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RESUMO

A ultrassonografia Doppler € amplamente utilizada na avaliacdo andrologica de humanos e é
um método relevante para monitoramento da hemodindmica testicular. No entanto, no &mbito
da andrologia equina ainda é raramente utilizada. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar o padrdo de fluxo sanguineo na artéria testicular de garanhdes normais de diferentes
faixas etarias e de garanhdes com tor¢do do cordao espermatico de 180°. Ambos os testiculos
de 52 garanhdes (Mangalarga Marchador) foram avaliados por meio da ultrassonografia
Doppler espectral. Animais com testiculos normais foram divididos em trés grupos de faixas
etarias: jovens normais (JN, n=10), adultos normais (AN, n=10) e idosos normais (IN, n=10) e
animais com torcdo do corddo espermatico em dois grupos: jovens com torcao (JT, n=10) e
adultos com tor¢do (AT, n=8). Foram avaliados separadamente quatro garanhfes com
hidrocele. Os valores de indice de resisténcia (IR), indice de pulsatilidade (IP), velocidade de
pico sistolico (VPS), velocidade diastdlica final (VDF) e tempo médio da velocidade méaxima
(TAMV) foram avaliados na artéria supratesticular (Supra) e na artéria capsular (Cap). O efeito
das variadveis preditoras presenca de tor¢do, faixa etaria e lado foram avaliados através de
modelos mistos, correlacdes de Pearson também foram aplicadas para avaliar a associacao entre
pares de varidveis. Os resultados evidenciaram maior VPS Supra em IN em relacdo a JN
(P<0,041) e maior IP Supra nos testiculos esquerdos de IN em relacdo aos testiculos direitos de
JN e AN (P<0,001). Foi observado menor IR Supra em testiculos torcidos do que em testiculos
normais de animais jovens (P<0,001) e menor VDF Supra nos testiculos contralaterais em
relacdo aos testiculos normais de animais adultos (P<0,001). Reducédo nos valores de IR, IP e
VPS e aumento de VDF foram observados no trajeto da artéria testicular da regido Supra para
Cap em todos os grupos (testiculos normais, torcidos e contralaterias) de garanhdes jovens e
adultos. Os casos de hidrocele destacaram medidas superiores de IR Supra em relagdo a
garanhfGes com torcdo bilateral do corddo espermatico (P<0,033). Em conclusdo, menor
perfusdo sanguinea testicular foi observada em garanhdes idosos. Além disso, testiculos com
hidrocele apresentaram alteragdes no fluxo sanguineo, bem como, testiculos torcidos e

contralaterais.

Palavras-chave: Doppler espectral, equinos, impedancia vascular, patologia, testiculos.



ABSTRACT

Doppler ultrasonography is commonly used in andrological evaluation of humans and is a
relevant method for monitoring testicular hemodynamics. However, in horse andrology it is
scarcely used. Therefore, the aim of this study was to evaluate the blood flow pattern in
testicular artery of normal stallions of different age groups and stallion’s whit 180° torsion of
spermatic cord. Both testicles from 52 stallions (Mangalarga Marchador) were evaluate using
spectral Doppler. Animals with normal testicles were divided in three age groups: normal young
(NY=10), normal adult (NA=10), normal old (NO=10) and animals with torsion of spermatic
cord in two age groups: torsion young (TY=10) and torsion adult (TA=8). Four stallions with
hydrocele were evaluated separately. The values of resistive index (RI), pulsatility index (P1),
peak systolic velocity (PSV), end diastolic velocity (EDV) and time average maximum velocity
(TAMV) were measured in the supratesticular artery (Supra) and in capsular artery (Cap). The
effect of the predictor variables presence of torsion, age group and side were assessed using
mixed models, Pearson correlations were also applied to assess the association between pairs
of variables. The results showed higher PSV Supra in NO compared to NY (P <0.041) and
higher PI Supra in the left testicles of NO compared to the right testicles of NY and NA (P
<0.001). Reduced RI Supra was observed in twisted testicles compared with normal testicles of
young animals (P<0,001) and lower EDV Supra in contralateral testicles compared with normal
testicles of adults animals (P<0,001). Reduction in the values of RI, Pl and PSV and an increase
in EDV were detected in the path of the testicular artery from Supra to Cap in all groups
(normal, twisted and contralateral tescticles) of young and adult stallions. Hydrocele cases
highlighted superior measurements of RI Supra in relation to stallions with bilateral spermatic
cord torsion (P <0.033). In conclusion, lower testicular blood perfusion is observed in aged
stallions. Moreover, testicles with hydrocele presents changes in blood flow, as well as, twisted

testicles and contralateral testicles.

Key-words: Spectral doppler, horse, age, vascular impedance, patology, testicles.
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1. INTRODUCAO

A ultrassonografia possibilita um diagndstico ndo invasivo, rapido e oferece
informacdes equivalentes a anatomia, ecogenicidade, textura e tamanho testicular (Schurisch et
al., 2009).

Apesar de algumas patologias reprodutivas serem facilmente diagnosticadas a partir da
ultrassonografia modo B, determinadas afeccdes, em seus estagios iniciais, podem nao ser
imediatamente identificadas por meio dessa modalidade por estarem geralmente relacionadas a
déficits ou alteracdes de fluxo sanguineo. Portanto, é necessério a utilizacdo de uma tecnologia
capaz de avaliar a hemodindmica dos vasos sanguineos diretamente (Agne, 2011).

Nesse contexto, a ultrassonografia Doppler surgiu com o objetivo de permitir exames
mais detalhados e transmitir informacgdes sobre a vascularizacdo e arquitetura dos vasos
(Carvalho et al., 2008). Na andrologia vém sendo aplicada para avaliar a perfusdo testicular
(Pozor e McDonnell, 2004), que esta intimamente ligada com o bom funcionamento dos
testiculos e epididimos, possibilitando o diagnostico de suas patologias (Gunzel-Apel et al.,
2001).

A queda na producgdo espermatica e qualidade seminal pode ser resultado de diversos
fatores, desde processos agudos como traumas e aumento da temperatura do testiculo, até
patologias primarias que levam a disfuncdo testicular, como a varicocele e neoplasias. Dessa
forma, a identificacdo precoce da origem do disturbio e o tratamento rapido evita a instalacdo

de processos degenerativos e irreversiveis (Turner, 2007; Pinggera et al., 2008).

Estudos em humanos relataram que o fluxo sanguineo testicular aumenta com a idade,
sendo a fase pediatrica caracterizada por hipovascularizacao fisiol6gica dos testiculos (Bader
etal., 1997; Dudea et al., 2010). Em garanhdes adultos também foi reportada variacdo no fluxo
sanguineo em diferentes faixas etarias (Pozor e McDonnel, 2004). No entanto, ainda sdo
escassas as pesquisas que investiguem os parametros Doppler em potros menores de 3 anos de
idade.

Apesar de poucos relatos na literatura sobre os efeitos da tor¢cdo do corddo espermatico
na perfusdo testicular e fertilidade dos garanhdes, foi observado por Pozor e McDonnel (2004)
fluxo sanguineo diastolico retrogrado nos casos de tor¢do de 180° do corddo espermatico. Em
humanos também foi relatado fluxo sanguineo diastolico retrégrado em torcdes de 180° e
aumento do indice de resisténcia (IR) (Pavlica e Barozzi, 2001). A presenca de sinais clinicos

e de mudanca na imagem Doppler depende do grau da torcdo e do tempo que esta presente
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(Ortega-Ferrusola et al., 2014).

Nos garanhfes os pardmetros geralmente utilizados para predizer disfungdes
reprodutivas séo inespecificos e tardios (Turner, 2007; Ortiz-Rodriguez et al., 2017), o que pode
comprometer a fertilidade futura de animais valiosos para a reproducdo. Dessa forma, com base
na importancia da precocidade dos diagndsticos de patologias reprodutivas para a realiza¢ao de
tratamentos mais adequados, as modalidades Doppler surgiram como ferramenta capaz de
amplificar a capacidade de diagndstico e de monitoramento da resposta a tratamentos, através
do status da perfusdo testicular, com consequente melhoria do progndstico a fertilidade dos

garanhdes (Pozor et al., 2014; Ortega-Ferrusola et al., 2014; Ortiz-Rodriguez et al., 2017).

2. HIPOTESE

Os parametros vasculares da artéria testicular obtidos a partir da ultrassonografia Doppler
espectral permitem o monitoramento da perfusdo testicular de garanhdes e possibilita o

diagnostico de distarbios reprodutivos que envolvam alteracdo no fluxo sanguineo.

A idade dos garanhdes e a afeccdo da tor¢do do corddo espermético de 180° possuem

influéncia sobre a perfusdo testicular.

3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o padrdo de fluxo sanguineo da artéria
supratesticular e da artéria capsular de garanhdes normais de diferentes faixas etarias: jovens,
adultos e idosos, por meio da ultrassonografia Doppler espectral, bem como avaliar a perfusédo
testicular de garanhGes com quadro de torgdo do corddo espermético de 180°, comparando a

perfusdo sanguinea de testiculos normais, torcidos e contralaterais.
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3.2 Especificos

e Auvaliar a eficacia dos parametros Doppler obtidos da artéria testicular como método de

monitoramento da perfusdo vascular em testiculos de garanhdes;

e Estabelecer valores de referéncia para os parametros Doppler de cada faixa etaria de
garanhdes normais e mais especificamente, para a raga Mangalarga Marchador;

e Auvaliar as possiveis alteragdes no fluxo sanguineo testicular de garanhdes com torcao

do cordéo espermaético e com hidrocele;

e Auvaliar a relacdo do volume testicular (VT) dos garanhdes com a perfusdo sanguinea
testicular, assim como, a relagdo da idade com o VT.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Anatomia do sistema reprodutor masculino

O aparelho reprodutor do garanhdo é formado pelos testiculos e epididimos que séo
sustentados pelo corddo espermatico e 0 musculo cremaster; também é formado pelo pénis e
pelas glandulas acessorias: glandulas vesiculares, prostata, bulbouretrais e ampola (Amann,
1981a).

O testiculo é envolto por uma cépsula de tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea,
formada principalmente por fibras de colageno (Hafez, 2004). A tdnica albuginea emite septos
em direcdo ao parénquima testicular fornecendo sustentacéo e dividindo o 6rgdo em lobulos,
onde sdo alojados os tabulos seminiferos. Os septos convergem medialmente formando o
mediastino, regido que nos equinos adultos s6 é visualizada microscopicamente, uma

particularidade da espécie equina (Chenier, 2007).

Os testiculos situam-se fora da cavidade abdominal e sdo envolvidos por uma bolsa, o
escroto, oriundo da pele e da fascia que recobre o abdome. O escroto é dividido em quatro

camadas: pele, tanica dartus, fascia escrotal e tanica vaginal parietal (Hafez, 2004).

A pele é a camada mais externa do escroto e é rica em glandulas sudoriparas que sao
componentes essenciais no mecanismo de termorregulacdo testicular. A camada de musculatura
lisa adjacente a pele, a tdnica dartus, também € responsavel pelo controle da temperatura dos

testiculos através de sua contracdo ou relaxamento. A terceira camada que fica entre a tanica
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dartus e a tanica vaginal ¢ a fascia escrotal, composta de tecido conjuntivo frouxo (Stickle e
Fessler, 1978 ). Por fim, a tdnica vaginal é uma camada dupla de mesotélio originado do
periténio, no qual o folheto parietal esta adjacente ao escroto e o folheto visceral a tunica
albuginea. Entre a tunica vaginal parietal e a tunica vaginal visceral ha uma cavidade que
contém um liquido seroso que serve como lubrificante e facilita 0 movimento do testiculo
(Amann, 1981a).

