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TERMOGRAFIA E ULTRASSONOGRAFIA DOPPLER DO PLEXO PAMPINIFORME E
TERMOGRAFIA DO ESCROTO DE TOUROS: CORRELACAO COM A QUALIDADE DO
SEMEN.

RESUMO - O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo e
chegou a 212,8 milhGes de cabecas em 2011. Foram comercializadas 12,3 milhdes
de doses de sémen bovino em 2012. O efetivo de fémeas bovinas em idade
reprodutiva é 61,4 milhdes e a utilizacdo de duas doses de sémen por vaca estima-
se que 10% do rebanho nacional esta sendo inseminado. A fertilidade € uma
importante caracteristica nos sistemas produtivos e o macho de grande importancia.
Utilizando a termografia infravermelha (TIV) e ultrassonografia Doppler a
termorregulacéo e o fluxo sanguineo foram avaliados em touros. Dois grupos de seis
touros foram avaliados por um ano e os dados obtidos da termografia — temperatura
global do plexo (TGP), temperatura global do escroto (TGE), temperatura do plexo
esquerdo (TPE), temperatura do plexo direito (TPD), temperatura do escroto
esquerdo (TEE), temperatura do escroto direito (TED) e da ultrassonografia Doppler
— velocidade sistélica maxima (VSM), velocidade diastdlica final (VDF), indice de
pulsatilidade (IP), indice de resisténcia (IR) e a temperatura ambiental (TA) foram
correlacionados com os espermogramas. Foram observadas correlacdes positivas e
negativas entre as variaveis da TIV e US Doppler com as varidveis dos
espermogramas e conclui-se que a TIV permite a observacdo de alteracbes
precoces da temperatura do plexo e escroto; a US Doppler demonstrou correlacdes
entre a VDF, IR e IP com qualidade do sémen; de acordo com este estudo touros
com qualidade de sémen superior apresentaram menor impedancia vascular das
artérias testiculares.

Palavras-Chave: Ultrassom, Doppler, indices, temperatura, touros, espermograma.
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THERMOGRAPHY AND DOPPLER ULTRASONOGRAPHY OF THE
PAMPINIFORM PLEXUS AND THERMOGRAPHY OF THE SCROTUM OF BULLS:
CORRELATION WITH SEMEN QUALITY.

ABSTRACT - Brazil has the largest commercial cattle herd in the world and
reached 212,8 million head in 2011. 12,3 million doses of bovine semen were sold in
2012. Effective from cows of reproductive age is 61,4 million and the use of two
doses of semen per cow is estimated that 10 % of the national herd is being
inseminated. Fertility is an important feature in production systems and the bull has
great importance. Using infrared thermography (IRT) and Doppler ultrasonography
thermoregulation and blood flow were evaluated in bulls. Two groups of six bulls
were evaluated for a year and the data of thermography - global temperature plexus
(GTP), global temperature of the scrotum (GTE), temperature of the left plexus (TLP),
temperature of the right plexus (TRP), temperature the left scrotum (TLE),
temperature of the right scrotum (TRE) and Doppler ultrasonography - peak systolic
velocity (PSV ), end diastolic velocity (EDV), pulsatility index (PI), resistance index
(RI) and room temperature (RT) were correlated with semen analyzes. Positive and
negative correlations were found between the variables of IRT and US Doppler
variables of semen analyzes and concludes that IRT allows observation of early
changes of the plexus and scrotal temperature; Doppler US demonstrated
correlations between EDV, RI and IP with semen quality; according to this study bulls
with superior quality of semen showed lower vascular impedance of the testicular
arteries.

Keywords: Ultrasound, Doppler, indices, temperature, bulls, sperm count.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui atualmente o maior rebanho bovino comercial do mundo. Em
2011, o efetivo de bovinos foi de 212,8 milhdes de cabecas. Comparando-se 0s
anos de 2011 e 2010 houve crescimento de 1,6% do efetivo nacional (IBGE, 2011).

No ano de 2008 somente 6% do total de fémeas em reproducdo estavam
sendo inseminadas no Pais (BARBOSA, R. T.; MACHADO, R., 2008). Em 2012
foram comercializadas 12,3 milhdes de doses de sémen bovino, destas 6,5 milhdes
nacionais e 5,8 milhdes importadas (ASBIA, 2012). Se considerarmos o efetivo de
61,4 milhdes de fémeas bovinas em idade reprodutiva (ANUALPEC, 2012) e a
utilizacdo de duas doses de sémen por vaca pode-se estimar que 10% do rebanho
nacional esta sendo inseminado.

A fertilidade é uma das mais importantes caracteristicas a ser considerada,
tanto nos sistemas produtivos de carne quanto nos de leite (BARBOSA, R. T,
MACHADO, R.; BERGAMSCHI, M. A. C. M., 2005) sendo o macho de grande
importédncia em qualquer programa de melhoramento. A taxa de concepgdo em
programas de inseminacédo artificial (IA) pode depender, em parte, da qualidade e
guantidade dos espermatozoides produzidos por um touro em um centro de colheita
e processamento de sémen (CCPS) (HAHN et al., 1999).

Fotoperiodo, temperatura, umidade relativa do ar, nutricdo, doencas
infecciosas e parasitarias, sao fatores que podem afetar negativamente a producéo
animal (CHEMINEAU, 1994) e as variacdes sazonais ocorridas com a producao
espermatica e qualidade do sémen ndo podem ser atribuidas somente ao aumento
da temperatura ambiental (BRITO et al., 2002b).

E bem estabelecido que, em animais com escroto, o testiculo é geralmente de
2 a 6°C mais frio que a temperatura abdominal, condicdo esta, essencial para a
espermatogénese normal (WAITES, 1970; SETCHELL, 1978; COULTER e
KASTELIC, 1994) e a temperatura testicular elevada tem efeito adverso sobre a
espermatogénese e fertilidade (BARTH e OKO, 1989). O escroto, testiculos e
vascularizacédo testicular tém funcdo na manutencdo da temperatura testicular
abaixo da temperatura central do corpo (SETCHELL, 1978; COULTER e KASTELIC,



1994) e os testiculos nos bovinos sdo mantidos abaixo da temperatura corporal
central através de um processo de oposicdo de gradientes de temperatura
complementares (KASTELIC, COOK e COULTER, 1997).

Apesar do efetivo crescimento do rebanho bovino brasileiro e da
comercializacdo do sémen, demonstrados em numeros, fica explicito o potencial de
crescimento favoravel deste setor e de acordo com Brito et al. (2002a) a elucidacdo
de fatores que afetam a qualidade e producéo do sémen € de extrema importancia
para a industria da IA.

Neste contexto, as tecnologias de diagndstico por imagem podem ser
utilizadas na avaliagdo clinica da termorregulacdo e no diagnéstico preditivo e
efetivo de afeccbes escrotais e testiculares em touros.

Portanto, neste estudo avaliou-se o potencial e viabilidade da termografia
infravermelha (T1V) e ultrassonografia (US) Doppler como métodos complementares
dos exames de rotina em CCPS. Deste modo os dados obtidos através das duas
técnicas nas avaliacbes escrotais e das artérias testiculares foram correlacionados

com as temperaturas ambientais e espermogramas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Métodos de diagnoéstico por imagem utilizados na avaliacdo do

escroto e testiculos

2.1.1. Ultrassonografia

Desde 1980 a US tem sido utilizada em equinos e bovinos e permitiu um dos
passos mais importantes para o0 estudo e compreensdao de eventos
anatomofisiol6gicos em tempo real (PIERSON e ADAMS, 1995).

Entretanto, poucos estudos demonstrando o desenvolvimento do manejo
reprodutivo de touros tém sido realizados (EILTS e PECHMAN, 1988), comparado a
utilizacdo da técnica em fémeas equinas ou bovinas. Destes estudos cerca de 95%
séo direcionados a fisiologia reprodutiva das fémeas (GRIFFIN e GINTHER, 1992 e
RIBADU e NAKAO, 1999). Hahn et al. (1999) sugerem que devido a complexidade
da reproducdo e do arranjo anatomico interno do sistema reprodutor feminino, nao
surpreende que a maioria dos estudos sejam sobre fémeas e afirmam que existem
muitos estudos sobre a reproducdo de machos onde a US poderia ter sido incluida
como um elemento util.

As aplicagbes clinicas da US na medicina veterindria sdo amplamente
conhecidas e inumeros profissionais utilizam a tecnologia diariamente (POZOR,
2005). A US utiliza ondas sonoras de alta frequéncia para produzir imagens em
variados cortes dos tecidos e 6rgaos internos e externos. As ondas sao produzidas
por vibracbes de cristais piezelétricos localizados no transdutor, na verdade um
transceptor, que atua emitindo pulsos e recebendo ecos. As vibracfes dos cristais
sdo determinadas por pulsos de corrente elétrica. A propor¢cdo de ondas sonoras
refletidas dos tecidos de volta ao transdutor € convertida em corrente elétrica e
exibida como um ponto na tela do equipamento em varios tons de cinza e do preto
ao branco (RANTANEN e EWING, 1981).



Na atualidade a maioria dos equipamentos de US utilizados para diagndésticos
em bovinos € em modo B e de tempo real. Nesta modalidade a imagem € uma
exposicao bidimensional de pontos cujo brilho é proporcional a amplitude dos ecos
refletidos e retornados ao transdutor e o tempo real se refere a capacidade de
movimentos da imagem, por exemplo, batimentos cardiacos ou movimentos fetais
(RIBADU e NAKAO, 1999).

