice de resisténcia na artéria
intratesticular € maior quando comparado aos normospérmicos, demonstrando que os
valores dopplervelocimétricos podendo servir de parametro para diagnosticar
infertilidade em homens (PINGGERA et al., 2008) e para diferenciar azoospermias
obstrutivas e ndo obstrutivas (FORESTA et al., 1998).

Em casos de patologias extratesticulares, o Doppler pode diagnosticar
patologias, como hidrocele, espermatocele e varicocele. Na varicocele, tem
sensibilidade e especificidade superiores a 90% (Sociedade Brasileira de Urologia,
2008). Nas patologias testiculares, demonstra as alteracdes do fluxo sanguineo no
parénquima em caso de tor¢do, que leva a reducdo do fluxo sanguineo e orquite e

neoplasias, leva a um aumento no fluxo sanguineo (TIEMSTRA et al., 2008).

2.4 Avaliacao androlégica

A avaliac@o androlégica € o procedimento mais utilizado para avaliar o potencial
de fertilidade de um reprodutor (SALVADOR et al., 2002). A avaliacdo reprodutiva de
um macho destinado a reproducdo se baseia na observacdo da satiide geral, sadde
hereditaria, sadde genital, potentia coeundi e potentia generandi (CBRA, 1998). As
caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen caprino tém sido estudadas por diversos
autores, para se estabelecer os padrGes para selecdo de reprodutores caprinos a partir da
avaliacdo clinico-androlégica do ejaculado. (Vinha; Megale, 1980; Mies Filho, 1987; Nunes et

al., 1997; Hafez; Hafez, 2004),

A avaliagdo andrologia € iniciada pelo exame clinico geral, que consiste em o
técnico, por meio de observagdes e inspecdes, em estacdo € em movimento, avaliar a
condi¢cdo corpdrea do animal isso inclui os sistemas nervoso, respiratério, digestivo e
locomotor, atentando para os aprumos, articulacdes e cascos, assim como, ao estado
nutricional (UNANIAN et al., 2000). Os 6rgaos do sistema genital devem ser avaliados,

por observacdo, inspe¢do e palpacdo, podendo ser complementada pela ultrassonografia.
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Devem-se analisar, nesta fase do exame, presenca e posicdo dos O6rgdos, bem como

dimensao, consisténcia, simetria e mobilidade (RADOSTITS et al., 2002).

O aspecto do ejaculado € avaliado de acordo com a cor e a aparéncia. Esta
avaliacdo depende principalmente da concentragdo de espermatozoides e eventualmente
da presenca de sangue, pus, urina, células epiteliais, detritos, etc. (CBRA, 1998). O
s€émen dos animais pode apresentar aspecto cremoso, tendo variacdes desde o cremoso
espesso ao cremoso fino, leitoso, opalescente ou soroso e aquoso. A estimativa da
concentragcdo espermdtica pode ser efetuada, de forma empirica levando (MIES FILHO
et al. 1987). Hafez; Hafez (2004) afirmaram que o s€émen de caprino tem coloragdo que

varia de branca acinzentada a amarela.

O volume € expresso em mililitros (mL) € suscetivel a variacdes, dependendo
do método de colheita, da espécie animal, do tempo de descanso anterior a colheita,
tempo de excitagao, entre outros. O volume do ejaculado de caprinos, varia de 0,2 a 2,0

mL tendo como média 0,8 mL (BEZERRA et. al., 2007).

Para se avaliar o ejaculado, observam-se as caracteristicas fisicas como
volume, aspecto, turbilhdo ou movimento de massa, motilidade total e motilidade
progressiva, vigor e concentracdo, a morfologia do espermatozoide e seus defeitos

(maiores e menores) (BEZERRA et. al., 2007),

O turbilhonamento € expresso em uma escala de zero a cinco (CBRA, 1998) ou
de 0 a 3 (BLOM, 1950). Possiveis variacdes na escala de turbilhdo podem ocorre
dependem do método de coleta e temperatura ambiente. Essa andlise nao pode ser
utilizada para desclassificar os reprodutores, porque mesmo sem apresentar
turbilhonamento os outros fatores de qualidade espermatica podem apresentar-se

normais (VIU et. al. 2006).

A motilidade € o que avalia a movimentagdo dos espermatozoides, expresso em
porcentagem de acordo com a propor¢do de espermatozoides que apresentam motilidade
progressiva, esse parametro apresenta correlacdo com a fertilidade (SULLIVAN, 1970;
COLAS, 1981), devendo ser avaliada imediatamente apds a coleta, o minimo aceito

para o s€men fresco € de 50,0% e o sémen congelado de 30,0% (CBRA, 1998).

Segundo Garner; Hafez (2003), apenas a avaliagdo da motilidade espermatica
ndo € um método seguro para se estimar a real capacidade fertilizante do reprodutor,

pois espermatozoides mesmo modveis podem apresentar alteracOes na membrana
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plasmadtica de dificil visualizacdo durante a avaliacdo da motilidade. A combinagdo de
véarios fatores em uma andlise multifatorial seria segundo MELO (1999), o mais

apropriado para o diagndstico da funcionalidade dos espermatozoides.