O cordéo espermatico € constituido pelos ductos deferentes, vasos linfaticos, nervos,
artéria e veia testicular, e o musculo cremaster (Chenier, 2007). A artéria testicular se apresenta
de forma altamente contorcida envolvida por uma rede de veias que drenam o testiculo,
chamada de plexo pampiniforme, no qual funciona como um mecanismo de troca de calor que
reduz a temperatura do sangue que chega aos testiculos (Amann, 1981a; Amann, 2011). O
musculo cremaster se apresenta externamente ao corddo espermatico, é formado a partir do
musculo obliquo abdominal interno e tem funcdo de sustentacdo, além da termorregulacdo
testicular (Amann, 2011).

O epididimo por sua vez, é dividido anatomicamente em trés segmentos, cabeca, corpo e
cauda. Ao longo dos trés segmentos hé a diferenciacdo do epitélio, com reducéo da sua altura
e dos estereocilios e aumento do lumen (Hafez, 2004). Funcionalmente, possui 0 segmento
inicial, que corresponde a porcao inicial da cabeca e o epitélio dos ductos eferentes e sdo
responsaveis pela absor¢do de fluidos. O segmento médio, cabeca e corpo, realizam a maturacdo
espermatica; e o segmento final, que é composto pela cauda e por¢do dos ductos deferentes,
executa o papel de armazenamento e manutencdo de espermatozoides maduros (Marengo,
2008; Amann, 2011).

4.1.1 Anatomia vascular

A artéria testicular se origina da aorta abdominal, proximo as artérias renais e
mesentérica caudal, chegando a 5 mm de espessura. Se alonga para acompanhar a migragéo do
testiculo para o escroto envolvida por uma prega peritoneal e atravessa o anel inguinal. Na
regido do corddo espermatico a artéria testicular se apresenta altamente convoluta, caracteristica
importante para regulacdo do fluxo e diminuicdo da pressdo sanguinea, que é alta nesta regido
(Martin, 1915; Setchell, 1970).

Ap0s o trajeto pelo cordao espermatico, a migracdo do testiculo para a bolsa escrotal

caracteriza a artéria marginal, com paredes mais finas e de menor didmetro do que no cordéo


https://europepmc.org/search;jsessionid=54406154EE2638B5485D6A105D36E8D2?query=AUTH:%22Stickle+RL%22&page=1
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espermatico (Budras et al., 2007). Desse modo, a artéria testicular apresenta um trajeto sinuoso
sob a ttnica albuginea, atingindo primariamente a borda epididimaria cranial, segue pelo corpo
do epididimo no plano medial ou lateral no sentido da extremidade caudal do 6rgdo, cede
numerosos ramos mediais e laterais para a regido mediastinal (Pozor e Kolonko, 2001), e

retorna ao plexo pampiniforme do cordao espermatico para o abdome (Turner, 1998).

A veia central por sua vez, tem inicio no centro da regido caudal do testiculo, segue
cranio-dorsalmente, e apds atravessar a tanica albuginea emite ramificacdes, sendo responsavel
por drenar o sangue dos testiculos (Love, 1992). No corddo espermatico as veias testiculares
apresentam-se em grande numero, desprovidas de vavulas e dispostas irregularmente ao redor

da artéria testicular, como uma grande rede venosa, o plexo pampiniforme (Noronha, 1996) .

No que diz respeito a imagem ultrassonografica dos vasos, a artéria testicular é anecdica,
visualizada em cortes na regido do cordao espermatico. J& as veias possuem menor diametro e
apresentam-se como estruturas de aspecto heterogéneo ao redor da artéria, sendo que em
condigdes normais ndo sdo facilmente identificadas. A veia central é encontrada na secéo
transversal como uma regido circular anecdica e quando em secao longitudinal, é vista como

uma linha anecdica ondulada (Pozor, 2007; Chenier, 2009).

4.2 Fisiologia da reproducao

4.2.1 Funcdo testicular

A producdo dos espermatozoides é resultado de um processo continuo chamado
espermatogénese, que se inicia na puberdade e permanece de maneira constante durante toda a
vida adulta do animal até a senilidade (Mascarenhas et al., 2013). Este processo ocorre dentro
dos tubulos seminiferos, no parénquima testicular, onde as espermatogonias transformam-se
em espermatdcitos, a seguir, em espermatides e, por fim em espermatozoides (Amann, 1981b;
Garner e Hafez, 2004).

A espermatogése demanda um funcionamento adequado de todos os mecanismos
testiculares e € muito sensivel a redugéo ou interrupcdo do fluxo sanguineo, principalmente nos
estagio iniciais, visto que a pressdo capilar e a tensdo de oxigénio no interior dos tabulos
seminiferos € naturalmente baixa. Portanto, o fluxo sanguineo testicular é a principal via de
transporte de oxigénio e nutrientes para as celulas testiculares e a falha na perfuséo acarreta em

danos inquémicos, podendo levar a quadros de oligospermia e azoospermia (Bergh et al., 2001;
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Zelli et al.,2013).

As principais células envolvidas na espermatogénese sdo as de Sertoli, germinativas e,
as de Leydig. As células germinativas correspondem as espermatogonias, espermatocitos e
espermatides, que juntamente com as células de Sertoli formam o epitélio seminifero. As
células de Sertoli auxiliam no processo de espermatogénese, oferecendo suporte fisico as
células da linhagem germinativa, aporte nutricional e produ¢do de horménios. Por outro lado,
as células de Leydig compdem o intersticio dos tdbulos seminiferos e sdo responsaveis
principalmente pela sintese do horménio masculino, a testosterona. Normalmente se localizam
ao redor dos vasos sanguineos, uma localizacdo importante para que haja suporte sanguineo
adequado a célula e o transporte dos hormdnios produzidos para a circulagcdo (Mascarenhas et
al., 2013).

O processo de formacdo dos gametas masculinos pode ser dividido em trés fases:
proliferativa ou espermatocitogénese, meiose e diferenciacdo ou espermiogénese (Mascarenhas
et al., 2013). Na espermatocitogénese, uma porcdo das espermatogonias mantém-se como
células tronco em estado basal de diferenciacao para producéo futura de novas células e a outra
parte inicia o processo de formacdo dos espermatozoides se dividindo por mitose em
espermatog6nias tipo B, que irdo se diferenciar nos espermatécitos primarios. Os
espermatdcitos primarios passam pela primeira divisdo meidtica, a fase da meiose I, chamada
de fase reducional, dando origem aos espermatocitos secundarios, que possuem metade do
material genético das células anteriores. Na meiose Il 0s espermatdcitos secundarios se dividem
ficando com apenas uma cromatina de cada cromossoma, dando origem a quatro espermatides
haploides. Por fim, as espermétides passam pela fase de diferenciacdo, no qual ocorre diversas
modificagdes estruturais, formando os espermatozoides, que sdo posteriormente liberados no
[imen do tabulo seminifero (espermiacdo) (FIGURA 1) (Johnson et al., 1997; Mascarenhas et
al., 2013; Sancler-silva, 2017).
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Figura 1: Desenho esquematico do parénquima testicular e do processo de espermatogénese. Destaque
para os l6bulos do parénquima testicular (A). Esquema de um tubulo seminifero (B). Processo de
espermatogénese com as células germinativas em diferentes fases de diferenciacdo: espermatogdnias
(C), espermatdcitos primarios (D), espermatocitos secundarios (E), espermatides (F) e espermatozoides
(G). Fonte: Adaptado de Sancler-Silva, 2017.

4.2.2 Funcdo enddcrina e sazonalidade

O sistema reprodutor masculino possui duas funcdes principais, producdo de gametas e
de hormdnios esteroides. Para que esses eventos ocorram é necessario o correto funcionamento
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal e de suporte sanguineo adequado. E um processo que
envolve reagdes enddcrinas gerenciadas por gonadotrofinas, mecanismos de feedback
realizados pelos horménios esteroides e proteinas, e regulacdo parécrina e autdcrina por
esteroides, proteinas e peptideos produzidos e secretados pelas células testiculares (Spiteri e
Nieschlag, 1993).

Os mecanismos endocrinos, paracrinos e autdcrinos coordenam de maneira equilibrada
a proliferagdo celular, diferenciacdo e apoptose (Amann, 1981b). Esta regulacdo tem inicio no
hipotdlamo, que € o primeiro integrante do eixo-hipotalamico-hipofisario-gonadal, com a
secrecdo pulsatil do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) diretamente na circulagédo
hipotaldmica-hipofiséria. O GnRH atua sobre a hipdfise anterior estimulando a liberacdo do
horménio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH), que atuam sobre as células
testiculares. O LH age sobre as células de Leydig que s@o responsaveis pela producédo de
testosterona e estrogenos. O FSH por sua vez, age sobre as células de Sertoli que s&o

responsaveis pelo suporte as células germinativas, producdo de inibina, ativina, proteina
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ligadora de andrégenos (ABP), transferrina, fator de crescimento insulinico-1 (IGF-1) e

estrogeno (Roser, 2008).

Como o0s equinos sdo animais sazonais e a atividade reprodutiva é primariamente
regulada pelo fotoperiodo (Daels, 1993), estes atingem a maxima eficiéncia reprodutiva durante
as estacdes de primavera e verdo (Clay et al., 1988; Roser, 2001). Nestes periodos de dias mais
longos os animais apresentam além de maiores concentragdes de testosterona e estrogeno,
maiores indices de producdo de gametas, inibina, maior libido e aumento no tamanho e peso
dos testiculos (Thompson, 2000). Apesar das variaces nas caracteristicas reprodutivas serem
bem visualizadas em garanhdes de regides de clima temperado, ainda é muito questionavel a
influéncia da sazonalidade nos garanhGes das regides de clima tropical, devido a pequena

diferenca no comprimento dos dias entre as estacGes do ano nessas regides (Papa e Leme, 2002).

A relacdo dos garanhdes com o fotoperiodo, assim como as éguas, esta associada
principalmente com a secrecdo de melatonina pela glandula pineal. Esta secrecdo esta
inversamente relacionada com a exposicdo a luz, ou seja, é liberada em quantidades maiores
nas horas de escuriddo. Sinais de luz sdo recebidos pela retina, transformados em sinais
nervosos e transmitidos a glandula pineal, que por sua vez sintetiza e secreta melatonina. Em
dias de maior luminosidade h&d menor secrecdo de melatonina pela glandula pineal, estimulando
a liberacdo de GnRH pelo hipotadlamo e consequentemente ha aumento da atividade gonadal
(Gerlach e Aurich, 2000).

4.2.3 Termorregulacdo testicular

As células espermaticas sdo sensiveis a acdo do calor, desse modo, o testiculo equino
deve permanecer cerca de 3 a 4°C abaixo da temperatura corporal para obter um funcionamento
eficaz (Amann, 1981a). Portanto, caracteristicas anatbmicas sdo responsaveis por regular a

temperatura intratesticular e evitar disturbios na espermatogénese (Hafez, 2004).