A US tém a vantagem de ser um método néo invasivo (RIBADU e NAKAO,
1999; ARAVINDAKSHAN et al., 2000; MONINA et al., 2000) de modo que exames
do trato reprodutivo do animal podem ser repetidos (RIBADU e NAKAO, 1999) sem
prejudicar seu potencial reprodutivo (ZALESKY, 1993; RIBADU e NAKAO, 1999);
apresenta imagem da arquitetura interna dos tecidos moles e pode fornecer
informacdes de caracteristicas anormais do testiculo e epididimo complementando o
exame clinico (AHMAD, NOAKES e SUBANDRIO, 1991) aumentando as chances de
diagnostico de enfermidades focais e multifocais como: cicatrizes, neoplasias e
abscessos (PECHMAN e EILTS, 1987).

Portanto, a US € uma ferramenta apropriada para a avaliacdo das afeccoes
testiculares e escrotais de touros e pode ser realizada com equipamentos portateis
fornecendo informag0es acerca da estrutura testicular que de outra maneira nao se
poderia obter a campo (PECHMAN e EILTS, 1987).

Diversos autores, utilizando a US no modo B em tempo real realizaram
estudos avaliando o sistema reprodutivo de touros. Eilts e Pechman (1988)
descreveram as caracteristicas morfoldgicas do testiculo e Cartee et al. (1989)
determinaram a correlagdo da US com circunferéncia testicular, peso e volume e
Weber, Hilt e Woods (1988) realizaram a varredura das glandulas sexuais
acessorias.

Gabor et al. (1998) sugeriram que o padrao ultrassonogréafico do testiculo tem
alta correlagdo com a area dos tubulos seminiferos indicando que a tecnologia tem
potencial consideravel para a avaliacdo da funcéo testicular em touros.

Bailey et al. (1998) compararam a confiabilidade da US e paquimetro na
mensuragao do comprimento e largura testicular e demonstraram a confiabilidade do

uso de paquimetro e US para o procedimento, entretanto, para a mensuracdo do



comprimento testicular, a utilizacdo do paquimetro foi mais facil e demonstrou maior
grau de preciséao.

Heath et al. (2002) utilizando touros clinicamente normais, realizaram estudo
para determinar se agulha de bidpsia aspirativa era prejudicial a funcao testicular. A
US foi um dos métodos selecionados para avaliar os animais e péde detectar areas
hiperecoicas que correspondiam as areas de penetracdo da agulha de bidpsia.

Koivisto et al. (2002) utilizaram a US, como exame complementar, para
avaliar o funiculo espermatico e o parénquima testicular de um bovino com
varicocele.

Barth et al. (2008) utilizaram a US para determinar a relacdo de fibrose
testicular e baixa qualidade do sémen em touros e concluiram que houve indicacdes
de que durante o processo ativo que leva a fibrose a espermatogénese foi
prejudicada.

Afora a US em modo B, existe a US Doppler que pode ser utilizada na
avaliacao testicular de touros.

A US Doppler tém apresentado um impacto crescente na medicina e na
ciéncia ha mais de duas décadas, mas € uma iniciante em relacdo a teriogenologia e
pesquisas com animais (GINTHER e UTT, 2004) e at¢é o momento, nao foi
compilado na literatura consultada nenhuma descricdo da US em modo Doppler na
avaliacao testicular de touros.

A US Doppler sobrepbem a imagem em modo B, informaces do fluxo
sanguineo, produzindo imagem com informacfes anatbmicas, funcionais e em
tempo real (GINTHER e UTT, 2004) tornando-se método de escolha para avaliar a
vascularizacdo dos varios érgédos, incluso os testiculos. Na medicina humana esta
tecnologia é utilizada para avaliar o fluxo sanguineo da artéria testicular e no
diagnéstico de afeccdes testiculares associadas as alteracdes do fluxo sanguineo,
como a torgdo do funiculo espermatico, infarto testicular ou varicocele (Aydos et al.,
1993; Sidhu, 1999; Pavlica e Barozzi, 2001; Sriprasad et al., 2001; citados por
POZOR; 2004).

Sabe-se que suprimento sanguineo adequado é crucial para a funcdo
testicular e que lesdes vasculares afetam significativamente a espermatogénese e 0

volume testicular e podem ocasionar danos permanentes na producdo espermatica



do testiculo afetado e do contralateral (Paduch et al., 1997; Oguzkurt et al, 1998;
Tarhan et al., 2000; Bergh et al., 2001; Kass et al., 2001; Vigueraz et al., 2004,
citados por POZOR, 2007).

A representacdo das imagens na US Doppler é constituida de maneira
resumida de dois modos basicos: o modo espectral e o0 modo colorido. O modo
espectral, utilizado para avaliacbes dos vasos sanguineos, produz na tela uma
representacdo grafica da dinamica vascular em forma de onda senoidal onde cada
ciclo representa um ciclo cardiaco completo. As analises dessa onda permitem
encontrar dados relacionados as velocidades do ciclo cardiaco e caracteristicas do
fluxo sanguineo, por exemplo: volume por minuto. Em vasos de pequeno calibre e
tortuosos, onde cortes longitudinais ndo sao possiveis, este modo permite a
utilizacao de indices para mensurar a hemodinamica do 6rgdo ou tecido e 0s mais
utilizados sédo o indice de resisténcia (IR) e indice de pulsatilidade (IP). O modo
colorido sobrepbe a imagem no modo B as regides coloridas referentes as
velocidades do fluxo sanguineo de um tecido ou 6rgéo; desta forma a extenséo da
area vascularizada pode ser estimada e avaliada de modo subjetivo em tempo real e
objetivo por andlises das imagens gravadas, permitindo uma melhor avaliacéo
funcional da estrutura avaliada (SILVA, 2010).

Pozor (2004) concluiu que a caracterizacdo do fluxo sanguineo testicular do
garanhao pela US Doppler é possivel, e provavelmente vai se tornar uma ferramenta
Gtil para a avaliacdo objetiva dos testiculos do garanhéo, particularmente nos casos
de doencas escrotais. De modo anélogo, esta tecnologia pode vir a ser utilizada,
com frequéncia e na rotina, para a avaliacao testicular de touros, tornando-se uma
importante aliada do médico veterinario.

Portanto, estudos devem ser realizados em touros para obtencédo de dados e
melhor verificacdo da viabilidade da US Doppler como instrumento auxiliar de
diagnoéstico de afecgdes funiculares e testiculares que possam influenciar

negativamente a producédo de sémen de alta qualidade.



2.1.2. Termografia Infravermelha (TIV)

A TIV é uma técnica moderna, nao invasiva e segura de visualizacéao do perfil
térmico (KNiZKOVA et al., 2007). O sistema é capaz de obter a temperatura corporal
mensurando a radiacdo infravermelha emitida pela superficie do corpo (ARORA et
al., 2008) e ndo requer contato fisico direto com a superficie monitorada,
possibilitando a leitura a distancia da distribuicdo de temperatura (SPEAKMAN e
WARD, 1998).

Originalmente projetada para uso militar (CARMELIET e JAIN, 2000) e
industrial (COLAK et al., 2008) a termografia tem inUmeras aplica¢cdes ndo s6 na
indUstria, mas também na medicina humana e veterinaria, principalmente para fins
de diagnostico (Yang e Yang, 1992; Denoix, 1994; Hilsberg et al., 1997; Harper,
2000; Embaby et al., 2005; Markel e Vainer, 2005; citados por KNIZKOVA et al.,
2007) havendo um crescente interesse da utilizagdo da técnica em ambas as éreas
(Mazur e Eugeniusz-Herbut, 2006, citados por COLAK et al., 2008).

Na oncologia médica o uso da termografia baseia-se no fato de que os
tumores geralmente tém aumentos no suprimento sanguineo, na angiogénese e taxa
metabdlica, determinando incrementos dos gradientes de temperatura em relacéo ao
tecido normal adjacente (CARMELIET e JAIN, 2000) e a detecgcdo destes pontos
guentes e gradientes infravermelhos podem ajudar a identificar e diagnosticar a
malignidade (ARORA et al., 2008).

Durante estudo clinico prospectivo de 92 pacientes para demonstrar a eficacia
de um sistema digital de imagem infravermelho, ndo invasivo, para a deteccao do
cancer de mama, Arora et al. (2008) demonstraram que a TIV é um exame
complementar util na deteccéo do cancer da mama com sensibilidade de 97%.

Na medicina veterinéria, variados estudos utilizando a TIV foram conduzidos
em diversas espécies; como exemplos: 0 monitoramento da temperatura do testiculo
em lhamas (Lama glama) apés bidpsia testicular (HEATH et al., 2002); a
determinacao da frequéncia real de concepcédo gemelar ou tripla e quantificacdo da
perda fetal pré e pés-implantacdo em pandas gigantes (Ailuropoda melanoleuca)

(DURRANT et al.,, 2006); a perda do isolamento térmico resultante da queda e



escassa cobertura de penas em galinhas poedeiras (COOK et al.,, 2006); a
determinacdo da temperatura da superficie do revestimento de fémeas elandes
(Taurotragus oryx) em cativeiro (KOTRBA et al., 2007); diferenciacdo de tumor,
inflamacdo e hematoma em ratos (POLJAK-BLAZI et al., 2009); a avaliacdo de
répteis em cativeiro e seus ambientes (FLEMING, 2009); as mudancas de
temperatura da pele como um indicador de estresse em coelhos experimentalmente
infectados por Eimeria intestinalis (VADLEJCH et al.,, 2010), dentre outras
aplicacoes.