O vigor espermético é graduado por uma escala de 0 a 5, essa escala € utilizada
para sémen fresco e congelado, e representa a intensidade de deslocamento da célula no
campo do microscopio (CHACUR, 1999). A graduacdo representa a totalidade dos
espermatozoides em movimento progressivo retilineo e o valor minimo aceitdvel € trés

(MIES FILHO, 1975; CBRA, 1998).

A concentracdo espermética do ejaculado depende de varios fatores, dentre eles
podemos citar o método da coleta do sémen, tempo de estimulacdo do reprodutor,
ambiente, frequéncia de ejaculacdo, volume dos testiculos, idade, fase reprodutiva e

raca (SMITH et al., 1989).

Caracteristicas morfologias espermaticas do ejaculado, podem refletir a funcao
fisiolégica dos testiculos e epididimos indicando seu funcionamento normal, ou anormal
em casos de patologias testiculares. Durante a transicdo do animal da fase jovem para
adulta, a fisiologia testicular sofre uma rdpida modificacdo. Uma serie de métodos
utilizados para avaliacdo da célula espermdtica sdo comprovadamente eficazes, dentre
eles os mais utilizados sdo a microscopia 6ptica com utilizacdo de corantes, microscopia

de contraste de fase e a utiliza¢do de sondas fluorescentes (SALVADOR et al., 2001).

As anormalidades espermadticas sao classificadas em defeitos maiores, e
menores (CBRA, 1998), esta classificagdo leva em consideracdo a maior ou menor
importancia do defeito para a fertilidade. Através da avaliacio morfolégica é possivel
também identificar outras células no ejaculado além dos espermatozoides, que fornecem
um indicativo de infeccdo, danos ao testiculo ou degeneracdo testicular (CASTRO;

CARDOSO, 2001).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral
e Correlacionar a dopplerfluxometria, biometria testicular e caracteristicas

espermaticas em reprodutores caprinos.
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3.2 Especificos

e Estudar a vascularizacdo testicular e valores dopplervelocimétricos em
caprinos por meio de ultrassonografia Doppler;
e Comparar as varidveis fluxométricas testiculares e os parametros

androldgicos entre testiculos direito e esquerdo;

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local e animais experimentais

Foram utilizados trinta caprinos machos com idade media de 4,28 anos, sem
padrao racial definido (SPRD), oriundos de trés propriedades localizadas na regiao do
Baixo Parnaiba, Estado do Maranhao, Brasil, a 02°18’ e 04°00° de latitude Sul e 41°37°

e 43°30° de longitude Oeste, a uma altitude 110m em relagao ao nivel do mar.

Foram selecionados animais sexualmente maduros, segundo o padrdo minimo
estabelecido para a selecdo de reprodutores caprinos para monta natural (COLEGIO
BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 1998) e previamente utilizados como
reprodutores nas propriedades as quais pertenciam. Os animais eram mantidos em
regime semiextensivo, os quais eram recolhidos a um aprisco durante a noite e, durante

o dia, permaneciam em pastagem de capim nativo com dgua e sal mineral ad libitum.

Com o intuito de padronizar o periodo de descanso sexual e renovar as reservas
espermaticas, os animais foram submetidos a dois exames reprodutivos com intervalo
de sete dias, totalizando duas colheitas de dados por animal. O primeiro exame foi
realizado com os animais em descanso sexual variando de sete a 30 dias. O segundo
exame foi considerado o de carater experimental, o qual foi realizado apos esgotamento

das reservas espermdticas e sete dias de descanso sexual.

4.2 Exame ultrassonografico
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Para caracterizar o fluxo sanguineo testicular foram realizados exames

ultrassonograficos nos modos Bidimensional e Doppler.

Foi utilizado um aparelho de ultrassom equipado com um transdutor linear de 6

MHz (Mindray, Modelo Z5Vet, Digital Ultrasonic Diagnostic Imaging System).

Foi realizada tricotomia na regidao para um melhor contato da superficie do
transdutor com a pele, a fim de se obter imagens de melhor qualidade sem potenciais
interferéncias. O transdutor foi posicionado no sentido longitudinal, diretamente sobre
pele da regido central de ambos os corddes esperméticos para visualizagdo dos plexos
pampiniformes e também sobre a pele na regido central dos testiculos para visualizacao

do parénquima testicular.

Inicialmente o aparelho foi ajustado em modo bidimensional (modo-B; escala
de cinza), para localizacdo dos vasos sanguineos. Em seguida, foi acionado o modo
Color Doppler para determinar a perfusdo sanguinea, na qual a direcio do fluxo
sanguineo € indicada pelos sinais nas cores vermelha ou azul (GINTHER, 2007).
Objetivando andlises posteriores, foi gravada a imagem que evidenciou maior area de
perfusdao sanguinea e com melhor qualidade, o fluxo sanguineo. Para isso, o fluxo
sanguineo foi continuamente monitorado por um minuto e, por meio do recurso

“cineloop”, foi escolhida melhor imagem.