A termorregulacdo testicular ocorre a partir da associagdo de alguns mecanismos, tais
como, a producdo de secrecdo apdcrina a partir da bolsa escrotal, o fluxo sanguineo em

contracorrente, acdo da tunica dartus e do musculo cremaster (Gabaldi e Wolf, 2002).

O mecanismo de contracorrente € um dos principais mecanismos de termorregulacdo
testicular, no qual o plexo pampiniforme proporciona uma superficie de contato e de troca de

calor entre a artéria e veias testiculares (Gabaldi e Wolf, 2002). Desse modo, o sangue arterial



25

que chega aos testiculos é resfriado pelo sangue que retorna via plexo pampiniforme,
orientando-o a uma temperatura média de 34°C a 35°C (Amann, 1981a; Hafez, 2004).

A localizacao dos testiculos fora da cavidade abdominal com consequente aumento da
superficie de dissipacdo de calor para o ambiente; a pele delgada do escroto, com pelos raros
ou ausentes; pouca gordura subcutanea e a grande quantidade de glandulas sudoriparas também
sdo responsaveis pela termorregulacéo testicular (Setchell et al., 1994; Gabaldi e Wolf, 2002).
Assim como, o musculo cremaster e a tunica dartus, que sdo regulados por nervos simpaticos
da porcdo lombar e respondem as mudancas de temperatura ambiental afastando ou
aproximando os testiculos da regido abdominal (Gabaldi e wolf, 2002). Em dias com
temperaturas mais baixas ha a contra¢do de ambas as musculaturas, o que reduz a troca de calor
com o0 ambiente e mantém os testiculos préximos do abdome. Ja em dias com temperaturas
elevadas ocorre o relaxamento das fibras musculares, com o intuito de afastar os testiculos da

regido abdominal aquecida e permitir maior troca de calor (Amann, 2011).

4.3 Ultrassonografia dos testiculos e corddo espermatico

O exame ultrassonogréafico € uma ferramenta eficaz e segura para avaliacdo da estrutura
interna dos 6rgaos genitais, fornecendo diagndstico precoce de diferentes patologias (Palmer e
Driancourt, 1980).

A probe com frequéncia de 5 - 7,5 MHz € ideal para avaliar a artéria testicular no cordéo
espermatico (Ginther e Utt, 2004; Pozor e Mcdonnell, 2004). No entanto, um transdutor com
frequéncia mais alta (7,5-17 MHz) é mais adequado para o exame da artéria capsular e vasos

do parénquima testicular (Ginther e Utt, 2004).

4.3.1 Modo B

A ultrassonografia em escala cinza ou modo B fornece uma analise estrutural do 6rgéo
e é aplicada em estudos da anatomia, ecogenicidade, textura e mensuracéo do volume testicular
(Schurisch et al., 2009), além de servir como plano de fundo para a representacéo colorida do

fluxo sanguineo a partir da avaliacdo Doppler (Ginther e Utt, 2004).
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4.3.2 Doppler

A ultrassonografia Doppler ¢ uma tecnologia emergente relativamente recente na
Medicina veterinaria que propicia informacdes da vasculatura de varios 6rgéos, incluindo os
testiculos (Carvalho et al., 2008), logo, é uma técnica capaz de amplificar a capacidade de

diagnostico e de monitoramento no ambito da andrologia equina (Ginther e Utt, 2004).

4.3.3 Histdrico e fundamentos da ultrassonografia Doppler

No ano de 1842, Christian Johann Doppler descreveu pela primeira vez a teoria do efeito
Doppler, no qual ele observou que a frequéncia de uma onda sonora ou eletromagnética
produzida por uma fonte que estd em movimento se altera em relacdo ao receptor, aumentando
com a aproximacao e diminuindo com o distanciamento. A comprovagao experimental ocorreu
trés anos mais tarde pelo meteorologista holandés Christoph H. D. Buys Ballot, que realizou
um experimento no qual uma banda musical tocava em cima de uma locomotiva em
movimento, enquanto um conjunto de observadores registravam as notas ouvidas de acordo
com as diferentes velocidades de aproximacéo e de afastamento da locomotiva (Kawakama,
1993).

Na Medicina Veterinaria o efeito Doppler é exemplificado durante a avaliacdo dos vasos
sanguineos, onde uma hemacia em movimento dentro dos vasos reflete a onda sonora emitida
pelo transdutor (Vermillon, 1997). A frequéncia emitida pelo aparelho é constante, ja a
frequéncia dos ecos refletidos varia conforme a movimentacdo das hemacias em relacdo ao
transdutor. A diferenca entre a frequéncia do som que foi emitido e a frequéncia que foi refletida

é chamada deslocamento de frequéncia Doppler (fd) (Szatmari et al., 2001).

Se o fluxo sanguineo estiver em direcdo ao transdutor, a frequéncia dos ecos que
retornam sera mais alta, o que resulta em uma fd positiva; ja se o fluxo sanguineo estiver em
sentido contrério ao do transdutor, se tem uma frequéncia mais baixa do que a que foi
transmitida, e uma fd negativa (FIGURA 2) (Cerri et al., 1998). Quando a fonte de onda, no
caso a hemacia, se move de forma perpendicular ao transdutor, ndo ha deslocamento Doppler,
dessa forma, ndo sdo detectados sinais Doppler colorido pelo equipamento (Ginther e Utt,
2004).
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Figura 2: Desenho esquematico representando a varia¢do da frequéncia das ondas sonoras emitidas pelo
transdutor e da frequéncia refletida. A) o fluxo sanguineo com movimentagdo em direcéo ao transdutor
reflete a onda com frequéncia maior que a emitida (fd positiva); B) o fluxo sanguineo com
movimentacdo no sentido oposto ao transdutor reflete a onda com frequéncia menor que a emitida (fd
negativa). Fonte: Arquivo pessoal.

4.4 Modalidades Doppler

4.4.1 Doppler colorido

A avaliacdo do fluxo sanguineo da artéria testicular pode ser realizada pelo Doppler
colorido (Dogra et al., 2003), que indica a velocidade, a presenca e a direcdo do fluxo (Szatmari
et al., 2001). O sinal recebido pelos elementos de amostragem do vaso € codificado por cores
em relagdo ao sentido do fluxo e a velocidade do movimento (Kawakama, 1993). As diferentes
cores indicam a direcdo do fluxo sanguineo que também é demonstrada em uma barra colorida

ao lado da imagem.

Convencionou-se que o fluxo que segue no sentido do transdutor é transmitido em
vermelho e o fluxo que se afasta, em azul, porém, esse padrdo pode ser manipulado pelo
operador e, portanto, as cores podem ser variaveis. Ja as intensidades das cores fornecem a ideia
de velocidade, onde os fluxos de maior velocidade sdo expressos por tons mais claros da mesma
cor (Cerri et al., 1998).
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4.4.2 Power Doppler

O Power Doppler é mais sensivel que o Doppler colorido e, portanto, é utilizado para
avaliar vasos de menor diametro e com menores velocidades de fluxo sanguineo, especialmente
no interior do parénquima testicular. Esse modo nédo detecta o sentido do fluxo e a velocidade,
apenas expressa a presenca ou nao de fluxo sanguineo no vaso avaliado. Devido a este fato, seu
resultado independe do &ngulo de insonacéo e ndo é influenciado por artefatos (Szatméri et al.,
2001; Ginther e Utt, 2004).

Essa modalidade detecta a amplitude ou poténcia do sinal Doppler e é muito eficiente no
diagnostico de auséncia ou fluxo sanguineo deficiente. A quantidade de células vermelhas
transitando no vaso, ou seja, a intensidade do fluxo é representada como um gradiente de cor
laranja sobreposto sobre a imagem do ultrassom modo B, que varia de laranja escuro para um

laranja claro, representando menor e maior intensidade, respectivamente (Pozor, 2007).

4.4.3 Doppler pulsado ou espectral

No modo espectral, o aparelho envia ondas curtas (pulsos) dentro de intervalos regulares
(Szatmari et al., 2001) e a velocidade do fluxo sanguineo é mensurada em func¢do do tempo a
partir da fd e do angulo de insonacgédo (Dogra et al., 2003). O angulo de insonacédo corresponde
ao angulo de interseccédo do feixe do ultrassom com o fluxo sanguineo (FIGURA 3) (Guinther
e Utt, 2004), sendo que para obter informag6es mais confiaveis o angulo deve estar entre 20° e
60° (Guinther e Utt, 2004; Pozor e Mcdonnell, 2004).

A fd e o angulo Doppler séo utilizados pelo instrumento para calcular a velocidade do

sangue, como mencionado, a partir da formula:

fd=2 ft.V.cos0 /c

o fd=deslocamento de frequéncia Doppler
e ft= frequéncia do transdutor;
o V

velocidade das hemacias;

e 0 =2angulo Doppler (&ngulo formado pela interseccdo do eixo correspondente a dire¢éo
do fluxo sanguineo dentro do vaso);

e cosO= coseno do angulo formado entre o transdutor e as hemécias;
e C=velocidade média do ultrassom nos tecidos (fixada em 1540m.s-1).
(Carvalho et al., 2008).
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Figura 3: Desenho esquematico representando o angulo formado entre o feixe proveniente do ultrassom
com o fluxo sanguineo do vaso avaliado: angulo de insonagdo-6 (marcagdo em amarelo na figura).
Fonte: Arquivo pessoal.

Ao ativar o0 modo espectral, os resultados do campo de amostragem do vaso avaliado
sdo expressos em um grafico denominado espectro, que representa a mudanca de velocidade ao
longo do tempo em associacdo com o0s pulsos dos ciclos cardiacos (Pozor, 2007).
Convencionou-se que o tragado espectral se dispée acima do zero da linha base (desvio
positivo) nos casos em que a frequéncia retornada for maior que a frequéncia emitida e, o fluxo
estiver na mesma direcdo do transdutor. J& quando a frequéncia retornada for menor do que a
que foi emitida pelo aparelho, e o fluxo estiver no sentido contrario ao transdutor, o tracado se

dispde abaixo da linha base (desvio negativo) (Carvalho et al., 2008).

O espectro fornece os valores de velocidade do pico sistolico (VPS), velocidade
diastdlica final (VDF) e tempo médio da velocidade maxima (TAMV) (Ghinther, 2007). O VPS
corresponde ao valor maximo no decorrer do espectro, VDF representa a velocidade final de
um ciclo cardiaco e 0 TAMV ¢ a média dos valores maximos durante todo grafico (FIGURA
4) (Guinther e Utt, 2004).
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Figura 4: Espectro demonstrando a velocidade do fluxo sanguineo da artéria testicular ao longo de um
ciclo cardiaco, com destaque para os valores de velocidade de pico sistolico (VPS), velocidade diastolica
final (VDF) e tempo médio da velocidade maxima (TAMV). Fonte: Arquivo pessoal.

Como a impedancia vascular ndo pode ser obtida apenas pelo valor de velocidade
absoluta, os indices Doppler, indice de resisténcia (IR) e indice de pulsatilidade (IP), foram
desenvolvidos. Esses indices sdo razdes calculadas a partir de varios pontos do espectro por
meio das trés velocidades: IR= (VPS-VDF/VPS) e IP= (VPS-VDF/TAMV). O IR indica a
resisténcia ao fluxo sanguineo que pode ser gerada por aumento da viscosidade sanguinea,
reducdo do didmetro do vaso ou por vasos muito compridos. J& o IP indica a pulsatilidade da
forma de onda (Guinther e Utt, 2004; Wood et al., 2010).