Em bovinos, utilizando a TIV, Merkal et al. (1973) mapearam os aumentos de
temperatura cutanea desenvolvidos por respostas de hipersensibilidade a
tuberculina; Nikkhah et al. (2005) monitoraram a temperatura dos cascos em vacas
leiteiras buscando indicativos de laminite.

Kunc et al. (2007) utilizaram a TIV como ferramenta de diagndstico para
avaliacdo indireta e ndo-invasiva da condicdo de tetos e Uberes; Stewart et al. (2007)
utilizaram como método nao-invasivo de mensuracéo do estresse em vacas leiteiras;
Schaefer et al. (2007) como indicador precoce do complexo de doenca respiratoria
em bezerros.

Stewart et al. (2008) avaliaram a temperatura ocular, através da TIV, em
bovinos submetidos a descorna, buscando correlacdo da mesma com batimentos
cardiacos, comportamento e dor; Colak et al. (2008) avaliaram a deteccéo precoce
de mastite.

Montanholi et al. (2008) avaliaram em vacas leiteiras a aplicagéo da TIV como
um indicador de calor, produgcéo de metano e no estudo da temperatura da pele em
resposta a eventos fisiologicos; Rainwater-Lovett et al. (2009) avaliaram a TIV como
ferramenta no monitoramento de bovinos infectados com o virus da febre aftosa;
Gatto et al. (2010) estudaram a aplicacdo da TIV no diagnéstico de acidose ruminal
subaguda em vacas leiteiras.

Purohit et al. (1985) realizaram a termografia do escroto em bovinos para
estabelecer o padréo de distribuicdo da temperatura na superficie escrotal de touros

clinicamente normais comparando-os com touros em outras condigdes testiculares.



Kastelic, Coulter e Cook (1995) determinaram, em bovinos, através da TIV a
temperatura da superficie escrotal (TSE) e com termistores a temperatura escrotal
subcutanea, temperatura intratesticular e temperatura intraepididimo.

No passado, a mensuracdo da temperatura da superficie escrotal sé foi
possivel através da implantacdo de dispositivos termistores fora ou abaixo da pele
escrotal. Isto é dificil e potencialmente impreciso devido as mudanc¢as no contorno
da pele, alteracbes do fluxo sanguineo, inducdo de inflamacdo nos pontos de
contato além, das temperaturas aferidas por tais métodos representarem apenas o
ponto em que o termistor estiver fixado (COULTER, SENGER e BAILEY, 1988).
Estes autores também sugerem que a TIV permite afericdo rapida, facil e precisa da
temperatura sobre toda a superficie escrotal, sem entrar em contato, e parece ter
grande potencial para ajudar a expandir a compreensdo da funcédo escrotal e
testicular.

Kastelic et al. (1996), determinaram os efeitos da hora do dia, intervalo apés a
alimentacdo, decubito prolongado, a umidade relativa do escroto e temperatura
ambiental que podem influenciar a mensuracdo da TSE, para validar a técnica (TIV)
como uma ferramenta de pesquisa clinica.

De acordo com o autor o entendimento dos fatores ambientais que afetam a
mensuracdo da TSE, através da TIV, permite ao operador obter resultados validos
perante variadas condi¢des a qualquer hora do dia, porém, antes da alimentacao e,
ao menos, uma hora apds o animal levantar-se do decubito. A bolsa escrotal deve
estar seca e, se molhada ou Umida, deve ser limpa, e ao menos 30 minutos devem
ser esperados para a TSE voltar ao normal.

Deste modo a técnica é adequada, o suficiente, para que avaliacdes validas
possam ser realizadas em condicbes de campo, respeitando as condi¢cdes
previamente descritas.

Lunstra e Coulter (1997) avaliaram as relagdes entre padrdes infravermelhos
da TSE e fertilidade no acasalamento de bovinos em monta natural; os resultados
sugeriram que o0s touros com padrdes anormais de temperatura escrotal
apresentaram maior TSE e alcangaram taxas de prenhez significativamente menores
guando utilizados em monta natural. A TIV da superficie escrotal detectou a

termorregulagao testicular anormal e parecia prever a reducdo da fertilidade nos
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touros que apresentaram qualidade do sémen aceitavel e tamanho normal dos
testiculos.

Anbar (1998), Ring e Ammer (2000), Nass et al. (2001), Arena et al. (2003),
citados por KERR (2004), tém sugerido que os sistemas atualmente disponiveis ndo
sdo comparaveis aos anteriormente utilizados, considerando os avancos das
cameras infravermelhas e do processamento digital das imagens obtidas. Os
equipamentos para mensuracao de emissdes de infravermelho eram capazes de
resolver variacdes de temperatura de 0,5 a 1°C e em alguns equipamentos era
necessario o contato com o paciente (ARORA et al., 2008).

Atualmente as cameras digitais infravermelhas s&o capazes de detectar
variacdes de temperatura em 0,08°C ou mais e nao requerem qualgquer contato com
o paciente (JONES, 1998).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local, grupos e periodo

O trabalho foi realizado no CCPS “Lagoa da Serra Ltda”, localizado na
Rodovia Carlos Tonanni, km 88, municipio de Sertdozinho, Estado de Sao Paulo.
Inicialmente 12 touros higidos, doadores de sémen, previamente triados pelos
espermogramas, foram selecionados pelos técnicos da empresa. O grupo de 12
animais foi subdividido em dois grupos de seis animais: Grupo A, espermogramas
com qualidade do sémen superior permitindo regularmente a congelacdo do
ejaculado e Grupo B, espermogramas com qualidade de sémen inferior em relacéo
ao Grupo A. Sendo o Grupo B composto de animais com maior frequéncia de
problemas relacionados a concentracdo espermatica, motilidade espermatica, vigor
espermatico, defeitos (maiores e menores) e que nao permitiam a congelacdo
regular do ejaculado. A raca e idade dos touros, neste experimento, ndo foram

levadas em consideracéo para selecao e avaliacdo dos grupos.
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O estudo foi conduzido de novembro de 2011 a outubro de 2012. A cada
semana um grupo experimental foi avaliado, de modo que a repeticao da colheita de
dados dos mesmos animais ocorresse quinzenalmente, perfazendo um total de 26
observacfes por grupo, totalizando 52 semanas experimentais. Nestes mesmos
momentos foram obtidos os dados da TIV, US Doppler, temperatura ambiental (TA)

e temperatura retal (TR).

3.2. AvaliagdodaTA, TIVe TR

A TA foi aferida no inicio (antes da TIV) e no final dos exames (apdés a US
Doppler) dos grupos, por termémetro digital de maxima e minima, modelo 7665
(Incoterm — Porto Alegre, Rio Grande do Sul) e quatro valores de TA foram obtidos,
sendo estes: temperatura ambiental inicial (TAIl) - minima e maxima; temperatura
ambiental final (TAF) — minima e méaxima. A temperatura ambiental inicial média (TAl
M) foi obtida somando-se os valores das temperaturas ambientais, minima e
maxima, no inicio de cada avaliacdo e dividindo o valor encontrado na soma por
dois, de modo analogo obteve-se a temperatura ambiental final média (TAF M)
somando-se os valores das temperaturas ambientais, minima e maxima, no final de
cada avaliacdo. Deste modo obtiveram-se dois valores de temperatura média, um
inicial e outro final, para cada momento avaliado nas 52 semanas.

Para avaliacdo termografica, os animais foram conduzidos dos piquetes para
uma area coberta (area de colheita) com piso cimentado e alocados em troncos de
contengdo paralelos (Figuras 1 e 2). O conjunto - plexo e escroto — foi inspecionado
buscando possiveis alteracdes morfolégicas, sujidades e umidade. Seguido de um
periodo de repouso, minimo de trinta minutos, o conjunto de cada touro era avaliado
pela TIV (Termovisor T300 - FLIR Systems, Inc., Portland, Oregon).

As imagens do plexo e escroto foram obtidas na posi¢cdo caudal de acordo
com a metodologia descrita por Kastelic et al. (1996), salvas no termdgrafo e
posteriormente transferidas para o computador no qual foram visualizadas e

analisadas através do software - FLIR Quick Report 1.2 (FLIR Systems, Inc.,
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Portland, Oregon), buscando encontrar alteragbes de temperatura das superficies
dos plexos e do escroto (Figuras 3 e 4).

Apés o exame pela TIV, para afericdo da temperatura retal (TR) com
termdmetro clinico e posterior realizacdo da US Doppler, o animal foi transferido para

outro tronco de contengéao individual (Figura 05).
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Figura 5. Touro do Grupo B posicionado e contido em tronco
individual, para afericdo da temperatura retal, prévio
ao exame ultrassonografico.
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3.2.1. Analise das imagens termogréaficas

As imagens termogréficas obtidas foram transferidas para o computador e
analisadas através do software - FLIR Quick Report 1.2 (FLIR Systems, Inc.,
Portland, Oregon). A analise permitiu, de acordo com as possibilidades do software
utilizado, obter as temperaturas das superficies das areas dos plexos e escroto.
Foram avaliadas seis areas da imagem termogréafica sendo - o conjunto dos plexos
pampiniformes e o conjunto do escroto; plexos pampiniformes (lado esquerdo e
direito) e escroto (lado esquerdo e direito), separados.