O modo Doppler espectral foi utilizado para monitorar os valores
dopplervelocimétricos da artéria testicular no plexo pampiniforme. Os dados foram
obtidos colocando o cursor na artéria testicular no plexo pampiniforme, para se obter
uma sequéncia de gréificos espectrais com ciclos distintos e simétricos da sistole e
didstole cardiaca (Figura 1). Um ciclo cardiaco foi escolhido para medir os indices de
resisténcia (IR), indice de pulsatilidade (IP), velocidade do pulso sistolico (VPS) e a
velocidade diastdlica final (VDF). Todos os scanners nos modos Doppler colorido e
espectral foram realizados em uma configuracdo constante de ciclo cardiaco, ganho,

configuragdes de filtro e defini¢do do intervalo de velocidade.
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Figura 1. Ultrassonografia Dopplerda artéria testicular no plexo pampiniforme de caprinos para obtenc¢io
do indice de pulsatilidade (IP), indice de resisténcia (IR), velocidade de pulso sistélico (VPS) e
velocidade diastdlica final (VDF) no modo espectral (Z5Vet, Mindray).

A perfusdo vascular foi avaliada subjetivamente por cinco avaliadores, através
das imagens da maior extensdo da perfusdo sanguinea do plexo pampiniforme e
parénquima testicular, capturadas no modo Doppler colorido. As pontuagdes maximas e

minimas foram descartadas e as pontuacdes medianas utilizadas.

Os valores das avaliagdes foram classificados em escores de 1 a 5 para o plexo
pampiniforme, variando de vascularizacdo extremamente baixa (escore 1) a
extremamente alta (escore 5) (Quadro 1 e Figura 2). Para o parénquima testicular, a
pontuacdo variou de O a 4, indicando vascularizacdo aparentemente nula, baixa,
intermedidria, alta, muito alta, respectivamente (Quadro 2 e Figura 3), de modo

semelhante ao descrito para utero de éguas (SILVA et al., 2005).

Quadro 1. Classificacdo dos escores utilizados para a avaliacdio da imagem obtida por cor
ultrassonografia Doppler colorido do plexo pampiniforme de caprinos na pontuacdo de 1 a 5.

Escore Percentual da érea colorida Visualizacdo

1 0% - 20% Vascularizagdo extremamente pequena
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2 21% - 40% Pequena vascularizagcao

3 41% - 60% Media vascularizacdo

4 61% - 80% Grande vascularizacao

5 81% - 100% Vasculariza¢do extremamente alta
516 Fonte: BATISSACO et al., 2013
517
518

519 Figura 2. Fluxo sanguineo do plexo pampiniforme por ultrassonografia Doppler colorido (Z5vet,

520 Mindray). A. Escore 1. B. Escore 2. C. Escore 3. D. Escore 4. E. Escore 5.
521

522 Quadro 2. Classificagdo dos escores utilizados para a avaliagdo da imagem obtida por cor

523 ultrassonografia Doppler colorido do parénquima testicular de caprinos na pontuagdo de 1 a 5.
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Escore Percentual de édrea colorida Visualizacao

0 0% - 20% Vasculariza¢do aparentemente nula

1 21% - 40% Vascularizagdo baixa

2 41% - 60% Vascularizag¢do intermediaria

3 61% - 80% Vascularizagdo alta

4 81% - 100% Vascularizagdo muito alta
524 Fonte: BATISSACO et al., 2013
525
526

527 Figura 3. Fluxo sanguineo do parénquima testicular por ultrassonografia Doppler colorido (Z5vet,
528  Mindray). A. Escore 1. B. Escore 2. C. Escore 3. D. Escore 4.

529

530
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Também foi realizada avaliacdo objetiva da intensidade de pixels coloridos nas
imagens, como descrito para éguas e novilhas (SILVA et al., 2005; GINTHER, 2007;
ARAUJO; GINTHER, 2009). A medicdo da quantidade de pixels coloridos das imagens
foi realizada com o auxilio do Adobe Photoshop CS5, que forneceu em escala de pixels
a extensdo da vascularizacdo, do plexo pampiniforme e do parénquima testicular (Figura

4) (SILVA; GINTHER, 2010).

Figura 4. Ultrassonografia Doppler colorido em tempo real do plexo pampiniforme (A) e parénquima
testicular (C) e as mesmas imagens tratadas, através do programa Adobe Photoshop (B e D).