Os indices Doppler independem do angulo de insonacdo e, portanto, sdo utilizados em
artérias pouco calibrosas ou muito tortuosas, no qual fica mais dificil estimar o angulo. O
aumento de IR e IP aponta reducédo da perfusdo ao tecido ou 6rgéo, sendo o IR mais sensivel e
por isso ja vém sendo utilizado no diagnostico de transtornos do fluxo sanguineo testicular em

humanos (Biagiotti et al., 2002).

O fluxo sanguineo com alto IR e IP gera um espectro normalmente com formato de
ondas de padrédo bifasico e resistivo. As ondas resistivas podem ser caracterizadas por picos
sistélicos mais afilados, grande diferenca entre sistole e diastole, fluxo sanguineo reverso no

inicio da diastole e até auséncia de diastole. J& um fluxo sanguineo com baixo IR e IP
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geralmente é caracterizado por formato de ondas ndo-resistivo e de padrdo monofasico, no qual
apresentam picos sistolicos amplos e continuos e alta velocidade de fluxo na diastole, sendo a

velocidade descrescente (Cerri et al., 1998; Pozor, 2004; Szatmari et al., 2001).

Nos garanhdes, a artéria testicular € geralmente avaliada no cordao espermatico (artéria
supratesticular), e/ou no poélo caudal do testiculo (artéria capsular ou marginal) e/ou no
parénquima testicular (artéria intratesticular) (FIGURA 5). Entretanto, € mais facilmente
visualizada na regido do corddo quando comparado ao ramo marginal, em funcdo do maior
calibre (Pozor et al., 2014).

Figura 5: Desenho esquematico da artéria testicular com énfase nas trés regies de avaliacdo com o
Doppler espectral e orientacdo do transdutor. 1) Cordao espermatico: artéria supratesticular; 2) Proximo
a cauda do epididimo: artéria capsular e, 3) dentro do parénquima: artéria intratesticular. Fonte:
Modificado de “Ultrasonic imaging and animal reproduction: Color-Doppler ultrasonography,” O.J.
Ginther.

4.5 Parametros Doppler na avaliacdo da fungdao testicular

Os equinos sdo normalmente selecionados para criagdo com base em sua linhagem,
capacidade atlética e outras caracteristicas fenotipicas. Desse modo, o potencial reprodutivo é
geralmente deixado em segundo plano e a selecdo para uma boa fertilidade ndo é téo rigorosa
guanto em outras especies, como € o0 caso dos bovinos (Menzies, 1999). Portanto, os garanhdes
geralmente apresentam indices de fertilidade inferiores em relagdo as demais espécies
domeésticas (Ginther et al., 1985).

O suprimento sanguineo adequado para os testiculos é determinante para sua funcéo, e
de fato, os insultos vasculares sdo uma das causas mais comuns de subfertilidade, podendo

afetar o volume testicular e a producdo espermatica (Ortega-Ferrusola et al., 2014; Ortiz-
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Rodriguez et al., 2017).

A identificacdo precoce dessas falhas na perfusdo sanguinea para os testiculos é
essencial para o diagndstico de disturbios testiculares, e para monitoramento dos resultados
terapéuticos (Ortega-Ferrusola et al., 2014). Diante desse fato, alguns estudos foram realizados
em diferentes espécies a fim de avaliar a relacdo dos indices Doppler (IR e IP) com o0s
parametros relativos a funcionalidade testicular (Pinggera et al., 2008; Zelli et al., 2013; Pozor
etal., 2014).

No estudo de Zelli et al. (2013) os resultados apontaram os indices Doppler como
potenciais marcadores da qualidade seminal em cées, com correlagdo negativa entre IR e IP
com os parametros de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e integridade de
membrana. Nos garanhdes, as correlacdes também foram negativas entre IR e IP com volume
testicular, numero total de espermatozoides e 0 numero total de espermatozoides
morfologicamente normais com MP (Pozor et al., 2014; Ortega-Ferrusola et al., 2014; Ortiz-
Rodriguez et al., 2017), e espermatozoides com alta atividade mitocondrial ap6s 24 e 48 hrs a
5°C (Ortiz-Rodriguez et al., 2017). Além disso, os indices Doppler foram positivamente

correlacionados com o nivel de FSH no sangue (Pozor et al., 2014).

Altas concentragdes plasmaticas de FSH sdo observadas em garanhdes com subfertilidade
ou infertilidade idiopatica, decorrente da disfuncéo das células de Sertoli, com consequente
falha no processo de feedback regulatério do FSH (Roser, 1995). Desse modo, o ensaio de FSH
é muito utilizado para determinar disfuncdo testicular nessa espécie, entretanto, as avaliacdes
da funcdo testicular a partir do Doppler espectral por meio dos resultados de IR e IP tém a

vantagem de proporcionar diagnostico mais rapido (Pozor et al., 2014).

4.6 Parametros Doppler na avaliacdo de afec¢des reprodutivas

Vérios fatores podem comprometer a funcdo reprodutiva do macho, desde afeccGes
indiretas que impegam a monta, como desordens no sistema locomotor, até disfuncbes que
comprometam diretamente a qualidade seminal, como as desordens vasculares (Bicudo et al.,
2007).

A modalidade Doppler espectral tém se mostrado uma técnica efetiva para
complementar o diagndstico de afecgdes reprodutivas e caracteriza uma forma alternativa aos

métodos de rotina mais lentos e laboriosos (Pozor et al., 2014). Nesse contexto, além de bons
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marcadores da espermatogénese (Biagiotti et al., 2002), os indices Doppler foram considerados
indicadores confidveis para identificar disturbios reprodutivos (Pinggera et al., 2008). Pinggera
et al. (2008) relataram que homens oligospérmicos apresentaram IR mais elevado (IR médio =

0,7) quando comparado a homens com contagem normal de espermatozoides (IR médio = 0,5).

Ademais, o IR juntamente com o VVPS séo Uteis para diferenciar azoospermia obstrutiva
da ndo obstrutiva em homens, com valores inferiores nos casos de azoospermia nao obstrutiva.
Porém, como as velocidades VPS e VDF dependem do angulo de insonacdo para serem
calculadas e, portanto, exige uma avaliacdo mais cuidadosa, o IR surge como alternativa rapida
e eficaz (Biagiotti et al., 2002; Pinggera et al., 2008).

O estudo de Ortiz-Rodriguez e colaboradores (2017) descreveu a reducdo no fluxo
sanguineo testicular dos garanhdes subférteis, com reducéo significativa no diametro da artéria
capsular (0,32mm vs 0,25mm). No qual, esses garanhdes subférteis apresentaram valores

inferiores de todas as velocidades Doppler (VPS, VDF, TAMV) em relacdo a garanhdes férteis.

Geralmente os parametros utilizados para predizer disfuncbes reprodutivas sdo a
eficiéncia espermatica (DSOr (real) / DSOe (esperada)) e o volume testicular (VT: 0,53 x altura
X comprimento X largura (cm3)), no qual o termo DSO corresponde ao numero de
espermatozoides que um garanh@o pode produzir diariamente. De fato, foram encontradas
diferencgas significativas no VT, DSOr e DSOe entre grupos férteis e subférteis (Ortiz-
Rodriguez et al.,2017). Entretanto, esses parametros sdo indicadores inespecificos e tardios, e
guando a baixa eficiéncia espermatica € notada, juntamente com alta porcentagem de
espermatozoides anormais e reducdo do tamanho testicular, geralmente o dano ao testiculo é
relevante, com processos degenerativos ja instalados (Turner, 2007; Ortiz-Rodriguez et al.,
2017).

Desse modo, o Doppler espectral representa uma possibilidade de diagnéstico precoce das
patologias reprodutivas associadas com alteracdo do fluxo sanguineo, como torcéo do cordao
espermatico, hidrocele, varicocele, alteracGes inflamatdrias testiculares/escrotais e neoplasias,
possibilitando a intervencdo com tratamento mais adequado e com melhores progndsticos
(Ortiz-Rodriguez et al., 2017).

4.6.1 Torgdo do corddo espermatico

Anatomicamente, como j& descrito, os testiculos sdo sustentados pelo cordao
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espermatico e possuem certa mobilidade dentro da bolsa escrotal. No entanto, uma mobilidade
excessiva do testiculo pode levar a uma rotacdo deste em torno do seu eixo vertical, de modo a
estrangular o corddo, o que reduz ou cessa a perfusdo sanguinea ao orgao (Filho e Oliveira,
2012).

Hé& duas formas de torcéo do corddo espermaético, a extravaginal, onde todo o cord&o se
apresenta torcido, e a intravaginal onde os componentes internos do cordao torcem no interior
da tdnica. Nos equinos normalmente ocorre porque o ligamento proprio do testiculo ou
ligamento da cauda do epididimo sdo maiores do que o normal, e/ou devido ao aumento do
reflexo cremastérico, que pode ser o desencadear a tor¢ao (Boettcher et al., 2012; Schumacher,
2012).

O aparecimento de sinais clinicos vai depender do grau da torcdo e do tempo que esta
instalada. Se o retorno venoso for parcialmente obstruido haverd congestdo e edema, em
especial do epididimo. Porém, em casos de obstrucdo total do retorno venoso a congestdo é
mais grave podendo ocorrer necrose rapidamente. Em casos de impedimento total do fluxo
arterial, ha infarto testicular por falta de oxigénio (Ormond, 1930). Torcdes graves podem
causar quadros de hidrocele e hematocele, com consequente degeneracéo testicular (Edwards,
2008).

Torgdes inferiores a 180° geralmente ndo causam sinais clinicos evidentes. O fluxo arterial
ainda esté presente, mas o fluxo venoso € interrompido e a dilatacdo venosa pode ser observada
(Ortega-Ferrusola et al., 2014). Torc¢des de 360° sdo acompanhadas de dor aguda, semelhante
a colica e aumento do testiculo e cordao afetados, representando normalmente uma emergéncia
cirtrgica. A torcao de 180° é mais féacil de diagnosticar porque a cauda do epididimo se localiza
na porcdo cranial do escroto e ndo na sua posi¢ao normal caudo-lateral (FIGURA 6), ja na
torcdo de 360° a cauda do epididimo estd na posi¢cdo habitual, dificultando um pouco mais o

diagnostico.

Pozor e McDonnell (2004) relataram fluxo sanguineo diastélico retrogrado em garanhdes
com torcdo do cordao de 180° e sugeriram que apesar da auséncia de sinais clinicos evidentes,
essa afeccdo afeta o fluxo sanguineo testicular. Em humanos com tor¢do incompleta também

foi observado fluxo sanguineo diastélico retrogado e aumento do IR (Pavlica e Barozzi, 2001).