Para a avaliacdo destas areas e obtencdo dos valores numéricos de
temperatura a imagem termografica foi aberta no software FLIR Quick Report 1.2
(Figura 06). Procurando incluir a maior area possivel das partes a serem analisadas,
foi realizada a demarcacdo das areas. Inicialmente do plexo pampiniforme -
temperatura global do plexo pampiniforme (TGP) e depois do escroto - temperatura
global do escroto (TGE) (Figura 07). Deste modo foram obtidos quatro valores de
temperaturas, minima e maxima e duas meédias, uma para cada area demarcada.
Em seguida foram realizadas as avaliacfes individuais para os lados do plexo
pampiniforme e escroto — esquerdo e direito respectivamente.

Conforme descri¢do anterior & area do plexo esquerdo foi demarcada entre a
borda lateral e o limite da prega cutanea - temperatura do plexo pampiniforme
esquerdo (TPE); a mesma demarcacéo foi realizada no plexo direto - temperatura do
plexo pampiniforme direito (TPD) (Figura 08). O mesmo procedimento foi realizado
na area escrotal esquerda e direita, respectivamente, obtendo-se deste modo a
temperatura do escroto esquerdo (TEE) (Figura 09) e temperatura do escroto direito
(TED) (Figura 10). Nestas anélises com os lados (esquerdo e direito) separados
foram obtidos oito valores de temperaturas (minima e maxima) e quatro médias, uma
para cada area respectivamente. As temperaturas médias de todas as éareas
demarcadas foram calculadas automaticamente pelo software e mostradas na tela
do programa. Deste modo validaram-se as imagens termograficas em valores

numéericos para analises posteriores.
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3.3. Avaliagcao US Doppler

Apoés a afericdo da temperatura retal (TR) era realizada a US Doppler em
modo espectral (US MyLab™30 Vet. - Esaote, Genova, Italia) com transdutor linear
de 4 a 13 MHz (megahertz) de uma porcdo aleatoria da artéria testicular. A
frequéncia de varredura utilizada em modo B foi de 12MHz e em modo Doppler
espectral de 5SMHz.

A técnica ultrassonografica foi conduzida de acordo com a metodologia
descrita por Pozor (2004) para a “avaliacao testicular de garanhdes”, adaptada para
bovinos. O equipamento de ultrassom previamente ligado, em modo-B, foi
configurado para profundidade de varredura de seis centimetros, medida escolhida
como padrdo dos exames, sendo esta eficiente para a obtencdo de excelentes
imagens da artéria testicular. Em seguida foi ativado o modo Doppler espectral e
escolhida a op¢do de mensuragédo automética dos parametros a serem encontrados
(exceto o angulo de velocidade — mensuracdo manual) existindo, portanto, uma
padronizacao dos exames.

O touro permanecia contido e gel de contato para US foi espalhado sobre a
pele da regido do plexo pampiniforme. O transdutor era posicionado na regido média
do para a localizacdo aleatéria de uma porcao da artéria testicular que possibilitasse
varredura em modo Doppler espectral (Figura 11).

Normalmente era buscada uma porcéo longitudinal da artéria testicular de ao
menos um centimetro, preferencialmente angulada entre 20 e 60 graus que
possibilitasse a formacdo adequada da imagem e que fornecesse automaticamente
os valores numéricos das variaveis necessarias. Obtida a imagem e de acordo com
0s parametros numéricos, esta foi “congelada” para em seguida ser realizada a
correcdo manual do angulo de fluxo, visto na tela do equipamento como uma barra
horizontal. A correcdo era realizada girando esta barra, através de botdo no painel
do equipamento, para que esta ficasse ajustada de modo paralelo as paredes do
vaso estudado (Figuras 12 e 13).

Deste modo, foram obtidas quatro medidas de fluxo sanguineo - velocidade

sistolica maxima (VSM), velocidade diastolica final (VDF), indice de resisténcia (IR)
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{IR=[(VSM-VDF)/VSM]}, indice de pulsatilidade (IP) [IP=(VSM-VDF)/velocidade
média] - das artérias testiculares do lado esquerdo e direito. A VSM e a VDF foram

expressas em cm/s (centimetros/segundo).

Figura 11. Ultrassonografia Doppler, posicdo do examinador e
do transdutor sobre o plexo pampiniforme direito de
touro do Grupo B. Vista lateral direita.
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3.4. Espermogramas

A analise fisica e morfoloégica das células espermaticas foi realizada no
laboratorio do CCPS, como exame de rotina apos colheita de sémen dos touros. O
sémen “in natura” foi colhido em frasco graduado e pequenas aliquotas retiradas
para as analises. Uma gota era colocada em lamina aquecida, levada ao
microscépio (Olympus BH2 - 20x), para verificagdo do turbilhonamento. A
concentracao espermatica foi obtida por equipamentos especializados. Utilizando o
diluidor automatico - Hamilton Microlab 500 — retirava-se uma aliquota de 125
microlitros (uL) do ejaculado e diluia-se a mesma em 10mL de meio isotdnico. Desta
amostra outra aliquota de 125 pL era retirada e rediluida em 10mL de meio
isoténico. A solucdo final levava-se ao contador automatico - Beckman Z1™
COULTER COUNTER® - onde era obtida a concentracdo espermatica (x 109mL).
Para a analise morfolégica retirava-se uma aliquota do ejaculado e diluia-se no
mesmo volume em solucdo de Hancock. Uma gota desta solucdo era colocada entre
lamina e laminula e examinada ao microscopio - Olympus BH2 — aumento de 1000x
em imersao, para verificacdo dos defeitos - maiores e menores. O ejaculado total era
pesado e diluido em Tris-Gema (1/1) e uma amostra era retirada e diluida em
solucdo de citrato de sédio 2,94% para verificacdo do vigor e motilidade

espermatica.

3.5. Analise estatistica

Foram calculadas correlacbes de Pearson entre as variaveis da TIV, US
Doppler e temperatura ambiental, com as variaveis dos espermogramas € o intervalo
de confianca (IC) das varidveis da TIV, US Doppler. Um valor de p<0,05 foi
considerado significativo. A andlise estatistica foi realizada no programa SAS, versao
9.2. (SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

E de conhecimento que temperatura e vascularizagdo, dentre outros, S0
importantes fatores envolvidos na produgéo espermatica em mamiferos domeésticos.
A temperatura tecidual adequada, mantida e controlada pelos mecanismos da
termorregulacédo, a vascularizacdo, responsavel pela perfusdo e aporte nutricional
dos tecidos, sdo de extrema importancia para a correta funcdo dos testiculos e
formacao de seu produto final as células espermaticas. Na espécie bovina, devido
sua importancia econdmica e inser¢cao dentro da cadeia alimentar humana, a
producdo de sémen e os fatores que a influenciam foram e continuam sendo motivos
de estudos variados.

No trabalho desenvolvido buscou-se, principalmente, o estudo destas duas
variaveis: temperatura e vascularizagédo, e tanto quanto sabemos, este € o primeiro
estudo associando a TIV e US Doppler, comparando temperatura e perfusao
testicular e sua provavel correlacdo com as caracteristicas seminais de touros
normais e doadores de sémen.

Para cada grupo avaliado os valores da TIV, US Doppler, TA, TR e
espermogramas foram submetidos a andlise de correlacdo de Pearson e das
variaveis da TIV e US Doppler obtiveram-se os intervalos de confianca (IC). Os
resultados da andlise de correlacdo, dos IC e das médias foram agrupados em
tabelas. Inicialmente estdo apresentadas as andlises de correlacdo de Pearson entre
0os espermogramas e TIV, US Doppler, TA, TR e IC. Posteriormente, em dois
anexos, as médias das variaveis da TIV, US Doppler, TA e espermogramas, para

cada grupo durante os momentos avaliados.
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4.1. Resultados da Correlagao de Pearson para os Grupos Ae B

Os resultados obtidos da correlacdo de Pearson (r) entre TIV X
espermograma, para o Grupo A, encontram-se distribuidos na Tabela 1 e os valores
para p<0,05 estdo em negrito. Neste grupo dentre as variaveis da TIV somente a

TGE e a TEE obtiveram correla¢des positivas com a concentracdo espermatica.

Tabela 1. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis da termografia
infravermelha e espermograma para o Grupo A; p< 0,05 significativo a
5% pelo teste t-Student.

TIV Concentragao Motilidade Vigor DMA DME
TGP r 0,0334 0,1517 0,0450 -0,1127 -0,1475
p 0,6945 0,0735 0,5674 0,1847 0,0819
TGE r 0,1690 -0,0686 -0,0442 -0,0105 -0,0477
p 0,0458 0,4203 0,6039 0,9015 0,5753
TPE r 0,0629 0,1340 0,2416 -0,1005 -0,1394
p 0,4602 0,1143 0,7769 0,2372 0,1004
TPD r 0,0485 0,1446 0,0789 -0,1364 -0,1315
p 0,5690 0,0881 0,3538 0,1079 0,1213
TEE r 0,2042 -0,0741 -0,0853 -0,0629 -0,0484
p 0,0155 0,3836 0,3162 0,4598 0,5699
TED r 0,0901 -0,0568 -0,0297 -0,0789 -0,0406
p 0,2894 0,5044 0,7276 0,3536 0,6337

TGP — Temperatura global do plexo pampiniforme; TGE — Temperatura global do escroto; TPE — Temperatura do
plexo pampiniforme esquerdo; TPD — Temperatura do plexo pampiniforme direito; TEE — Temperatura do escroto
esquerdo; TED — Temperatura do escroto direito; DMA — Defeitos maiores; DME — Defeitos menores.