4.3 Exame androlégico

A avaliacdo androldgica foi iniciada com o exame clinico geral através da
identificacdo do escore de condicdo corporal (1 a 5, JORGE. et al. 2001), seguido da
inspecdo do prepucio, escroto, pénis, testiculos, epididimo, simetria, consisténcia e
mobilidade testicular. Foram observadas, também, lesOes e infestacOes parasitdrias,
seguindo recomendagdes de Mies Filho (1975). A palpagado dos testiculos e epididimos
foi realizada individualmente, levando em consideragdo a consisténcia testicular e a

mobilidade dos testiculos dentro do escroto.
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4.3.1 Morfometria testicular macroscopica

O perimetro escrotal (PE) foi aferido por meio de uma fita métrica flexivel, na
posicdo mediana do escroto, no ponto de maior dimensdo horizontal, envolvendo as
duas gdnadas e a pele escrotal. Empregando-se paquimetro, foi medido o comprimento
testicular (COMP), medida tomada no sentido dorsoventral de cada testiculo, excluindo
a cauda do epididimo. O didmetro testicular ou espessura dos testiculos (DIAM) foi
aferido mensurando-se a maior distancia no sentido craniocaudal de cada testiculo. Os
valores finais de comprimento e didmetro testiculares expressam a média dos dois

testiculos (CBRA, 1998).

4.3.2 Avaliacoes do sémen

O sémen foi coletado pelo método de eletroejaculacdo, realizado apds a devida
contencdo do animal. Logo apds a colheita o sémen foi avaliado por métodos
convencionais de microscopia de luz comum quanto as caracteristicas fisicas (volume,
concentragdo espermatica, motilidade espermdtica progressiva, vigor espermadtico e
turbilhonamento) e morfolégicas (anormalidades morfolégicas). A avaliagdo das
caracteristicas fisicas foi realizada pela deposicdo de uma goticula de sémen entre
lamina e laminula previamente aquecidas a 37°C e levadas a microscopia de luz com
aumento de 100x. A motilidade foi expressa como o percentual de espermatozoides
moéveis e, o vigor, representando a for¢ca do movimento e a velocidade dos

espermatozoides (CBRA, 1998).

As avaliagdes microscopicas de turbilhonamento, motilidade progressiva e
vigor das células espermadticas, por ser um exame subjetivo, foram realizadas sempre
pelos mesmos examinadores. Para andlise do turbilhonamento, seguindo a escala de
classificacdo 1 a 5, retirou-se uma aliquota de 10 pL do sémen, a qual foi colocada
sobre a lamina, e avaliado com auxilio de microscopia dptica convencional, com o
aumento de 100x. Em outra aliquota de 10 pLL do sémen, em uma lamina recoberta por
uma laminula, foi avaliada a motilidade espermatica progressiva, que variou de 0 a
100%, seguido da avaliagdo do vigor espermatico, em uma escala variando de 0O
(ausente) a 5 (maxima), pelo método de microscopia Optica convencional, no aumento

de 100x a 400x.
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Para o cdlculo da concentracdo espermdtica o sémen foi diluido em formol
salina na proporcdo de 1:200, e utilizou-se a contagem de células na camara de
Neubauer. Para a montagem da camara de Neubauer, a diluicdo (1:200) foi
homogeneizada e, em seguida, preenchida a cAmara. Apds homogeneiza¢ao do material
montou-se a camara de Neubauer, contaram-se todos os espermatozoides presentes em
cinco quadrados grandes da camara. A contagem foi feita por microscopia de luz

convencional com aumento de 400x.

As andlises morfoldgicas dos espermatozoides foram feitas pelo método de
coloragdo simples direta com rosa bengala e a avaliacdo realizada pela contagem de 200
células em aumento de 1000x, utilizando 6leo de imersdo, sob microscopia de luz
convencional. A camara foi deixada em repouso cinco minutos para que as células
ficassem depositadas no fundo da mesma. Foram registradas anormalidades de
acrossoma, cabeca, peca intermedidria e peca principal, como recomendado pelo
COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL (CBRA, 1998). Os defeitos
foram classificados em maiores e menores seguindo a classificacdo proposta por Blom

(1973).

4.4 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical Analysis
System for Windows SAS® (SAS, 2001). Através do aplicativo PROC UNIVARIATE,
os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos e a homogeneidade das

variancias pelo teste de Shapiro-Wilk.

As variaveis dependentes de distribui¢cdo normal (paramétricas) foram expressas
em média e erro padrdo da média (média + EPM), analisadas por ANOVA e
comparadas pelo teste ¢ de Student (PROC GLM) e as de distribui¢cdo ndo-normal (nio-
paramétricas) pelo teste de Wilcoxon (PROC NPARIWAY WILCOXON). Foram
também determinados os coeficientes de correlacdo de Pearson (paramétrica) e
Spearman (ndo paramétrica) entre as varidveis de acordo com a normalidade de cada

resposta (SAMPAIO, 2002).