Em humanos, um dos tratamentos para a tor¢do do corddo espermatico € a realizacdo da
detorsdo manual por meio de uma rotacdo medial-lateral do testiculo torcido. Quando bem-

sucedida essa intervencdo o alivio das dores cotuma ser imediato, porém, esse alivio pode ndo
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ser confiavel j& que ainda pode restar algum grau de torcao (Sessions et al., 2003). Portanto, a
detorsdo manual pode ser realizada para reduzir a isquemia, mas ndo substitui a exploracao
escrotal e orquidopexia (Ta et al, 2016). A exploracéo escrotal pode ser realizada nos casos de
pacientes com dores agudas sugestivas de tor¢do do corddo espermatico com finalidade
diagndstica, seguida de detorsdo e orquidopexia. A orquidopexia consiste na fixacdo dos
testiculos a partir de suturas com fios absorviveis nos pélos cranial e caudal do testiculo através
da tdnica albuginea e tunica dartus (Sessions et al., 2003; Schumacher, 2012). Entretanto,
quando o testiculo torcido ja apresenta sinais de necrose é realizada a oquiectomia para prevenir
maiores complicacBes e evitar 0 acometimento da espematogénese do testiculo contralateral
(John et al., 2008). Nos garanhdes normalmente néo sdo realizadas intervencfes nos casos de
torcdo do cordao espermatico, talvez por falta de informacdes a respeito das consequéncias
dessa afeccdo. Porém, foi descrito por Schumacher (2012) a possibilidade de realizacao, assim
como nos humanos, da orquidopexia nos casos de tor¢ao unilateral afim de preservar o testiculo

contralateral.

Figura 6: Torcdo do corddo espermatico de 180°. Em destaque (circulo branco pontilhado) a cauda do
epididimo na posicéo cranial do escroto. Fonte: Arquivo pessoal.

4.6.2 Hidrocele

A hidrocele é o acimulo ndo fisiolégico de fluido seroso entre os folhetos da tdnica
vaginal (FIGURA 7). Pode ser do tipo comunicante, quando o processo vaginal esta patente e
permite a comunicacdo do liquido peritoneal com o escroto. Portanto, ha fluxo de liquido em
ambas as direcdes e 0 acumulo de fluido é variavel, aumentando ou diminuindo de acordo com

0 grau de esforco ou repouso. E ndo comunicante, quando ocorre apenas no escroto e o fluido
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surge do revestimento mesotelial da tGnica vaginal. Nesse caso, o canal esta fechado mas o
fluido ndo foi reabsorvido, é o tipo mais comum e geralmente de resolucéo espontanea (Wallace
e Amaya, 2011; Kryger, 2018).

A hidrocele pode ser observada em garanhdes estabulados por longos periodos ou em
garanhdes apds a estacdo reprodutiva que tiveram atividade sexual intensa, sendo geralmente
resolvidas espontaneamente ou apos exercicio (Schumacher, 2012; Ortega-Ferrusola et al.,
2014). No entanto, alguns casos podem ser consequéncias de patologias primarias, como
orquite, epididimite, neoplasias testiculares, tor¢do do corddo espermatico e traumas. Nesses
casos, 0 tratamento esta relacionado em remover a causa primaria. Entretanto, quando néo
identificada a causa, em casos de hidrocele unilateral persistente pode ser realizada a remocéo
do testiculo e da thnica vaginal, antes que afete a espermatogénese do testiculo contralateral. Ja
em hidroceles bilaterais persistentes o progndstico reprodutivo é mais reservado (Schumacher,
2012).

No estudo de Pozor e McDonnel (2004) casos leves e moderados de hidrocele ndo afetaram
a perfusdo sanguinea testicular. No entanto, em um caso grave com quantidade consideravel de
fluido circundando o testiculo e corddo espermatico foi evidente um fluxo sanguineo turbulento
proximo ao corddo. Em humanos foi reportado aumento de IR e IP nos casos de hidrocele
unilateral e idiopéatica (ndo-comunicante e ndo-congénita) (Nishikawa, 1959), ja em garanhGes
s80 escassos os estudos da relagdo dessa afeccdo com os parametros doppler.

Figura 7: Quadro de hidrocele bilateral evidenciando o edema testicular com perda do contorno do
6rgdo (A). Imagem ultrassonografica do acimulo de fluido anecogénico ao redor do testiculo
(testiculo=seta preta) (B) e do epididimo (epididimo=seta branca) (C). Arquivo pessoal.



37

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

O experimento foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais-
CEUA/Universidade Federal de Minas Gerais, n°® 277/20109.

Foram avaliados 52 garanh@es da raca Mangalarga Marchador, de diferentes faixas etarias
(30 meses a 22 anos), e para cada garanhdo foram avaliados os dois testiculos. A partir do
historico e exame fisico foram excluidos das analises 0s animais que apresentaram
anormalidades fisicas ou reprodutivas diferentes de tor¢do do corddo espermatico, sendo dessa
forma, escolhidos apenas animais higidos, que ndo apresentaram nenhum tipo de manifestaco
clinica nos trés meses anteriores a avaliacdo, e animais com tor¢do do corddo espermatico.
Destes, foram selecionados 10 garanhdes jovens normais (JN) (30 meses a quatro anos), 10
adultos normais (AN) (seis a nove anos) e 10 idosos normais (IN) (10 a 22 anos). E para compor
0 grupo de animais com tor¢do do cordao espermatico foram selecionados 10 garanhdes jovens
(JT) (30 meses a quatro anos) e oito garanhdes adultos (AT) (seis a nove anos), todos com grau
de torcdo de 180°. O grupo de JT era composto por cinco animais com tor¢do bilateral (TB) e
cinco com tor¢do unilateral (TU), e no grupo de AT sete dos garanhdes possuiam TU e um TB.
Além disso, foram avaliados separadamente quatro animais com quadro de hidrocele moderada
a grave, duas do lado esquerdo, uma do lado direito e uma bilateral.

Para realizacdo dos exames os garanhdes foram contidos com cabresto e guia em tronco de
contencdo, sem necessidade de sedacdo, e as avaliacdes de ambos os testiculos foram realizadas
pelo lado esquerdo do animal. Foram avaliados durante a estacdo reprodutiva para excluir
qualquer interferéncia da sazonalidade.

5.2 Exame Fisico dos animais

Antes de cada exame ultrassonogréfico foi realizada a anamnese, icluindo informacdes
sobre a fertilidade de cada garanh&o, como histérico de doencgas reprodutivas anteriores. Na
sequéncia, realizou-se a afericdo da temperatura retal, seguida do exame fisico especifico do
aparelho reprodutor, no qual foi realizada a inspecdo do prepdcio e escroto, com avaliagdo da

pele e mucosa, descartando a presenca de feridas, cicatrizes, edemas, aderéncias e sensibilidade
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dolorosa. Ademais, realizou-se o exame testicular, sendo considerados normais os testiculos de
formato ovoide, consisténcia fibroel&stica entre 2,5 e 4,5, posi¢do horizontal, simétricos entre
si, moveis para todas as dire¢cGes quando manipulados e com auséncia de sensibilidade dolorosa
ao toque. Posteriormente, os epididimos foram avaliados quanto ao tamanho e localizacao, pela
qual foi realizada a separacdao dos grupos: animais normais (cauda do epididimo em posi¢do
caudal) e animais com tor¢do de 180° do corddo espermaético (cauda do epididimo em posicao
cranial) (Love, 1992).

5.3 Volume testicular

As medidas testiculares (altura, largura e comprimento), de ambos os testiculos, foram
mensuradas por meio de paquimetro por um Unico operador afim de evitar variacdo (FIGURA
8). As pontas do paquimetro foram revestidas com fita crepe adesiva para reduzir o incomodo
aos animais. Em sequéncia, foi calculado o volume testicular através da formula: VT (cm?3):
0,53 x altura x comprimento x largura e o volume testicular total (VTT) a partir da soma do
volume do testiculo direito e esquerdo ( VTT= VTD+VTE) (Turner, 2005).

Figura 8: Execucdo da mensuracdo das medidas testiculares (altura, largura e comprimento) de cada
testiculo (A), utilizando um paquimetro manual universal de pléastico (150 mm) (B). Fonte: Arquivo
pessoal.
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5.4 Exame ultrassonografico

5.4.1 Equipamento

Para avaliacdo da hemodinamica da artéria testicular dos garanhdes foi realizada a
Dopplervelocimetria através do aparelho da marca MINDRAY®, modelo M5, com transdutor
linear multifrequencial MINDRAY® - 7L4S. O aparelho foi calibrado numa frequéncia de 5

MHz. Todos os exames de ultrassonografia foram realizados também por um Gnico operador.

5.4.2 Avaliagédo ultrassonografica- modo B

Ap0s cobrir o transdutor e a regido escrotal com gel acUstico, a ultrassonografia
bidimensional (modo B) foi utilizada antes do Doppler visando avaliar os epididimos, testiculos
e cordao espermatico, afim de descartar qualquer anormalidade. Os testiculos foram
escaneados da regido cranial para a caudal com o transdutor na posicéao vertical em relacdo ao
eixo testicular (plano transversal) para avaliacdo da ecotextura do parénquima testicular, de
modo que, testiculos normais apresentaram textura homogénea, com auséncia de pontos

hiperecdicos.

Para melhor avaliacdo do corddo espermatico, o transdutor foi posicionado na posicao
horizontal em relacéo ao eixo do testiculo, no qual avaliou-se as caracteristicas esperadas para

a artéria e veias testiculares.

Os epididimos foram avaliados quanto ao conteldo e ecotextura. Para esta analise o
transdutor foi posicionado na regido caudal dos testiculos, com os feixes direcionados
cranialmente. A ecogenicidade de epididimos normais varia de anecoica a hipoecbica em

relagdo aos testiculos, sendo desse modo facilmente diferidos do parénquima testicular.

5.4.3 Avaliacdo ultrassonografica- Doppler

Foi realizada a andlise do fluxo sanguineo da artéria testicular pelo Doppler colorido
com a finalidade de predizer a qualidade, a presenca e a direcao do fluxo (Szatmari et al., 2001).
Em seguida, foi ativado 0 modo espectral para avaliacdo da artéria testicular nas regides do
corddo espermatico, a artéria supratesticular (Supra), e no polo caudal do testiculo, a artéria
capsular (Cap). Para as duas regides foram avaliados ambos os lados (direito e esquerdo)

(FIGURA 9). Em relacéo a artéria intratesticular, devido ao seu pequeno calibre no interior do
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parénguima, com o equipamento utilizado ndo foi possivel avalia-la neste experimento.

Figura 9: Desenho esquematico da artéria testicular com énfase nas duas regides avaliadas com o
Doppler espectral e orientacdo do transdutor. 1) Cordao espermatico: artéria supratesticular; 2) Proximo
a cauda do epididimo: artéria capsular. Fonte: Modificado de “Ultrasonic imaging and animal
reproduction: Color-Doppler ultrasonography,” O.J. Ginther.

Para andlise da artéria supratesticular o transdutor foi posicionado horizontalmente,
perpendicular ao corddo espermatico, na regido mais distal, 2 a 5 centimetros (cm) do testiculo
(FIGURA 10A). O exame da artéria capsular foi realizado com o transdutor sob o pdlo caudal
dos testiculos, na posicao caudo-dorsal (FIGURA 10B). O volume de amostra (SV) utilizado
no Doppler espectral foi entre 1,0 e 1,5 milimetro, no qual era definido de acordo com o calibre
do vaso avaliado, sendo na maioria dos casos, 1,5 mm para a artéria na regido do cordao
espermatico que possui maior calibre e 1,0 mm para a artéria testicular na regido marginal do

testiculo.