A imagem termografica proporciona um mapa quantitativo e qualitativo da
temperatura na superficie avaliada que pode estar relacionado com o fluxo
sanguineo e condi¢cBes patolégicas distintas (HILDEBRANDT, RASCHNER e
AMMER, 2010).
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Foram observadas imagens termograficas simétricas e assimétricas em relacédo a
distribuicdo de temperatura nas areas avaliadas para os touros dos dois grupos
estudados. A tendéncia a um padrdo de simetria na distribuicdo de temperatura na
area do plexo pampiniforme e escroto, demonstrando o decréscimo da temperatura
da parte superior para a parte inferior, como descrito por Lunstra e Coulter (1997) foi
observada com maior frequéncia no Grupo A, entretanto, alguns animais deste grupo
apresentaram discreta assimetria na distribuicdo de temperatura (Figuras 14 e 15). O
fato de utilizarmos animais higidos no estudo sugere ser a causa da simetria
também encontrada nos animais do Grupo B.

A correlacao positiva da TGP com a concentracao espermatica observada para o
Grupo A e mostrada na Tabela 1, provavelmente se deve ao declinio da temperatura
ambiental nos periodos mais frios das avaliagdes, quando supostamente os animais
avaliados sustentaram o aquecimento dos plexos pampiniformes e testiculos para
manter a espermatogénese normal. Todavia, ndo foram encontradas na literatura
explicacbes biologicas que pudessem formular uma hipétese ou explicar a
correlacdo positiva apenas da TEE com a concentracdo espermatica, obtida neste

estudo.
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Para o Grupo B os resultados obtidos da correlagédo de Pearson (r) entre TIV
X espermograma encontram-se distribuidos na Tabela 2 e os valores para p<0,05
estdo em negrito. Neste grupo dentre as variaveis da TIV a TGP, TPE e TPD,

obtiveram correlacdes negativas com a concentracdo espermatica.

Tabela 2. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis da termografia
infravermelha e espermograma para o Grupo B; p< 0,05 significativo a
5% pelo teste t-Student.

TIV Concentracao Motilidade Vigor DMA DME
TGP r -0,1995 -0,0296 -0,0189 -0,0844 -0,0453
p 0,0140 0,7179 0,8172 0,3025 0,5800
TGE r -0,0679 -0,0671 -0,0654 -0,0027 -0,0452
p 0,4071 0,4129 0,4247 0,9728 0,5814
TPE r -0,1929 -0,0271 -0,0274 -0,1153 -0,0333
p 0,0176 0,7407 0,7380 0,1586 0,6841
TPD r -0,2057 -0,0449 -0,0282 -0,0438 -0,0624
p 0,0113 0,5833 0,7302 0,5927 0,4465
TEE r -0,1134 0,0191 -0,0156 -0,1248 -0,0817
p 0,1656 0,8151 0,8485 0,1268 0,3186
TED r -0,0213 -0,1415 -0,1122 0,1024 -0,0300
p 0,7946 0,0830 0,1698 0,2105 0,7139

TGP — Temperatura global do plexo pampiniforme; TGE — Temperatura global do escroto; TPE — Temperatura do
plexo pampiniforme esquerdo; TPD — Temperatura do plexo pampiniforme direito; TEE — Temperatura do escroto
esquerdo; TED — Temperatura do escroto direito; DMA — Defeitos maiores; DME — Defeitos menores.

Todos os tecidos sé@o suscetiveis a danos pelo calor. Entretanto, os testiculos
sao incomuns, considerando que embora tenham sua origem no interior da cavidade
abdominal e em muitos mamiferos migram para o0 escroto durante o
desenvolvimento fetal ou neonatal, eles sdo danificados se expostos as
temperaturas abdominais (SETCHELL, 1998).

Em animais com escroto a condicdo essencial para uma espermatogénese
normal é que o testiculo permaneca de 2 a 6°C mais frio que a temperatura
abdominal (WAITES, 1970; SETCHELL, 1978; COULTER e KASTELIC, 1994).
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7

Na TIV, uma lesdo frequentemente é relacionada com variagcbes no fluxo
sanguineo levando alteracbes na temperatura da pele. A inflamacdo ocasiona
hipertermia (GARAGIOLA e GIANI, 1990) e as areas que indicam a inflamac¢éo ou o
aumento da circulagdo sdo denominadas “areas quentes” (hot spots). Estas sdo
observadas com maior frequéncia diretamente na pele que recobre as lesdes
(CIUTACU, TANASE e MICLAUS, 2006). Enquanto a degeneracdo e ma perfusédo
podem gerar um padrdo de hipotermia (GARAGIOLA e GIANI, 1990) essas,
denominadas “areas frias” (cold spots), estédo relacionadas com a reducao no fluxo
sanguineo geralmente devido a edema, trombose, tecido cicatricial e aumento do
estimulo nervoso (CIUTACU, TANASE e MICLAUS, 2006).

Durante as avaliacdes dos touros do Grupo B através da TIV, foi possivel
observar termogramas com alteragbes das temperaturas na area do plexo
pampiniforme que se aproximavam da temperatura corporea, sugerindo ser esta a
provavel causa da correlacdo negativa da TGP com a concentracdo espermatica,
mostrada na Tabela 2. As andlises da TIV e os resultados estatisticos indicam que
para esse grupo de touros as alteragdes estavam estabelecidas principalmente na
regido do plexo pampiniforme, sugerindo ineficiéncia nos mecanismos fisiologicos de
termorregulacéo afetando os testiculos e consequentemente a espermatogénese.

Setchell, Voglmayr e Hinks (1971), num estudo realizado em carneiros,
observaram queda na concentracdo espermatica apds 20 dias quando os testiculos
foram submetidos ao aquecimento a 40°C durante trés horas. Estes achados
corroboram com as observacfes de Barth e Oko (1989) que relataram o efeito
adverso da temperatura testicular elevada sobre a espermatogénese e fertilidade.

Neste grupo também foi possivel notarmos maior frequéncia de assimetria na
distribuicdo da temperatura na superficie do plexo e escroto (Figuras 16 e 17).

Normalmente quando pensamos na relacdo temperatura e sistema reprodutor
masculino, temos a tendéncia em associarmos valores elevados de temperatura
prejudicando a espermatogénese. Entretanto, 0 aumento ou queda excessiva da
temperatura das areas dos plexos e testiculos, ndo favorece a espermatogénese

adequada.
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Alteracbes na area testicular relacionadas a baixas temperaturas (“areas
frias”) também foram observadas (Figura 17) assemelhando-se aos relatos de
Purohit et al. (1985) que descreveram que nos touros com degeneracado testicular
cronica e fibrose as temperaturas das areas avaliadas pela TIV estavam reduzidas.

Barth (2006) relata que queimaduras do escroto por congelamento estdo
relacionadas a altera¢des na termorregulacdo ocasionando degeneracéo testicular e
alterando na espermatogénese.

Os valores do intervalo de confianca (IC) a 95%, das variaveis da TIV para os
grupos A e B, estdo demonstrados na Tabela 3. Observou-se que para 0s grupos A
e B os valores da TGE e TEE, destacados em negrito, para ambos os grupos nao se
encontram dentro do mesmo intervalo. Este fato sugere que pode haver diferenca
significativa da TGE e TEE entre os grupos avaliados, embora o delineamento

experimental ndo permita ser categorico.

Tabela 3. Intervalo de Confianca (IC) das médias (°C) das variaveis da termografia
infravermelha dos Grupos A e B.

TIV Grupo A Grupo B
TGP 34,3; 34,7 34,2; 34,7
TGE 32,4; 32,8 32,9; 33,3
TPE 34,5; 34,9 34,6; 35,0
TPD 34,4; 34,9 34,5; 34,9
TEE 32,4; 32,8 33,1; 33,5
TED 32,3; 32,7 32,7,33,1

TGP — Temperatura global do plexo pampiniforme; TGE — Temperatura global do escroto; TPE — Temperatura do
plexo pampiniforme esquerdo; TPD — Temperatura do plexo pampiniforme direito; TEE — Temperatura do escroto
esquerdo; TED — Temperatura do escroto direito. °C — graus centigrados.
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Apesar da pequena diferenca entre os valores da TGE e TEE, estes néo se
intersetam e para ambos os grupos estudados estdo dentro dos limites de 2 a 6°C
abaixo da temperatura abdominal considerados normais e sugeridos por
Waites(1970); Setchell (1978); Coulter e Kastelic (1994).

Para o Grupo A os resultados obtidos da correlagcéo de Pearson (r) entre TA x
espermograma e TR X espermograma encontram-se distribuidos na Tabela 4 e
Tabela 5 respectivamente. Os valores para p<0,05 estdo em negrito. A TAF
apresentou correlacédo negativa com os defeitos maiores (Tabela 4), enquanto a TR

apresentou correlagdes negativas com a motilidade e defeitos menores (Tabela5).