O nivel de significincia para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de 5%, isto €,
para um nivel de significancia menor que 0,05, consideramos que houve efeito das

varidveis classificatdrias e das suas interagdes.
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614
615 5 RESULTADOS
616 O perimetro escrotal apresentou valor médio de 28,01 + 0,54cm, variando de 24
617 a35,5cm. O volume do ejaculado teve variagdes minimas e mdximas de 0,20 a 2,50mL,
618 com valor médio de 0,63+0,41 mL. O vigor teve valor médio de 2,67 + 1,34, com
619  valores variando de 0 a 5. A média da motilidade foi 72,17 + 20,18%, variando de 20 a
620 90%, e a concentracdo média foi de 1,93 + 1,38 bilhdes de espermatozoides por
621  ejaculado, com valores variando de 0,20 a 6,60 bilhdes. A avaliacio da morfologia do
622  sémen mostrou 4,28 + 1,24% de defeitos menores, variando de 2 a 9%, 1,85 +0,91% de
623  defeitos maiores, variando de 0,50 a 5,50%. O total de espermatozdides anormais foi de
624 6,13 + 1,50%, variavel entre 3 ¢ 10%. A idade teve valor médio de 4,28 anos, com
625  valores variando de 1 a 9. O escore de condi¢cao corporal variou de 1 a 4 (escore de 1 a
626  5) com valor médio de 2,32.
627 As médias, erros-padrdo das médias, valores minimos e mdximos das
628  caracteristicas hemodinamicas dos caprinos estdo apresentadas na Tabela 3. Nao houve
629 diferenga entre coletas, nem entre os testiculos direito e esquerdo quanto as
630 caracteristicas hemodinamicas.
631
632 Tabela 3. Médias, erros-padrdao das médias, valores minimos e maximos das caracteristicas
633 hemodindmicas testiculares de reprodutores caprinos.
Testiculo
Variavel valor de P
Direito Esquerdo

Quantidade de pixel do 9790,22 + 437,08 9357,68 + 383,56 0,59

plexo

Escore do Plexo 2,776 £0,12 2,68 £0,10 0,82

Quantidade de pixel do 717,05 £53,82 591,47 +32,97 0,25

parénquima

Escore do parénquima 2,45 £ 0,08 2,37 £ 0,07 0,85

Velocidade do pulso 16,81 + 0,36 16,80 + 0,38 0,89

sistolico

Velocidade diastoélica final 7,78 + 0,26 8,01 +£0,29 0,64
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Indice de pulsatilidade 0,83 + 0,04 0,80 + 0,04 0,52

Indice de resisténcia 0,53 +0,02 0,50 +0,02 0,45
634
635 Em relacdo as varidveis androldgicas, quando comparadas entre coletas,
636  verificou-se que somente o volume, com valor médio na coleta um de 0,71mL e na
637 coleta dois de 0,56mL e total de defeitos menores com valores médios de 4,68% e
638  3,88% nas coletas um de dois respectivamente, diferiram significativamente.
639 As correlacdes significativas entre as varidveis dopplerfluxométricas e
640 androldgicas estdo ilustradas na tabela 4, com valores médximos e minimos de p
641  variando entre 0,005 e <0,0001 e valores de r variando entre 0,36 a 0,97. De modo
642  geral, as correlacdes entre as varidveis doppler, idade e perimetro escrotal foram altas,
643  apresentando valores de r variando de 0,68 a 0,36 e valores de p entre <0,005 a
644  <0,0001.
645 O detalhamento das correlagdes obtidas no presente estudo e suas respectivas
646  significancias estatisticas estdo apresentadas na tabela 4. A velocidade do pulso sistélico
647  (VPS) apresentou correlacdo significativa com a quantidade de pixels do plexo (PPI)
648  (r=0,48; p<0,0001) e o escore do plexo (EPl) (r=0,39; p=0,002). O indice de
649  pulsatilidade (IP) correlacionou-se com PPl (r=0,33; p=0,009), EPI (r=0,26; p=0,045),
650  VPS (r=0,62; p<0,0001) e VDF (r=-0,85; p<0,0001).
651 Quando se correlacionou as varidveis hemodinamicas e androldgicas,
652  observou-se valores altamente significativos entre idade (IDA) com VPS (r=0,37;
653 p=0,003), IP (r=0,41; p=0,001) e indice de resisténcia (IR) (r=0,36; p=0,005). O
654  perimetro escrotal apresentou correlagdo positiva com VPS (r=0,43; p=0,000), IP
655  (r=0,47; p=0,000) e IR (r=0,49; p<0,0001).
656
657
658

659



660

33

Tabela 2. Correlacdo entre as caracteristicas hemodinamicas testiculares e androldgicas de reprodutores caprinos.