No campo de amostragem foram priorizadas para analise por¢des da artéria com maior
calibre, obliquas ou longitudinais ao transdutor, com minima variacéo de cor no color Doppler
e evitou-se vasos sobrepostos ou com formagéo de artefatos. Em todas as avaliagdes, no minimo
trés ondas espectrais consecutivas com 0 mesmo padrdo foram avaliadas guantitativamente.
Foram coletadas pelo menos duas imagens tecnicamente adequadas de cada local examinado,

no qual foram armazenadas e avaliadas posteriormente.



41

Angle 0

Angle 0°

K

4]
i TTTEL LT VTR LI AL T

Figura 10: Esquema demonstrando o posicionamento do transdutor nas duas regides avaliadas da artéria
testicular com Doppler espectral (artéria supratesticular e capsular) e a imagem ultrassonografica
equivalente. A) Artéria supratesticular: transdutor posicionado horizontalmente, perpendicular ao
cordao espermatico, na regido mais distal, 2-5 cm do testiculo. B) Artéria capsular: transdutor sob o p6lo
caudal dos testiculos, na posicao caudo-dorsal, proximo a cauda do epididimo. Fonte: Arquivo pessoal.

Para caracterizar as velocidades e os indices Doppler utilizou-se o padrdo de medicao
manual das ondas, no qual os valores para IR, IP, VPS, VDF e TAMV foram sequencialmente
calculados através do software vascular do aparelho para todos os garanhdes. O VPS
corresponde ao valor maximo no decorrer do espectro, VDF representa a velocidade final de
um ciclo cardiaco, TAMV é a média dos valores méaximos durante todo gréfico (FIGURA 11)
e os indices séo calculados a partir das trés velocidades por meio das formulas: IR= (VPS-
VDF/VPS) e IP= (VPS-VDF/TAMV).
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Figura 11: Espectro da velocidade do fluxo sanguineo ao longo de um ciclo cardiaco da artéria
testicular, com destaque para os valores de velocidade do pico sistélico (VPS), velocidade diastélica
final (VDF) e tempo médio da velocidade maxima (TAMV). Fonte: Arquivo pessoal.

5.5 Analise estatistica

Para testar os efeitos grupos, lado e idade, foram ajustados modelos lineares mistos que
sdo adequados a dados com medidas repetidas no mesmo individuo (Brown e Prescott, 2015).
Foi ajustado um modelo separado para cada varidvel resposta mensurada, ajustando-se um
intercepto aleatdrio para cada animal da amostra. Apos o ajuste do modelo, testou-se o efeito
de cada fator separadamente de forma global (overall), assim como o efeito da interacdo entre
os fatores (para o caso em que foram analisados dois fatores conjuntamente). Em seguida,
calcularam-se os valores médios e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para cada
grupo. Por fim, foram aplicados os testes de comparagdes multiplas (pairwise) utilizando-se a
correcdo de Sidak, para identificar possiveis diferengas par-a-par. A adequacéo a distribuigdo
normal foi avaliada através de envelopes de probabilidade (Moral et al., 2017). Para avaliar a
correlagéo entre as medidas supra e cap e entre o volume testicular e os indices, foi calculado o
coeficiente de correlacdo linear de Pearson. Além disso, foram calculadas as diferencas
pareadas entre as médias supra e cap para a mesma variavel e esta diferenca foi avaliada atraves
de modelos lineares mistos como descrito anteriormente. Todas as analises estatisticas foram
realizadas através do software R versdo 3.6.1 (R Core Team, 2019). Para todos os resultados

dos testes estatisticos apresentados neste trabalho assumiu-se um nivel de significancia de 5%.
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6. RESULTADOS

Foram avaliados neste experimento 104 testiculos de 52 garanhfes, levando em
consideragdo testiculos normais, torcidos e contralaterias & testiculos torcidos. De modo que,
foram considerados testiculos normais apenas 0s pertencentes a animais normais (sem nenhuma
afeccdo). Quatro animais foram excluidos da analise dos intervalos de referéncia (normais e
com torcéo) por apresentarem quadros de hidrocele moderada a grave podendo influenciar nos

resultados, sendo portanto, avaliados separadamente.

As tabelas 1 e 2 expressam os valores médios dos parametros Doppler encontrados na
artéria supratesticular e na artéria capsular, respectivamente, para cada faixa etaria de animais
normais, considerando ambos os lados separadamente (direito e esquerdo). As medidas para a
artéria testicular direita e esquerda de um mesmo animal foram semelhantes para todas as
variaveis estudadas (P>0,05) (teste t pareado). J& ao comparar as faixas etarias foram
observadas variagdes entre os lados (P<0,05). As tabelas 3 e 4 também expressam as medidas
Doppler para as trés faixas etarias de animais normais, na artéria supratesticular e capsular,

respectivamente, mas neste caso levando em consideracdo a média dos dois testiculos.

A tabela 5 retne os valores médios dos parametros Doppler encontrados na artéria
supratesticular e na artéria capsular de testiculos torcidos e testiculos contralaterais, de

garanhdes jovens e adultos com tor¢do do cordédo espermatico de 180°.

Os padrdes de formato de ondas obtidos da artéria testicular na regido do corddo
espermatico (artéria supratesticular) e na regido marginal do testiculo (artéria capsular) estdo
representados nas figuras 12 e 13, respectivamente. De modo que, o formato de ondas da artéria
supratesticular variou de nao-resistivo a resistivo, entretanto, a maioria das ondas neste local
apresentaram padrdo resistivo e bifasico. J& na artéria capsular os formato de ondas foi

majoritariamente ndo-resistivo e monofasico.
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Tabela 1: Valores médios e desvio-padrdo dos pardmetros Doppler de garanhGes normais (n=30) de
trés faixas etarias diferentes (jovens, adultos e idosos), para cada lado da artéria supratesticular.

Artéria Supratesticular (Supra)
JN AN IN
DIR ESQ DIR ESQ DIR ESQ

IR 0,80+0,10° 0,84+0,06° | 0,77+0,04*° 0,81+0,09°| 0,80+0,07° 0,84 +0,06°

P |2,23+0,84° 2,38+0,53%° | 1,75 +0,30° 2,47+1,02°°| 2,52 £0,80" 2,91 £0,59"

VPS (22,54 +8,39° 24,15+5,33° | 20,74 +4,12° 24,76 +3,49%| 25,45 +5,75% 26,95 +5,39°

VDF | 4,47+1,82° 3,74+1,46° | 4,78+0,93° 4,63+2,06° | 4,82+1,55° 4,28+1,41°

TAMV | 852+255" 8,75+2,20° 9,08+1,35° 8,54+2,31°| 8,51+1,88° 7,93+1,68°
Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05). JN= Jovens Normais, AN= Adultos
normais, IN= ldosos normais, IR= indice de resisténcia, IP= indice de pulsatilidade, VPS= Velocidade de pico

sistolico, VDF= Velocidade diastdlica final, TAMV= Tempo médio da velocidade méaxima, DIR= Lado direito,
ESQ= Lado esquerdo.

VARIAVEL

Tabela 2: Valores médios e desvio-padrao dos parametros Doppler de garanhdes normais (n=30) de trés
faixas etarias diferentes (jovens, adultos e idosos), para cada lado da artéria capsular.

Artéria Capsular (Cap)
IJN AN IN
DIR ESQ DIR ESQ DIR ESQ

IR 0,66 +0,09° 0,68 +0,06° 0,66 +0,10° 0,69+0,10° | 0,67 +0,09° 0,65+0,11°

IP 1,26 £0,34* 1,32+0,21* | 1,22 +0,41® 1,58 +0,75| 1,35 +0,32* 1,39 +0,44°

VPS 15,07 £3,95* 17,43 +2,59° | 16,42 +£3,54® 17,62 +4,50%| 15,38 +2,47° 15,30 +2,73°

VDF 4,82+1,02° 5,55+1,12° 5,77 +1,49° 5,17+1,25° | 5,05+1,43* 5,42+2,00°

TAMV | 800+1,46° 9,04+1,36" | 8,78+1,75° 8,15+1,72* | 7,73+1,53° 7,77+2,13°
Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05). JN= Jovens Normais, AN= Adultos
normais, IN= Idosos normais, IR= Indice de resisténcia, IP= Indice de pulsatilidade, VPS= Velocidade de pico

sistolico, VDF= Velocidade diastdlica final, TAMV= Tempo médio da velocidade maxima, DIR= Lado direito,
ESQ= Lado esquerdo.

VARIAVEL

Tabela 3: Valores médios e desvio-padrdo dos parametros Doppler de garanhfes normais (n=30) de
trés faixas etarias diferentes (jovens, adultos e idosos), para ambos os testiculos (média dos dois
testiculos), na artéria supratesticular.

Artéria Supratesticular (Supra)
VARIAVEL JN AN IN

IR 0,82+0,08"° 0,79+0,07° 0,82 +0,06°

IP 2,31+0,68° 2,10+0,81° 2,71 +0,71°

VPS 23,43+6,79° 22,68 + 4,28ab 26,20 5,49b

VDF  4,07+1,64° 4,71+1,55" 4,55+1,47°

TAMV  865+2,33" 8,82+186° 8,22+1,76°

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05). JN= Jovens Normais, AN= Adultos

normais, IN= ldosos normais, IR= Indice de resisténcia, IP= indice de pulsatilidade, VPS= Velocidade de pico
sistélico, VDF= Velocidade diastélica final, TAMV= Tempo médio da velocidade méaxima.
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Tabela 4: Valores médios e desvio-padrdo dos pardmetros Doppler de garanhes normais (n=30) de
trés faixas etérias diferentes (jovens, adultos e idosos), para ambos os testiculos (média dos dois
testiculos), na artéria capsular.

Artéria Capsular (Cap)
VARIAVEL IN AN IN

IR 0,67+0,07° 0,67+0,10° 0,66 +0,09°

P 1,29+0,27° 1,40+0,61° 1,37 +0,38°

VPS  16,37+3,42° 17,00+4,00° 15,46+2,31°

VDF  522+1,12° 5,48+1,39° 5,24+1,71°

TAMV  857+1,47" 8,47+1,74° 7,75+1,81°
Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05). JN= Jovens Normais, AN= Adultos
normais, IN= ldosos normais, IR= Indice de resisténcia, IP= indice de pulsatilidade, VPS= Velocidade de pico

sistolico, VDF= Velocidade diastélica final, TAMV= Tempo médio da velocidade maxima.

Tabela 5: Valores médios dos parametros Doppler nas artérias supratesticular e capsular de testiculos
torcidos e contralaterais, de garanhdes jovens e adultos com tor¢do de 180°.