Tabela 4. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a TA e 0 espermograma
para o Grupo A, p< 0,05 significativo a 5% pelo teste t-Student.

TA Concentracao Motilidade Vigor DMA DME

A r -0,0200 -0,0482 -0,1390 -0,1605 0,0917
p 0,8139 0,5716 0,1013 0,0582 0,2808

TAF r -0,0198 -0,0298 -0,1272 -0,1737 0,0701
p 0,8160 0,7261 0,1340 0,0401 0,4102

TA — Temperatura ambiental. TAl — Temperatura ambiental inicial; TAF — Temperatura ambiental final; DMA —
Defeitos maiores; DME — Defeitos menores.

Tabela 5. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a TR e 0 espermograma
para o Grupo A; p=< 0,05 significativo a 5% pelo teste t-Student.

Concentragao Motilidade Vigor DMA DME
R r -0,0372 -0,1717 -0,1230 0,1154 -0,1793
p 0,6625 0,0424 0,1475 0,1744 0,0340

TR - Temperatura retal; DMA — Defeitos maiores; DME — Defeitos menores.

Os resultados obtidos da correlagéo de Pearson (r) entre TA X espermograma
e TR x espermograma para o Grupo B encontram-se distribuidos nas Tabelas 6 e 7.

Os valores para p<0,05 estdo em negrito. Nao foram observadas correlagGes
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significativas para a TAl ou TAF (Tabela 6). Para a TR ocorreu uma correlacao

negativa com a concentracéo (Tabela 7).

Tabela 6. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a TA e 0 espermograma
para o Grupo B; p< 0,05 significativo a 5% pelo teste t-Student.

TA Concentracao Motilidade Vigor DMA DME

TA r -0,0555 -0,1129 -0,0705 0,0052 -0,0605
p 0,4985 0,1672 0,3892 0,9491 0,4599

TAF r -0,1025 -0,1222 -0,0548 0,0126 -0,0542
p 0,2102 0,1349 0,5033 0,8771 0,5082

TA — Temperatura ambiental. TAI — Temperatura ambiental inicial; TAF — Temperatura ambiental final; DMA —
Defeitos maiores; DME — Defeitos menores.

Tabela 7. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a TR e 0 espermograma
para o Grupo B; p< 0,05 significativo a 5% pelo teste t-Student.

Concentracao Motilidade Vigor DMA DME
R r -0,4190 -0,0510 -0,0878 -0,0704 0,0375
p 0,0001 0,5339 0,2832 0,3903 0,6468

TR - Temperatura retal; DMA — Defeitos maiores; DME — Defeitos menores.

Estudos sobre a influéncia da temperatura ambiental na espermatogénese
remontam desde a primeira metade do século XX (GABALDI e WOLF, 2002).

Considerando a constituicdo do Grupo A, animais com sémen de qualidade
superior, a correlacdo negativa observada da TAF com os defeitos maiores (Tabela
4) ndo era esperada e sim o oposto. Portanto, ndo foi encontrada na literatura
explicacdo biologica para o aumento ou diminuicdo da TAF e consequente
diminuicdo ou aumento dos defeitos maiores, respectivamente, bem como a
correlacdo negativa da TR e defeitos menores (Tabela 5). Para o Grupo B ndo foram
observadas correlagbes significativas em relacdo as TAlI e TAF com o

espermograma (Tabela 6).
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Entretanto, a correlacdo negativa da TR com a motilidade (Tabela 5) para o
Grupo A e da TR com a concentracdo (Tabela 7) para o Grupo B é semelhante aos
achados de Silva et al. (2011) obtidos em ovinos onde o0 aumento da temperatura
retal afetou negativamente a motilidade e concentracdo espermatica,
respectivamente.

Porém, deve-se ressaltar que a temperatura € apenas um, dentre inimeros

fatores, que podem afetar a espermatogénese.
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Os resultados obtidos da correlacdo de Pearson (r) entre US Doppler x
espermograma para o Grupo A encontram-se distribuidos na Tabela 6 e os valores
para p<0,05 estdo em negrito. Para as varidveis da US Doppler as correlagdes
significativas ocorreram entre a VSM E, VSM D, VSM M, IP E, IR E e motilidade
espermatica; IP E, IP D, IP M, IR E, IR D, IR M e vigor espermatico; IP E, IR E e

defeitos maiores.

Tabela 8. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre as variaveis da US Doppler
e espermograma para o Grupo A; p< 0,05 significativo a 5% pelo teste t-

Student.
US Doppler Concentracéao Motilidade Vigor DMA DME
VSM E r 0,0510 0,1709 0,1268 -0,1584 0,0030
p 0,5493 0,0434 0,1354 0,0616 0,9713
VSM D r 0,0428 0,2005 0,1231 0,0046 0,0210
p 0,6153 0,0175 0,1472 0,9569 0,8050
VSM M r 0,0612 0,2368 0,1615 -0,1140 0,0139
p 0,4720 0,0048 0,0565 0,1796 0,8704
VDE E r -0,0467 -0,0514 -0,0585 0,0420 0,0382
p 0,5832 0,5463 0,4918 0,6216 0,6535
VDE D r -0,0477 0,1361 -0,0590 0,0349 0,0240
p 0,5750 0,1087 0,4881 0,6820 0,7780
VDE M r -0,0562 0,0447 -0,0699 0,0460 0,0374
p 0,5094 0,5996 0,4113 0,5892 0,6601
PE r 0,0943 0,2478 0,2393 -0,1855 -0,0270
p 0,2676 0,0032 0,0044 0,0282 0,7511
PD r 0,0995 0,0746 0,2607 -0,0963 0,0287
p 0,2420 0,3809 0,0019 0,2575 0,7361
P M r 0,1036 0,1011 0,2677 -0,1156 -0,0323
p 0,2229 0,2343 0,0014 0,1737 0,7045
RE r 0,1113 0,2196 0,2444 -0,1893 -0,0330
p 0,1905 0,0091 0,0036 0,0251 0,6982
R D r 0,0902 0,0468 0,2264 -0,0773 -0,0291
p 0,2888 0,5824 0,0071 0,3634 0,7882
R M r 0,1164 0,1524 0,2675 -0,1548 -0,0285
p 0,1705 0,0721 0,0014 0,0677 0,7326

VSM - Velocidade sistélica maxima; VDF — Velocidade diastélica final; IP — indice de pulsatilidade; IR — indice de
resisténcia; E- Esquerdo; D — Direito; M — Média; DMA — Defeitos maiores; DME — Defeitos menores.
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Os resultados obtidos da correlacdo de Pearson (r) entre US Doppler x
espermograma para o Grupo B encontram-se distribuidos na Tabela 7 e os valores
para p<0,05 estdo em negrito. Para as varidveis da US Doppler as correlagdes
significativas ocorreram entre a VSM E e concentracdo espermatica; IP D e
motilidade espermatica; VSM E, VSM M, IP E, IP D, IP M, IR D, IR M e defeitos

maiores.

Tabela 9. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre as variaveis da US Doppler
e do espermograma para o Grupo B; p< 0,05 significativo a 5% pelo teste

t-Student.
US Doppler Concentracéao Motilidade Vigor DMA DME
VSM E r -0,2308 -0,1158 -0,1301 0,1947 -0,0197
p 0,0043 0,1568 0,1113 0,0185 0,8100
VSM D r 0,0511 0,0039 0,0336 0,0371 0,1439
p 0,5331 0,9620 0,6816 0,6503 0,0778
VSM M r -0,1367 -0,0851 -0,0741 0,1608 0,0715
p 0,0941 0,3196 0,3654 0,0485 0,3827
VDE E r -0,0580 -0,0569 -0,0461 0,0194 -0,0334
p 0,4787 0,4873 0,5734 0,8130 0,6835
VDE D r 0,0538 0,1299 0,1132 -0,1248 0,0724
p 0,5111 0,1118 0,1663 0,1266 0,3768
VDE M r -0,0134 0,0249 0,0241 -0,0484 0,0127
p 0,8698 0,7609 0,7687 0,5551 0,8766
PE r -0,1249 -0,0667 -0,0930 0,1674 0,0233
p 0,1263 0,4157 0,2557 0,0399 0,7764
PD r -0,0227 -0,1664 -0,1402 0,1948 0,0188
p 0,7814 0,0411 0,0858 0,0165 0,8184
P M r -0,0466 -0,1533 -0,1311 0,1989 0,0184
p 0,5694 0,0602 0,1084 0,0143 0,8225
RE r -0,1489 -0,0318 -0,0562 0,1590 0,0271
p 0,0679 0,6981 0,4929 0,0511 0,7404
R D r -0,0364 -0,1252 -0,0897 0,1653 -0,0057
p 0,6567 0,1255 0,2730 0,0424 0,9439
R M r -0,1072 -0,0878 -0,0824 0,1861 0,0132
p 0,1899 0,2832 0,3140 0,0221 0,8715

VSM — Velocidade sistélica méaxima; VDF — Velocidade diastélica final; IP — indice de pulsatilidade; IR — indice de
resisténcia; E- Esquerdo; D — Direito; M — Média.
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O fluxo sanguineo é definido como o transporte de um volume por unidade de
tempo: mL/tempo; L/tempo. A velocidade sanguinea é definida como a distancia
percorrida por uma quantidade de sangue por unidade de tempo: mm/tempo;
cm/tempo e descreve a rapidez com que a fracdo de ejecdo percorre o sistema
arterial (REECE, 2006).