PPL EPL _PPA EPA __VPS _ VDF P IR IDA ECC _PE__MOT VIG TURB _VOL CON TDMA TDME TOT NOR
PPL
p=
EPL 0,907
p= <,000
PPA 0406 0417
p= 0,001 0,001
EPA 0360 0404 0,905
p= 0,005 0,001 <000
VPS 0483 0390 0282 00283  --
p= <000 0,002 0029 0,028
VDF 0,147 -0,101 0,071 -0,097 0214 -
= 0260 0441 0588 0460 0,101
P 0333 0260 0227 0253 0620 -0859  --
p= 0,009 0,045 0,081 0051 <000 <000
IR 0301 0230 0210 0256 0613 -0852 0978  --
p= 0019 0077 0,107 0048 <000 <000 <000
IDA 0685 0615 0,609 0476 0375 -0253 0401 0,360
p= <000 <000 <000 0,000 0003 0051 0001 0,005
ECC  -0448 -0490 -0250 -0,153 -0,090 -0,093 0,039 0079 -0516
p= 0,000 <000 0,054 0242 0491 0482 0,769 0,549 <000
PE 0290 0212 0263 0289 0435 -0354 0475 0489 0215 0490  --
p= 0,024 0,103 0,043 0025 0,000 0006 0000 <000 0,098 <000
MOT 0053 0,104 -0,106 -0,061 0080 -0,089 0,128 0017 -0,162 0095 0,153
p= 0,688 0430 0421 0643 0542 0,500 0922 0896 0216 0471 0,244
VIG 0,087 0,131 -0,107 -0,044 0,092 -0,064 -0,002 0001 -0,175 0084 0,157 0,955
p= 0,508 0318 0416 0737 0484 0,625 098 0993 0,180 0522 0230 <000
TURB 0,186 0222 -0022 0047 0209 -0,18 0,153 0159 -0,029 0015 0,168 0885 00924
p= 0,154 0,088 0,864 0720 0,110 0,155 0242 0224 0827 0906 0,199 <000 <000
VOL  -0029 0,000 -0285 -0246 0026 -0207 0,172 0130 -0,139 0321 0218 0250 0239 0214
p= 0,824 0,100 0,027 0058 0840 0,112 0,188 0320 0290 0012 0,094 0054 0065 0,100
CON 0076 0,170 -0,105 0,008 0,113 -0,099 0,085 0065 -0,163 0088 0009 0,638 0637 0706 0,365
p= 0,563 0,194 0425 0953 038 0452 0,520 0,621 0211 0503 0942 <000 <000 <000 0,004
TDMa 0111 0,126 -0,081 -0,061 -0014 -0,111 0,087 0094 0196 -0,138 -0079 -0,162 -0,151 -0,177  -0,028  -0,165
p= 0398 0339 0,535 0641 0917 0399 0507 0472 0,132 0294 0,550 0216 0249 0,176 0,830 0208
TDMe 0227 0309 0036 0016 -0074 -0222 0,122 0111 0143 0267 -0,129 0,152 0201 0,163  -0,027 0,049 0,075
p= 0081 0016 0,785 0902 0573 0088 0351 0398 0276 0039 0325 0245 0123 0213 0835 0706 0566
TOT 0233 0286 0,026 0004 -0033 -0237 0,198 0,18 0268 -0274 -0070 -0,037 0012 -0029  -0065 -0,159 0,646 0,734
p= 0073 0,027 0844 0977 0,804 0,069 0,130 0,154 0,038 0034 0594 0776 0927 0822 0,620 0225 <000 <000
NOR  -0233 -0286 -0026 -0,004 0033 0237 -0,198 -0,18 -0268 0274 0070 0037 -0012 0029 0065 0,159 -0646  -0734  -1,000
= 0073 0027 0844 0977 0804 0069 0,130 0,154 0,038 0034 0594 0776 0927 0823 0,620 0225 <000 <000 <,000
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6 DISCUSSAO

O processo de padronizacdo por descanso sexual de sete dias, apds
esgotamento e renovacdo da reserva espermadtica, foi bem sucedido, pois, conforme
esperado, o total de defeitos menores e o volume do ejaculado diminuiram. Este achado
¢ devido aos espermatozoides ndo ejaculados armazenados nos epididimos e nas
ampolas dos ductos deferentes serem gradativamente eliminados pela urina e os nao
eliminados sofrerem gradual degeneracdo, aumentando o percentual de defeitos
espermaticos totais nos primeiros ejaculados (EILEEN LINFORD et al. 1986) e no
ejaculado seguinte pode ocorrer uma reducdo significativa no percentual de células
anormais como observado em caprinos por Martins et al. (2006). O descanso sexual por
tempo prologado pode acarretar em aumento no percentual de anormalidades
espermaticas como cabeca isolada normal e alteragdes acrossomais (MIES
FILHO,1987). Por outro lado, a atividade sexual excessiva, com alta propor¢do de
fémeas em estro por reprodutor, afeta adversamente a libido e as caracteristicas

seminais (COULTER; KOZUB, 1989).

A alta correlagdo entre os valores absolutos do nimero de pixels e os escores
tanto do plexo pampiniforme quanto do parénquima testicular demonstra que a
pontuacdo subjetiva da extensdo da perfusao vascular foi eficientemente validada com
base na intensidade de pixels coloridos das imagens, como ji descrito em éguas e

novilhas (SILVA et al., 2005; GINTHER, 2007).