TORGAO DE 180°

JOVENS ADULTOS

T TC T TC

(n=15) (n=5) (n=9) (n=7)
SUPRA

IR 0,73 0,75 0,83 0,85

IP 1,77 1,83 2,41 2,82
VPS (cm/s) 19,21 20,67 23,42 22,89
VDF (cm/s) 4,93 5,01 4,04 3,08
TAMV (cm/s) 8,3 8,84 8,41 7,48

CAP

IR 0,6 0,61 0,67 0,63

IP 1,09 1,14 1,32 1,66

VPS (cm/s) 15,63 16,69 16,2 17,1
VDF (cm/s) 6,04 6,34 5,37 5,11

TAMV (cm/s) 8,76 9,19 8,49 7,8

TT= Testiculos torcidos, TC= Testiculos contralaterais, SUPRA= Artéria supratesticular, CAP= Artéria capsular,
IR= indice de resisténcia, IP= Indice de pulsatilidade, VPS= Velocidade de pico sistélico, VDF= Velocidade
diastolica final, TAMV= Tempo médio da velocidade maxima.
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Figura 12:. Espectros demonstrando os padrdes de formato de ondas produzidos na artéria
supratesticular. A) formato de ondas com padrdo bifasico e resistivo; B) formato de ondas com padréao
trifasico e resistivo (fluxo diastélico retrdgrado); C) formato de ondas com padrdo monofasico altamente
resistivo (auséncia de diastole). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 13: Espectros demonstrando os padrdes de formato de ondas produzidos na artéria capsular.
A) formato de ondas com padrdo monofasico e ndo-resistivo; B) formato de ondas com padrao
bifasico e ndo-resistivo. Fonte: Arquivo pessoal.

Na analise entre as faixas etéarias, os paramentros IP E VPS na regido da artéria
supratesticular apresentaram diferencas significativas. O IP foi maior nos testiculos esquerdos
de IN em relacéo aos testiculos direitos de JN e AN (P<0,001) (TABELA 1 e FIGURA 14A)
e 0 VPS foi maior no grupo de IN em relagéo aos JN (P<0,041) (TABELA 3 e FIGURA 14B).
N&o foi observada nenhuma diferenca na regido da artéria capsular para nenhumas das varidveis
(P>0,05) (TABELA 2 e 4). Em todas as faixas etarias as correlagdes entre parametros Doppler

e idade ndo foram significativas (Pearson R: 0,01-0,30).
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Figura 14: Comparagdo entre testiculos normais (direito e esquerdo) e entre faixas etarias (jovens,
adultos e idosos) na regido da artéria supratesticular (Supra). A: Indice de pulsatilidade (IP); B: VVolume
de pico sistolico (VPS). Letras diferentes dentro de uma faixa etéria ou entre faixas etéarias diferem

significaticamente (P<0,05).

Nos garanhdes jovens, ao comparar testiculos normais (n=20) com testiculos torcidos
(n=15) e contralaterais (n=5), os testiculos torcidos apresentaram menor IR que o0s testiculos
normais na artéria supratesticular (P<0,001) (FIGURA 15A). No grupo de adultos, o valor de
VDF foi inferior nos testiculos contralaterais (n=7) em relacdo aos testiculos normais (n=20),
também na artéria supratesticular (P<0,001). E ao avaliar os testiculos torcidos (n=9) dos
adultos, houve tendéncia para valores inferiores de VDF em relacdo aos testiculos normais

(FIGURA 15B). Na regido da artéria capsular ndo foi observada nenhuma diferenca para

nenhumas das variaveis (P>0,05).

Para os quatro casos de hidrocele, as medidas de IR apresentaram-se superiores as
medidas de garanhdes com torcao bilateral do corddo espermatico (P<0,033) (FIGURA 16A) e
também foram observadas diferencas deste indice entre os lados com hidrocele, com valor

superior de IR nos testiculos esquerdos, na regido da artéria supratesticular (P<0,001) (FIGURA

16B).
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Figura 15: Comparacdo dos parametros Doppler de testiculos normais, testiculos torcidos e
contralaterais, de garanhdes jovens e adultos, na regido da artéria supratesticular (Supra). A: Indice de
resisténcia (IR); B: Velocidade diastdlica final (VDF). Letras diferentes dentro de uma faixa etéaria ou

entre faixas etérias diferem significaticamente (P<0,05).
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Figura 16: Comparacdo do indice de resisténcia (IR) na artéria supratesticular entre os grupos de
patologia testicular: normal, tor¢do unilateral, torcao bilateral e hidrocele. A: entre grupos de patologia;
B: entre testiculos (direito e esquerdo) dos grupos de patologia avaliados. Letras diferentes entre 0s
grupos e entre testiculos diferem significaticamente (P<0,05).
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No trajeto da artéria testicular, do corddo espermatico (Supra) para o aspecto marginal
do testiculo (Cap), em todos os grupos (normal, torcido e contralateral) das faixas etarias
avaliadas (jovens e adultos), os valores de IR, IP e VPS diminuiram (FIGURA 17). Em
contrapartida, VDF aumentou no aspecto marginal em comparacdo com o aspecto contorcido
da artéria testicular (FIGURA 18A). Quanto ao valor de TAMV, tanto Supra quanto Cap
forneceram valores similares (FIGURA 18B). As medidas de Supra e Cap foram positivamente
correlacionadas, com correlacdo moderada nos indices IR (R=0,44) e IP (R=0,53), e fraca nas
velocidades VPS (R=0,35) , VDF (R=0,23) e TAMV (R=0,34) (FIGURA 19).
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Figura 17: Andlise das diferencas pareadas entre as medidas Supra (supratesticular) e Cap (capsular)
nos parametros Doppler realizadas no mesmo testiculo. A: indice de resisténcia (IR); B: indice de
pulsatilidade (IP); C: velocidade de pico sistélico (VPS). Valores acima da linha do zero indicam que
as medidas Supra foram maiores que as respectivas medidas Cap.
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Figura 18: Analise das diferencas pareadas entre as medidas Supra (supratesticular) e Cap (capsular)
nos parametros Doppler realizadas no mesmo testiculo. A: velocidade diastélica final (VDF); B: tempo
médio da velocidade méaxima (TAMV). Valores abaixo da linha do zero indicam que as medidas Supra
foram menores que as respectivas medidas Cap, e valores na regido média indicam que as medidas Supra

foram iguais as respectivas medidas Cap.
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Figura 19: Correlagdo entre as medidas Supra e Cap para os parametros Doppler: indice de resisténcia
(IR), indice de pulsatilidade (IP), velocidade de pico sistolico (VPS), velocidade diastolica final (VDF),
tempo médio da velocidade maxima (TAMV). P<0,05 indica correlagdo significativa. Quanto mais
préximo de 1 for o valor R, sendo positivo ou negativo, mais forte é a evidéncia de que h& correlagdo

entre as variaveis.

Foram observadas diferencas no VTT entre as faixas etarias, com menores valores de
VTT para JN gquando comparado com AN e IN (P=0,001). Ja entre AN e IN os valores foram
similares (P>0,05) (FIGURA 20A). Também ndo observou-se diferencas entre os lados para
nenhum grupo e faixa etaria (P>0,05). J& entre os grupos com hidrocele e os grupos com torcéo
bilateral e unilateral, os valores foram superiores para os garanhdes com hidrocele (P<0,01)
(FIGURA 20B).

Avaliou-se a correlagdo entre VTT e os pardmetros Doppler para a faixa etaria de jovens
até a faixa etaria de adultos, ou seja, a fase de crescimento testicular. Observou- se que 0s
valores de IR Cap, IP Supra, IP Cap e VPS Cap foram positivamente correlacionados com VTT
nos JN (P<0,03), e os parametros IR Supra e VPS Supra foram positivamente correlacionados
com VTT tanto nos JN quanto nos AN (P<0,03). JA& VDF Supra foi negativamente
correlacionado com VTT em JN (P<0,001) (TABELA 6).
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Figura 20: A: Comparacdo do volume testicular total (VTT) entres as faixas etarias: jovens, adultos e
idosos; B: Comparacdo do VTT entre os grupos de patologia testicular: normal, tor¢do unilateral, tor¢éo
bilateral e hidrocele. Letras diferentes entre os grupos diferem significativamente (P<0,05).

Tabela 6: Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os parametros Doppler espectral e volume
testicular total (VTT) nas faixas etarias de jovens e adultos nas artérias supratesticular e capsular.

Artéria Supratesticular (SA)

Artéria Capsular (CA)

Faixa etdria| Medida IR IP VPS VDF

Jovens VIT 0,52 0,54 0,36 -0,48
P<0,001* P<0,001* P=0,018* P=0,001*

Adultos VT 0,35 0,19 0,41 -0,12

P=0,031* P=0,256 P=0,01* P=0,465

TAMV
-0,14
P=0,373

0,1
P=0,562

IR IP VPS VDF TAMV
0,33 0,36 0,41 0,13 0,23

P=0,029* P=0,016* P=0,006* P=0,406 P=0,13
-0,09 0,03 0,13 0,18 0,1

P=0,591 P=0,875 P=0,425 P=0,28 P=0,563

* Correlagdo significativa entre parametros Doppler e volume testicular total (P<0,05). IR= Indice de resisténcia,
IP= indice de pulsatilidade, VPS= Velocidade de pico sistélico, VDF= Velocidade diastélica final, TAMV=
Tempo médio da velocidade maxima, VTT= Volume testicular total.
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7. DISCUSSAO

Pelo conhecimento dos presentes autores, esta € a primeira vez que se avalia o perfil de
fluxo sanguineo das artérias testiculares de grupos homogéneos de garanhdes exclusivamente
da raca Mangalarga Marchador, com énfase para garanhdes com tor¢éo do cordao espermatico
e garanhBes normais de diferentes faixas etarias. Esta selecdo foi realizada com base na
necessidade de padronizacédo dos parametros Doppler de acordo com as particularidades da raca
e da idade, com o propésito de uniformizar e proporcionar valores de referéncia de normalidade
para a raga Mangalarga Marchador e para cada faixa etaria. Além disso, visando a utilizagao da
ultrassonografia Doppler como método diagnostico precoce de afecgdes testiculares, levando
em consideracdo principalmente os altos indices de subfertilidade dentro da raca e a falta de
relatos a respeito dos possiveis danos da torcdo do corddo espermaético a perfusao testicular dos
garanhdes.

Os padrdes de formato de ondas obtidos a partir da avaliacdo do fluxo sanguineo da
artéria supratesticular foram principalmente resistivos e bifasicos e na regido marginal do
testiculo, na artéria capsular, a maioria foram ndo-resistivos e monofasicos. Os achados de
Pozor (2004) relataram 0 mesmo padréo de ondas e resistividade citados anteriormente, tanto
na regido do corddo espermartico quanto na regido marginal. Essa caracteristica de
resisitividade das ondas na artéria supratesticular pode ser decorrente da anatomia da artéria
nesta regido, altamente contorcida e longa, o que favorece um aumento da resisténcia ao fluxo
sanguineo (Setchell, 1970; Pozor, 2004).

Os resultados aqui encontrados revelaram maior VPS nos garanhdes idosos (VPS
médio=26,20 cm/s) em relacdo aos jovens (VPS médio=23,43 cm/s), e ao comparar a diferenca
entre testiculos, o IP dos testiculos esquerdos dos idosos (IP médio=2,91) foram superiores aos
IP dos testiculos direitos de garanh@es jovens (IP médio=2,23) e adultos (IP médio=1,75), na
regido da artéria supratesticular. No estudo de Pozor e McDonnell (2004) foram descritos
valores inferiores de VDF e maior IR em garanhdes mais velhos. Apesar de diferentes as
variaveis, ambos achados sugerem menor perfusdo sanguinea testicular em garanhdes idosos,
possivelmente relacionada a processos degenerativos, com consequente aumento da resisténcia
ao fluxo sanguineo (Mohamed et al., 2020). O maior valor de IP nos testiculos esquerdos pode
estar relacionado ao fato dos testiculos e epididimos esquerdos se desenvolverem mais cedo e
crescerem mais rapidamente que os testiculos direitos na maioria dos garanhdes (Nishikawa,
1959), somado a caracteristica de descida mais lenta dos testiculos esquerdos de equinos para
0 escroto durante o processo de descida testicular (Bergin et al., 1970). Portanto, uma hipétese
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para a diferenca na perfusdo entre testiculos, € que os testiculos esquerdos estejam sujeitos a
um processo degenerativo maior, devido ao tempo superior de permanéncia na cavidade

abdomial.