No tracado do gréafico espectral, obtido pela ultrassonografia Doppler, a VSM
€ representada pelo ponto mais elevado e a VDF pelo ponto mais baixo do grafico,
antes do inicio da proxima sistole (SILVA, 2010).

A correlacdo positiva da VSM (esquerda, direita e média) com a motilidade
espermatica observada no Grupo A (Tabela 6) sugere que os valores da VSM, para
este grupo de touros, sdo normais e o fluxo sanguineo testicular eficiente e
adequado corroborando com uma espermatogénese normal. Esta hipotese é
sustentada pela qualidade superior dos espermogramas destes animais,
principalmente se comparados aos do Grupo B.

Para o Grupo B ocorreu uma correlacdo negativa entre a VSME e
concentracdo espermatica (Tabela 7); este achado pode sugerir baixa perfuséo
tecidual nas areas perfundidas pela artéria avaliada, decorrente de lesbes, por
exemplo - fibroses e danos vasculares, ndo favorecendo o fluxo adequado dos
componentes sanguineos com os tecidos locais. Neste mesmo grupo foi observada
correlacdo positiva entre a VSM (esquerda e média) e defeitos maiores (Tabela 7)
sugerindo que a hipbtese supracitada é consistente, pois se a perfusédo tecidual
fosse adequada a porcentagem de defeitos maiores supostamente diminuiria.

De acordo com os resultados obtidos para o Grupo A (Tabela 6) observa-se
gue ocorreram correlacdes positivas do IP e IR (esquerdos) com a motilidade
espermatica, IP e IR (esquerdo, direito e média) com o vigor espermatico e
correlacdes negativas do IP e IR (esquerdos) com os defeitos maiores.

Os indices de pulsatilidade e resisténcia sdo determinados pelas correlacdes
entre as velocidades sistélica, diastélica e média, IR=[(VSM-VDF)/VSM], IP=(VSM-
VDF)/velocidade média e sdo independentes do angulo de incidéncia e segundo
Ginther e Matthew (2004), estdo relacionados a hemodindmica do tecido suprido
pela artéria correspondente.
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Estes permitem a comparacgéo do fluxo durante a sistole e diastole e auxiliam
na avaliagdo de estenose, trombose, nos vasos periféricos com fluxo de resisténcia
aumentada (CARVALHO, CHAMMAS e CERRI, 2008) e promovem informacoes
sobre a resisténcia circulatoria do tecido estudado. De modo pratico, podemos
afirmar que quanto menores forem estes indices, maior a perfusdo vascular do
tecido ou regido avaliada (GINTHER e UTT, 2004), portanto, baixa resisténcia
sugere alto metabolismo e alta resisténcia sugere baixo metabolismo (CARVALHO,
CHAMMAS e CERRI, 2008).

Portanto, de acordo com as observacdes dos autores supracitados baixos
valores de IP e IR favorecem o aporte sanguineo, logo, suposto tenderiam estes
indices, em relacdo as variaveis do espermograma, a se correlacionarem
negativamente com as mais desejaveis e positivamente com as indesejaveis.
Entretanto esta tendéncia ndo foi observada para o Grupo A e nao foram
encontrados na literatura dados que elucidassem o real motivo. Do ponto de vista da
correlacdo de menores valores destes indices com uma melhor perfusdo tecidual os
resultados encontrados neste estudo ratificam as afirmacdes anteriores.

De modo oposto o aumento dos valores do IP ou IR indicam aumento da
resisténcia e diminuicdo da perfusdo dos tecidos distais (GINTHER e MATTHEW,
2004). Essa afirmacao corrobora com as observacdes encontradas para o Grupo B
(Tabela 7) onde ocorreu a correlacdo negativa do IP (direito) com a motilidade
espermatica e correlagdes positivas do IP (esquerdo, direito e média) e IR (direito e
média) com os defeitos maiores.

O IR é correlacionado com a perfusdo tecidual em caso de complacéncia
vascular normal. Diferentes alteracdes teciduais podem levar a um aumento ou
diminuicdo no IR. Em pacientes humanos onde o espermograma apresentava maior
frequéncia de defeitos, comparados a pacientes com uma contagem normal de
espermatozoides a mensuracao do IR demonstrou aumento da resisténcia vascular
testicular (SCHURICH et al., 2009).

De modo semelhante, Zelli et al.(2013) encontraram em caes uma correlacao
negativa do IP e IR com a motilidade espermatica e sugerem uma explicacdo com
base nas observacdes de Hsu et al. (1994) onde a diminuicdo do fluxo sanguineo

arterial para o testiculo ocasionou baixa de energia resultando na diminuicdo da
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espermatogénese e que a relacdo inversa desses indices com o fluxo sanguineo
explicaria esta correlacao.

Os valores do intervalo de confianca (IC) a 95%, das variaveis da US Doppler
para os grupos A e B, estdo demonstrados na Tabela 8. Destacados em negrito 0s

IC onde ndo ocorreram intersecoes.

Tabela 10. Intervalo de Confianca (IC) das médias das variaveis US Doppler dos

Grupos A e B.
US Doppler Grupo A Grupo B
VSM _ :
(cmis) 25,23; 26,78 25,03; 26,50
VDF
IP 0,63; 0,68 0,81; 0,87
IR 0,52; 0,55 0,61; 0,64

VSM - Velocidade sistélica maxima; VDF — Velocidade diastélica final; IP — indice de pulsatilidade; IR — indice de
resisténcia.

De acordo com os intervalos de confianca (IC) encontrados para as variaveis
da US Doppler (Tabela 8) observou-se que para os grupos A e B os valores da VSM
para ambos os grupos se intersetam. Este fato sugere que pode néo haver diferenca
significativa da VSM entre os grupos. De modo oposto, os valores da VDF, IP e IR
nao se intersetam sugerindo que pode haver diferenca significava para estas
variaveis entre os grupos, embora o delineamento experimental ndo permita ser
categarico.

Pedro, Pedro e Fernandes (2006) afirmam que a VSM pode estar aumentada
num local devido a uma estenose ou a tortuosidade, mesmo sem leséo e diminuida

pela presenca de estenose a montante ou estenose suboclusiva.
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Kutzler et al. (2011) avaliaram o fluxo testicular em camelideos higidos,
divididos em dois grupos: animais férteis e inférteis, utilizando a ultrassonografia
Doppler. Os autores relataram que a VSM nas artérias supratesticulares foi superior
nos machos férteis quando comparados com machos inférteis, além da semelhanca
anatbmica vascular do plexo pampiniforme entre camelideos e bovinos.

Portanto, considerando que neste estudo os grupos dos touros avaliados
foram estabelecidos por animais higidos e néo inférteis, & provavel ser esta a causa
da néo diferenca do IC da VSM entre os grupos.

Os valores do IC das médias da VDF (Tabela 8) para o grupo A
permaneceram acima dos valores do grupo B; a VDF média também foi maior para o
grupo A em 24 dos 26 momentos avaliados (Figura 18), assemelhando-se as
observactes de Kutzler et al. (2011) realizadas na comparacao entre 0s grupos de
camelideos férteis x inférteis, onde a VDF foi maior para o grupo de camelideos
férteis. Entretanto, Kutzler et al. (2011) ndo sugeriram ou elucidaram provaveis

motivos para esta observacao.
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Figura 18. Velocidade diastdlica final média (VDF M) do fluxo sanguineo em uma
porcao aleatoria da artéria testicular nos plexos pampiniformes de touros
(lado esquerdo e direito), dos grupos: A e B, durante os 26 momentos
analisados. Observa-se predominio de valores maiores para a VDF
média do grupo controle.
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O colageno e a elastina sdo componentes que permitem a contracdo e
expansdo vascular durante os batimentos cardiacos. Estruturalmente o sistema
arterial contém colageno e elastina principalmente, e pouca complacéncia, resistindo
ao fluxo sanguineo. A complacéncia do sistema vascular tem ampla variacéo
(REECE, 2006), inclusive entre individuos.

A VSM e a VDF estdo associadas com a complacéncia e a resisténcia
vascular renal (Bude e Rubin, 1999; Tublin et al., 1999; Murphy e Tublin, 2000;
Tublin e Bude, 2003; Krumme, 2006; citados por GAO et al., 2011) e sdo altamente
dependentes da distensado das pequenas artérias (GAO et al., 2011).

Saunders et al. (1998) relataram que ndo somente a resisténcia, mas sim a
impedancia vascular (combinacéo de resisténcia e complacéncia) altera o formato da
onda Doppler espectral e Bude e Rubin (1999) demonstraram que a VDF diminui
com a reducdo da complacéncia vascular.

Gao et al. (2011) sugerem que a diminuicdo da distensdo vascular reduz o
efeito sobre o fluxo de sangue nos vasos renais durante a sistole e diastole, mas
com efeito particular sobre a VDF e Langer (2007) citado por Gao (2011) infere a
fibrose intersticial ou a rigidez da prépria artéria, como provaveis fatores para
elucidar o resultado da baixa complacéncia vascular.