Também ficou evidente que a vascularizacdo do plexo estd altamente
relacionada a vascularizacdo do parénquima. Esta relacdio pode ser explicada
anatomicamente pelo fato de que a artéria testicular tem origem na aorta dorsal
(DOGRA et al., 2006;) ultrapassa o plexo pampiniforme e atinge os testiculos, se
ramificando pela superficie do parénquima até o epididimo (BUDRAS et al., 2007). Ja
as veias testiculares se originam do plexo pampiniforme que é formado pela unido de
pequenas veias do parénquima testicular (NICKEL et al., 1979) localizadas na cdpsula
do testiculo, formando a parede vascular superficial (SMITH, 1974; SCHUMMER;
VOLLMER, 1995). A parede vascular e o plexo pampiniforme contribuem com a
reducdo da temperatura testicular, e isso ocorre devido aos eficientes mecanismos de

termorregulacdo, fluxo sanguineo superficial e o arranjo dos vasos sanguineos, que
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favorecem a troca de calor entre a superficie do escroto e o meio externo
(BOHORQUES et al. 1992).

A elevagdo da temperatura testicular conduz ao aumento do metabolismo e da
demanda de oxigénio, mas seu fluxo sanguineo € limitado pela microvascularizagdo,
resultando em hipdxia, e deterioragdo espermdtica (SETCHELL, 1978; SETCHELL
1998). Em bovinos, observou-se que as alteragdes morfoldgicas, tais como tamanho da
cabeca e vacuolos na peca intermédia, podem surgir em adicdo as causas genéticas,
termorregulacdo ineficaz ou diminuicdo no fluxo sanguineo do testiculo (BARTH;
OKO, 1989).

A baixa correlagdo entre as velocidades do pulso sistdlico e diastdlica final se
deve provavelmente ao fato de o fluxo, em animais puberes, englobar todo ciclo
cardiaco. Estas baixas correlagdes também ocorrem em individuos pré-puberes que
demonstram ondas com fluxo apenas durante a sistole, sem fluxo diastélico, refletindo
uma fase ndo funcional dos testiculos (WOOD et al., 2010). As velocidades de pulso
sistolico e diastdlico final sdo influenciadas independentemente pelos valores de
resisténcia do leito vascular (WOOD et al., 2010), o que demonstra total independéncia

entre essas duas variaveis.

No presente experimento, o indice de resisténcia se correlacionou
negativamente com a velocidade diastélica final. O mesmo foi observado por Batissaco
et al. (2013) em experimento realizado com ovinos. Segundo Wood et al. (2010), altos
indices de resisténcia sdo observados em vasos sanguineos que suprem leitos vasculares
de alta resisténcia, e necessitam de fornecimento de sangue intermitente. Nestas
artérias, a alta resisténcia periférica impede o fluxo diastélico em repouso, enquanto a
resisténcia periférica baixa permite um fluxo diastdlico significativo. As alteracdes
hemodindmicas que envolvem o leito capilar e/ou drenagem venosa tém efeitos diretos

sobre a impedancia arterial (BALCI et al., 2008).

Alguns autores sugerem que a drenagem venosa inadequada provoca um
aumento da estase venosa e diminuicao do fluxo sanguineo arterial, levando a hipdxia e
defici€éncia na microcirculacao testicular (BALCI et al., 2008). Além disso, acredita-se
que esta hipoxia pode ser responsdvel por alteracdes no metabolismo energético
mitocondrial, causando disfun¢do das células de Leydig e células germinativas
(COMHAIRE et al, 1983; UNSAL et al, 2007). O aumento da temperatura

N

intraescrotal devido a estase venosa € um dos mecanismos associados na etiologia da
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infertilidade em casos de varicocele. O efeito do arrefecimento no plexo venoso para
manter a baixa temperatura intraescrotal foi diminuido em casos de estase venosa
(NAUGHTON et. al 2011). Tarhan et al. (2003) investigaram as mudancas na irrigacao
sanguinea testicular em 62 pacientes com varicocele esquerda e observaram uma
diminuicdo significativa no fornecimento de sangue testicular no grupo de varicocele

em comparagdo com o grupo controle.

A correlacdo positiva entre o indice de resisténcia e de pulsatilidade com a
velocidade de pulso sistdlico ocorre devido a artéria testicular apds atravessar o plexo
pampiniforme, se ramificar na superficie do parénquima até o epididimo (BUDRAS et
al., 2007), ocasionando a redugdo do calibre da artéria e o aumento da resisténcia
vascular, consequentemente, a velocidade sanguinea aumenta para manter 0 mesmo
fluxo sanguineo através das ramificacdes. O mesmo pode ser observado em casos de
aumento linear de estenose que estd altamente correlacionado com o aumento

logaritmico da velocidade (WOOD et al., 2010).