Segundo a literatura, a torcdo do cordao espermatico leva a oclusdo da vascularizacao
testicular e aumento da resisténcia vascular (Dogra et al., 2001; Schumacher, 2012). De acordo
com o tempo e com a gravidade da tor¢do pode haver desde reducdo da velocidade diastolica
ou fluxo diastolico retrégrado, até auséncia de fluxo arterial, como resultado do aumento da
resisténcia ao fluxo (Dogra et al., 2001). Estudos em humanos relataram maior IR e fluxo
diastolico retrogrado nos casos de tor¢des inferiores a 360° (Pavlica e Barozzi, 2001) e em
garanhdes também foi referido fluxo diastolico retrégrado em um caso de tor¢do do corddo
espermatico de 180° (IR=0,90), no qual foi sugerido efeito dessa condicdo sobre a
vascularizacdo e funcéo testicular, mesmo na auséncia de sinais clinicos evidentes (Pozor e
McDonnell, 2004). Contrariando esses achados, o presente estudo destacou menor IR nos
testiculos torcidos de garanhdes jovens (IR médio=0,73) na artéria supratesticular, quando

comparado a testiculos normais (IR médio=0,82) de animais da mesma faixa etaria.

Uma hipotese para explicar a menor resisténcia e consequentemente maior fluxo
sanguineo para os testiculos torcidos de animais jovens, é a ocorréncia de uma dilatacéo
secundaria do vaso como mecanismo de compensacao do nivel de fluxo sanguineo, ou devido
a uma dilatacdo do vaso decorrente da prépria estase sanguinea abaixo do ponto de tor¢éo.
Outra hipotese é considerar uma lesdo de isquemia seguida de reperfusdo, este evento estimula
a producdo de espécies reativas de oxigénio com atracdo de células de defesa, produzindo
reacdo inflamatoria e consequente aumento do fluxo sanguineo (Anaya-Prado et al., 2002).
Casos de isquemia-reperfusdo ndo tém efeito somente local, mas afeta também érgéos remotos,

neste caso, os corddes e testiculos adjacentes (Takhtfooladi et al., 2012).

Em relacdo aos efeitos da torcdo unilateral no testiculo contralateral, pelo conhecimento
dos presentes autores ainda nao se tem estudos em equinos. As analises da artéria supratesticular
de garanhdes adultos realizadas neste estudo revelaram menor VDF em testiculos contralaterias
(VDF médio= 3,08 cm/s) em relagdo a testiculos normais (VDF medio= 4,71 cm/s). Ademais,
os testiculos torcidos (VDF médio= 4,04 cm/s) demonstraram tendéncia para menores valores
de VDF que testiculos normais. Estes achados estdo em consonancia com a literatura, no qual
as analises experimentais em coelhos e leitdes revelaram que a torg&o unilateral produziu
diminuicdo imediata e depois progressiva no fluxo sanguineo do testiculo contralateral,

enquanto a detorsdo foi seguida por um aumento gradual do fluxo (Tanyel et al., 1989; Nguyen
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et al., 1999). Em hipotese, essas oscilagGes na perfusdo sdo responsaveis por causar hipdxia e
consequente dano ao tecido de testiculos torcidos e contralaterais (Jacobsen et al., 2020). Em
contrapartida, no estudo de Melikoglu e colaboradores (1992) foi visto um aumento no fluxo
sanguineo dos testiculos contralaterais de ratos no 15° dia ap6s a tor¢édo, no qual acredita-se que
esse aumento do fluxo, seguido de aumento da temperatura testicular, seja o responsavel por
causar danos aos testiculos contralaterais em tor¢Ges prolongadas, e que o aumento no fluxo
sanguineo seja causado por mediadores vasoativos (Melikoglu et al., 1992). Outra teoria é que
a torcdo cause a ruptura da barreira hemato-testicular e uma vasoconstricdo do testiculo
contralateral, dando inicio a um processo imunolégico, no qual as imunoglobulinas néo
reconhecem 0s antigenos dos espermatozoides, atacando-os e reduzindo a concentracdo e
motilidade espermatica (Arora et al., 1999). Portanto, os achados encontrados no presente
trabalho séo relevantes para alertar sobre os danos da tor¢do do corddo espermatico para a
perfusdo testicular de garanhdes e reforcam as teorias de reducdo da perfusdo sanguinea néo
somente para o0s testiculos afetados pela tor¢do, mas também para os contralaterais.

Quanto aos efeitos da hidrocele sobre a impedancia vascular, nos garanhdes ainda sao
escassos 0s relatos. Foi relatada a presenca de fluxo sanguineo turbulento em um caso grave
de hidrocele em garanhdo (Pozor e McDonnell, 2004), mas ndo foram descritas informagdes a
respeito dos parametros Doppler. No presente estudo foi avaliado o perfil de fluxo sanguineo
testicular de quatro garanhdes com hidrocele, com quantidade consideravel de fluido entre os
folhetos da tdnica vaginal ao redor dos testiculos e epididimos. Ao relaciona-los com animais
com torcdo do corddo espermatico bilateral, os garanhdes com hidrocele apresentaram maior
IR na regido do corddo espermatico, o que estd de acordo com o0s estudos em humanos que
descreveram aumento de IR e IP em testiculos com hidrocele, com auséncia de fluxo diastélico
retrégrado. No entanto, foi observado fluxo retrogrado e reducdo da resisténcia apds a
hidrocelectomia e eliminacdo do efeito da pressdo (Nye e Prati, 1997; Mihmanli et al., 2004).
Uma possivel explicagéo para esse aumento da resisténcia vascular em testiculos com hidrocele,
a ponto de ser ainda maior que nos testiculos torcidos, é a obstrucdo do retorno venoso ou
linfatico devido a pressao pelo edema, que pode aumentar a resisténcia vascular (Mihmanli et
al., 2004). H& também a hipotese de lesdo dos tabulos seminiferos, com deposicéo de tecido
fibrotico e desorganizacdo das celulas espermaticas, com consequente reducdo espacial dos
vasos e aumento da resisténcia (Singh et al., 1989). O fato do IR ter sido mais elevado nos
testiculos esquerdos, possivelmente é decorrente do grupo avaliado, que continha dois animais

com hidrocele esquerda, um com hidrocele bilateral e apenas um com hidrocele direita.
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Nossa analise com a ultrassonografia Doppler espectral em garanhdes jovens e adultos
mostrou uma progressiva reducao nos valores de IR, IP E VPS no trajeto da artéria testicular
do cordao espermatico para a borda caudal dos testiculos, com exce¢do de VDF que aumentou.
Achados estes, que corroboram com outros estudos que também descreveram a reducdo dos
indices e aumento da velocidade no decorrer do corddo esperméatico em direcdo aos testiculos
(Pozor e McDonnell, 2004; Gacem et al., 2020). Os resultados encontrados no presente estudo
e em estudos anteriores podem ser justificados pela anatomia da artéria testicular, que além de
muito longa, se mostra altamente contorcida ao entrar na regido do corddo espermatico
(Setchell, 1970), portanto, a resisténcia vascular nessa regido é alta e consequentemente ha
menor fluxo sanguineo para os testiculos, menor tensao de oxigénio e menor pressao capilar do

gue em outros 6rgdos (Sweeney et al., 1991).

A anatomia da artéria testicular (longa e contorcida) é importante para facilitar a troca
de calor efetiva entre a artéria e veia testicular na altura do corddo espermaético, para que ocorra
o resfriamento do sangue arterial que chega aos testiculos. Em relagdo aos testiculos, ao que
tudo indica, as células espermaticas estdo adaptadas a esse ambiente de baixa perfusdo e
oxigenacdo (Bergh et al., 2001), o que enfatiza a importancia da perfusdo adequada para 0s
testiculos e de um método diagndstico sensivel capaz de captar minimas alteragdes vasculares
ainda ndo detectadas fisiologicamente, pois uma minima alteragdo na vascularizacdo, ainda que
aparentemente insignificante, pode levar a falha relevante na oxigenacao, visto que, como dito

anteriormente, a perfusdo e oxigenacao testicular € naturalmente baixa.

A avaliacdo com o Doppler espectral da artéria testicular na regido do cordéo
espermatico (artéria supratesticular) parece apresentar maior sensibilidade em relacdo a
avaliacdo na regido marginal do testiculo (artéria capsular), no qual para todos 0s grupos e
variaveis ndo foram encontradas diferencas estatiticas nesta ultima. Essa auséncia de resultados
e menor sensibilidade da artéria capsular provavelmente é devido a seu menor diametro quando

comparada com a artéria supratesticular (Budras et al., 2007).

Os valores para VTT de garanhdes jovens avaliados neste experimento foram menores
do que 0 VTT de garanhdes adultos e idosos, resultados similares a outros estudos que relataram
gue a idade influéncia no tamanho testicular (\Voss et al., 1979), onde testiculos de garanhdes
de dois a trés anos possuem tamanhos semelhantes a testiculos de garanhdes de quatro a seis
anos, sendo estes menores do que na idade de sete anos ou mais (Thompson et al., 1979).
Encontramos também um aumento significativo no volume testicular de animais com hidrocele

quando comparados com animais com tor¢do do corddo espermatico, essa diferenca de volume
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provavelmente é decorrente das alteracbes causadas pela hidrocele ja citadas anteriormente,
como edema e aumento da pressdo hidrostatica (Mihmanli et al., 2004), assim como, pela
desorganizacdo das células espermaticas, deposicao de fibrose e espessamento da membrana
basal (Singh et., 1989).

Contrariando o estudo de Pozor et al. (2014) que demonstrou correlagdo negativa entre
IR e IP com volume testicular de seis garanhdes maduros (sete a doze anos), neste estudo os
resultados revelaram correlacéo positiva entre IR, IP, VPS com VTT tanto na regido da artéria
supratesticular quanto na artéria capsular de JN e AN, e correlacdo negativa entre VDF com
VTT na artéria supratesticular de JN. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de no presente
estudo a maioria dos animais incluidos no teste de correlacdo de Pearson (30 meses a nove
anos) ainda estarem na fase de crescimento testicular, que ocorre até aproximadamente sete
anos de idade (Thompson et al., 1979). Portanto, ainda sujeitos a variacdes nos parametros de

perfusdo sanguinea.

8. CONCLUSAO

As analises evidenciaram menor perfusdo sanguinea testicular em garanhdes idosos, assim
como, alteracdo de fluxo sanguineo em testiculos torcidos (180°), testiculos contralaterais e em
testiculos com hidrocele. Ademais, a artéria supratesticular revelou maior sensibilidade na

avaliacdo Doppler espectral em relagdo a artéria capsular.

Conclui-se que a ultrassonografia Doppler espectral é uma ferramenta eficaz no
monitoramento da perfusao testicular de garanhdes e, se revela um método promissor para o

diagnostico das afecgdes testiculares associadas com disturbios vasculares.
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