Considerando as afirmagfes supracitadas podemos sugerir que processos
semelhantes relacionados a fibrose intersticial e alterac6es vasculares, ocasionados
pelos mais diversos fatores, podem ocorrer na regido dos plexos e testiculos
resultando em alteragcbes nos mecanismos de controle da impedancia vascular
refletindo nos valores da VSM e VDF.

Novamente faz-se a ressalva que os touros utilizados ndo eram inférteis,
entretanto os resultados sugerem que valores menores da VDF parecem estar
relacionados aos animais com sémen de qualidade inferior.

Os ICs para o IP e IR dos grupos avaliados (Tabela 8) foram menores para 0s
touros do Grupo A. Os graficos das médias do IP e IR para os 26 momentos
avaliados demonstram curvas semelhantes e ambos permaneceram com valores
menores para 0 Grupo A na maioria dos momentos avaliados (Figuras 19 e 20).

Amso et al. (2001) e Ginther e Utt (2004) afirmaram que o IP e 0 IR possuem

uma alta correlagdo, fato observado neste estudo, entretanto, considerando as
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analises de correlacdo podemos afirmar que o IP foi mais sensivel que o IR na

avaliacdo do Grupo B, visto que todos os seus valores (esquerdo, direito e média) se

correlacionaram com os defeitos maiores (Tabela 7).
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Figura 19. Média do indice de pulsatilidade (IP M) em uma porcéo aleatéria da
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artéria testicular nos plexos pampiniformes de touros (lado esquerdo e
direito) dos grupos, tratado e controle, durante os 26 momentos
analisados. Observa-se predominio de valores maiores para a média do
IP do grupo B.
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Figura 20. Média do indice de resisténcia (IR M) em uma porcédo aleatéria da artéria

testicular nos plexos pampiniformes de touros (lado esquerdo e direito)
dos grupos, tratado e controle, durante os 26 momentos analisados.
Observa-se predominio de valores maiores, exceto momentos 19 e 26,
para a média do IR do grupo B.
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E sabido que o fluxo de sangue estavel, provido pela artéria testicular, é a
principal via de transporte dos nutrientes, hormonios e produtos de secrecao para 0s
testiculos, necessario para os processos metabdlicos, espermatogénese (BERGH e
DAMBER, 1993) e remocéao de residuos (DAMBER e JANSON, 1978).

O aporte sanguineo adequado para os testiculos é crucial para a sua fungéo
(SETCHELL, 1990; POZOR, 2007) logo, altera¢des que diminuam o fluxo sanguineo
(POZOR, 2007; KUTZLER et al., 2011; ZELLI et al., 2013) ocasionam isquemia
(ZELLI et al., 2013) alteram os mecanismos de termorregulacdo e consequente
deterioracdo da espermatogénese podendo resultar em infertilidade (KUTZLER et
al., 2011) e afetar de modo permanente a producdo de esperma de ambos os
testiculos ou o contralateral, além de alterar volume testicular (POZOR, 2007).

Afora do controle neural e enddcrino, o didametro dos vasos menores pode ser
controlado por metabdlitos locais, como adenosina, pH, K*, Ca**, O,, CO, ON (6xido
nitrico) e citocinas (REECE, 2006).

A presséo capilar e tensdo de oxigénio nos tubulos seminiferos (SETCHELL,
1990) e testiculos sdo notavelmente baixas, portanto, a espermatogénese é
adaptada a um ambiente de “semi hipdxia” e com a vantagem de evitar danos ao
esperma por radicais livres de oxigénio (MAX, 1992, SETCHELL et al., 1994;
AITKEN, 1999).

Reyes et al. (2012) afirmam que em homens expostos a hipoxia ou condi¢cdes
que prejudicam o fluxo sanguineo testicular, o aumento da temperatura e a producdo
de espécies reativas de oxigénio sdo dois eventos que poderiam, em parte, explicar
as alteracbes na funcdo enddcrina celular e diminuicdo da producdo de
espermatozoides. Estas condicfes induzem a ativacdo dos mecanismos de defesa
antioxidantes e ativacdo da apoptose e danos de DNA nas células germinativas em
desenvolvimento.

Na espécie humana, OLIVEIRA (2013) sugere que a inflamacdo da parede
vascular desempenha importante funcdo na patogenia e progressdo da doenca
cardiovascular aterosclerética com diminuicdo da biodisponibilidade do ON e
aumento do estresse oxidativo, promovendo vasoconstrigdo cronica.

Aliadas as afirmacdes supracitadas, os valores do IR e IP encontrados neste

estudo corroboram com as afirmagdes de Ginther e Utt (2004), Ginther e Matthew
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(2004), Carvalho, Chammas e Cerri (2008) e Schurich et al. (2009) que relacionaram
indices menores a melhor perfusdo vascular do tecidual e indices maiores a
resisténcia vascular aumentada.

Bude e Rubin (1999) afirmaram que diversos estudos atribuiram as variacdes
do IR ao aumento da resisténcia vascular ndo considerando a complacéncia
vascular e demonstraram o aumento do IR relacionando estas duas variaveis.

De acordo com essas premissas, em relacdo ao IP e IR, este estudo sugere
gque os touros do Grupo A apresentaram melhor impedancia vascular, melhor
perfusdo tecidual em relacdo ao Grupo B sugerindo que valores menores do IP e IR
estao relacionados a touros com sémen de qualidade superior.

No decorrer deste estudo foi observado sensibilidade dolorosa na area do
plexo pampiniforme esquerdo durante as avaliacGes pela US Doppler, para alguns
touros de ambos 0s grupos, suscitando hipdteses a respeito da provavel causa
deste achado.

Seguida as analises estatisticas foram observadas correlacdes significativas e
diferencas no IC para o lado esquerdo do plexo pampiniforme e testiculo dos touros
estudados. Grupo A: TIV - TEE com a concentracdo espermatica (Tabela 1) e IC da
TEE entre os grupos (Tabela 3); US Doppler — IP E, IR E com motilidade
espermatica, vigor espermatico e defeitos maiores (Tabela 6). Grupo B: IC da TEE
entre os grupos (Tabela 3).

Na espécie humana a varicocele do lado esquerdo apresenta frequéncia de
90% comparada a varicocele bilateral (10%). A drenagem da veia testicular
esquerda na veia renal, o angulo de insercéo e a maior frequéncia da auséncia de
valvulas na veia testicular esquerda em relacdo a direita sdo alguns fatores
atribuidos a este achado (RAJEEV e RUPIN, 2005).

Afeccbes congénitas como hipoplasia testicular, criptorquidismo, hérnia
escrotal ou inguinal podem ocorrer em touros e com maior frequéncia do lado
esquerdo (BARTH, 2006).

Wyrost et al. (1990) citado por ROZA et al. (2012) encontrou em bovinos de
um a 10 dias de idade diferencas na drenagem da veia testicular esquerda,
alternando a drenagem para a veia iliaca circunflexa profunda ou para a veia iliaca

comum, enquanto a veia testicular direita drenava na veia cava caudal.
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Roza et al. (2012) observou em 31 caprinos da raca Saanen que 100% das
veias testiculares direitas drenavam para a veia cava caudal, enquanto a veia
testicular esquerda variou a drenagem entre a veia cava caudal (16 animais), veia
illaca comum (14 animais) e veia iliaca externa esquerda (um animal).

Considerando as afirmacdes supracitadas referentes a afecgdes ou variagdes
anatdbmicas, podemos suscitar a hipétese da relacdo destas com os achados
observados nos touros dos grupos avaliados e nas correlacdes significativas
encontradas para o lado esquerdo. Entretanto, Sdo necessarios outros estudos para
avaliar e elucidar a diferenga anatomica da insergéo das veias testiculares em touros
adultos e a correlagcdo destas com as alteracdes da temperatura e vasculatura do
plexo pampiniforme e testiculos.

Apesar dos resultados observados neste estudo estarem expostos de forma
segmentada, estes corroboram com o intrinseco modelo da interacdo entre
temperatura e fluxo sanguineo testicular. Demonstram a validade das ferramentas
utilizadas, bem como suas limitacfes. Suscitam hipdteses em relacdo a complexos
mecanismos de controle testicular da temperatura e fluxo sanguineo, varios destes
em estudo ou estudados, principalmente na espécie humana, entretanto com raras
meng¢bes em touros. Portanto, existem inUmeras hipoteses a serem elucidadas e
este estudo inédito, associando termografia e ultrassonografia Doppler, pode

contribuir com uma parcela deste vasto tema na espécie bovina.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos deste estudo conclui-se que:

e A termografia infravermelha permite a observagédo de alteracoes precoces da
temperatura do plexo e escroto;

e A ultrassonografia Doppler demonstrou correlagdes entre a VDF, IR e IP com
gualidade do sémen demonstrando ser util na avaliacdo androlégica de
touros.

e Touros com qualidade de sémen superior apresentaram menor impedancia

vascular das artérias testiculares.
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APENDICES

APENDICE A - Médias da TIV, US Doppler, TA e espermogramas - Grupo A.

As médias das variaveis da TIV, US Doppler, TA e espermogramas estao

distribuidas nas Tabelas 1A, 2A, 3A, 4A e 5A, respectivamente.
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APENDICE B - Médias da TIV, US Doppler, TA e espermogramas - Grupo B.

As médias das variaveis da TIV, US Doppler, TA e espermogramas estao

distribuidas nas Tabelas 1B, 2B, 3B, 4B e 5B, respectivamente.
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