Em estudos realizados em homens, Biagiotti et al. (2002) observaram que,
pacientes com varicocele tiveram os maiores valores de pulsos sistélico e indice de
resisténcia. Os autores concluiram que a velocidade de pulso sistélico e o indice de
resisténcia podem ser utilizados como indicadores de confianca na avaliacdo de rotina
de homens com infertilidade ou dispermia. Além disso, foram encontradas correlagdes
significativas entre a andlise do s€émen e imagens de ultrassonografia em homens com
varicocele (TARHAN et al., 2011). Balci et al. (2008) nao observaram alteracdes na
velocidade de pulso sistlico da artéria intratesticular em homens inférteis com
varicocele esquerda, mesmo seis meses apds cirurgia. Por outro lado, estes mesmos
autores verificaram aumento na velocidade diastélica final e diminui¢do nos indices de

resisténcia e de pulsatilidade.

Além disso, homens com azoospermia obstrutiva apresentaram velocidade de
pulso sistdlico significativamente maior do que pacientes normais, provavelmente
devido a uma elevada resisténcia ao fluxo sanguineo através do paré€nquima testicular

(EZEH et al. 1998).

A alta correlacdo entre os indices de resisténcia e de pulsatilidade estdo
associados com a perfusdao normal dos tecidos. O aumento do IR e IP indicam
diminui¢cdo de perfusdo do tecido distal, que estd associado a alteragdes tissulares nos

testiculos, tais como orquite, epididimite, criptorquidismo e tumores testiculares, tanto
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em homens (SCHURICH et al., 2009) quanto em caes (BUMIN et al., 2007). Também
tem sido demonstrado que homens com maior percentual de espermatozoides anormais

apresentaram IR maior quando comparados a pacientes normospérmicos (PINGGERA

et al., 2008).

Em relacdo as varidveis obtidas no exame androlégico, a idade apresentou
correlacdo altamente positiva com o escore e com as medicdes da quantidade de pixels
do plexo e do parénquima. H4 vdrios relatos em humanos que demonstraram que o
fluxo sanguineo nos testiculos aumenta com a idade (MIDDLETON et al 1989; OYEN
2002). Dudea et al. (2010) observaram que o indice de resisténcia ¢ menor em adultos
(0,6) do que em individuos pré-puberes (0,87), devido a hipovascularizacdo fisiol6gica
dos testiculos nestes dltimos. Em garanhdes adultos, o efeito da idade sobre o fluxo

sanguineo foi relatado por Pozor; McDonnell (2004).

A correlagdo positiva do perimetro escrotal com a velocidade do pulso sistélico
e os indices de pulsatilidade e resisténcia reflete o aumento do fluxo sanguineo nos
testiculos durante o desenvolvimento testicular e, consequente, aumento da
funcionalidade e producdo espermatica (SETCHELL, 1978; BRITO et al., 2002).
Diversos autores observaram alta correlacdo entre perimetro escrotal, producdo e
qualidade espermatica em caprinos (BORGOHAIN et al., 1983; AL-GHALBAN et al.,
2004), ovinos (MICKELSEN et al., 1981), bovinos (TROCONIZ et al, 1981;
MAKARECHIAN et al., 1985; TORRES-JUNIOR; HENRY 2005; MENON et al.,
2011), suinos (HUANG; JOHNSON, 1996) e caes (OLAR et al., 1983; CORTEZ et al.,
2002).

Apesar das varidveis obtidas por doppler terem apresentado altas correlagdes
com o aumento da idade e do desenvolvimento testicular, 0 mesmo ndo ocorreu em
relacdo ao espermograma provavelmente devido a alta variabilidade de respostas ao
estimulo ejaculatorio, sobretudo a eletroejaculacdo. Tem sido descrito que o s€émen
caprino possul caracteristicas fisicas e bioquimicas especificas, que podem variar,
dependendo de fatores como raga, individuo, idade, época do ano, método de coleta,
alimentacdo (CORTEEL, 1977), frequéncia de coletas, hierarquia social, libido e clima
(SILVA et al., 1991; FATET et al., 2011).

Contextualizando pesquisas anteriormente citadas, estudos realizados por Semiz
et al. (2014), verificaram que a andlise espectral Doppler € um método nio invasivo que

pode fornecer informacdes valiosas no diagndstico de alteragdes hemodinamicas e
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status da microcirculagio testicular. Contudo, os valores dopplervelocimétricos da
artéria testicular ndo podem ser genericamente utilizados como indicadores de qualidade

seminal ou mesmo preditores do potencial de fertilidade.

Finalmente, o exame Doppler demonstrou ser uma fermenta complementar na
avaliacao reprodutiva de caprinos por fornecer informagdes sobre a arquitetura e o fluxo
vascular testicular, tornando possivel o diagndstico de afeccdes que podem

comprometer o potencial reprodutivo.

7 CONCLUSAO

Diante das condicdes experimentais aqui apresentadas, conclui-se que hd alta
correlacdo entre os fluxos vasculares do plexo e do parénquima testiculares, entre as
varidveis dopplerfluxométricas e a biometria testicular, mas ndo com as caracteristicas

espermaticas em reprodutores caprinos.
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