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RESUMO

Titulo: Ultrassonografia Quantitativa da Degeneracdo Testicular Induzida em Ovinos
Autor: Humberto Fernandes Veloso Neto

Orientador: Paulo Fernandes de Lima

Nesta Tese, constituida de dois experimentos, avaliou-se a eficiéncia da ultrassonografia
com a técnica de histograma da escala de cinza em diferentes processos de degeneracdo
testicular em ovinos. O Primeiro Experimento foi conduzido objetivando-se acompanhar a
progressdo da degeneracdo isquémica testicular induzida com intuito de validar as andlises de
padrdes de ecogenicidade e ecotextura, avaliando-se também o perimetro escrotal e 0 volume
testicular. Os machos (n=6), com idade 11 e 18 meses foram submetidos a analise de biometria
testicular com obtencdo do perimetro escrotal e volume testicular, e aquisicdo de imagens
ultrassonograficas foram realizadas para determinacéo de valores de ecogenicidade e ecotextura
no software GIMP 2.8® para determinacdo de padrdes pré isquemia. As afericdes desses
parametros foram realizadas antes da isquemia mecanica induzida com burdizzo (DO) e nos
dias 1 (D1), 4 (D4), 8 (D8), 16 (D16), 24 (D24), 35 (D35) e 50 (D50). O valor da ecogenicidade
no testiculo higido foi de 105,01 + 8,23 e 0 da ecotextura pela variacdo do eco foi de 13,24 +
0,88. O comportamento da ecogenicidade, representado pelo valor numérico de pixel, mostrou
gue o impedimento mecanico da irrigacao testicular exerceu influéncia (P < 0,05) ja a partir do
primeiro dia (D1) ap6s o procedimento, o qual continuou em declinio que foi observado no
D4 com valor de 50,11+7,21 (P < 0,05) O valor numérico de pixel manteve-se constante até
0 35%dia, sendo apenas recuperado ao final do experimento (D50), quando o processo de fibrose
substituiu os tecidos do parénquima testicular e proporcionou significativo aumento (P < 0,05)
da ecogenicidade para valor de 62,19+7,15, semelhante ao valor verificado em D1 (P>0,05). O
comportamento do valor numérico da ecotextura que inicialmente foi 13,24+0,88, mostrou que
somente a partir do D4 ocorreu aumento (P < 0,05) da homogeneidade do parénquima testicular
em relacdo ao DO diminuindo para valores de 11,01+1,61, fato também verificado nos demais
dias de avaliagéo, exceto aquela realizada no D50 que aumentou a heterogeneidade subindo
para 14,42+1,77. Conclui-se que perante uma lesdo aguda, os valores da ecotextura obtidos pela
amplitude de variacdo do eco ndo sdo suficientes para respaldar uma avaliagdo diagndstica
precisa, sendo necessario correlacionar & alteracdo dos valores da ecogenicidade e que
macroscopicamente, a degeneracgdo testicular se caracteriza pela reducdo significativa do

perimetro escrotal e do volume testicular. O Segundo Experimento objetivou-se avaliar o



papel da andlise quantitativa da escala de cinza nas imagens ultrassonogréficas de testiculos de
ovinos com insulagéo escrotal, acompanhando sua fase de degeneracédo e recuperacdo. Foram
utilizados 6 animais adultos sem raca definida com idade entre 18 - 20 meses de idade. O
experimento foi dividido em trés periodos. No periodo pré-insulacéo, foram realizados exames
de analise do sémen, biometria testicular e aquisi¢do de imagens ultrassonograficas para
posterior analise computacional quantitativa da ecotextura e da ecogenicidade através do
histograma de cinza e assim estabelecer um padrdo de normalidade. Na fase de insulacéo
escrotal, colocou-se bolsas de tecido, envolvendo o escroto, com dupla parede e camada interna
de algodao hidréfobo com cerca de 5 mm de espessura tendo a duracdo de oito dias, ao quarto
dia (D4l) realizou-se medidas da biometria testicular, espermograma e analises da imagens
ultrassonograficas. A fase de pos-insulacdo iniciou com a retirada das bolsas sendo considerado
este dia como o dia 0 e foram realizadas aferi¢des testiculares, coletas de sémen, aferi¢do das
medidas testiculares e acompanhamento ultrassonogréafico a cada sete dias, até a recuperacdo
dos parametros seminais. Na biometria testicular observou diminuicdo das medidas de
comprimento e volume escrotal no primeiro dia do periodo po6s-insulacdo (P < 0,05). Dentre 0s
pardmetros espermaticos foram observados diminuigdo (P < 0,05), com 4 dias de estresse
térmico da motilidade, vigor e turbilhonamento, 35+20,74 %, 1,83 +0,75 (0-5), 2,3+0,47 (0-5)
respectivamente, associado a uma diminuicdo da ecogenicidade, que incialmente era 100+4,9 e
99,69+5,3 de intensidade pixel. Apds quatro dias de estresse térmico, a ecogenicidade teve uma
queda para valores de 73,1+14,2 (P < 0,05) aumento para os valores préximos aos do periodo
pré-insulacdo que ocorreu aos 63 dias do periodo pés-insulacdo. A ecotextura ndo apresentou
variacdo nos valores inicialmente (P>0,05). Ecogenicidade demonstrou uma precocidade com
relacdo aos outros parametros no retorno aos padrfes definidos no periodo pré-insulacéo.
Conclui-se portanto que a inducdo do estresse térmico caracterizou com reducdo da biometria
testicular, declinio na qualidade seminal e diminui¢do da intensidade pixel na imagem
ultrassonografica, esta ultima sendo um parametro sensivel tanto na fase aguda em conjunto a
com motilidade, vigor e turbilhonamento quanto na recuperacdo testicular, mostrando-se mais

precocemente que outros parémetros.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURALDE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
Tese de Doutorado em Ciéncia Veterinaria

Recife, Fevereiro de 2017.
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ABSTRACT

Title: Quantitative Ultrasonography of Testicular Induced Degeneration in Rams
Author: Humberto Fernandes Veloso Neto
Advisor: Paulo Fernandes de Lima

In this thesis, made up of two experiments, in different processes of testicular degeneration in
rams it was evaluated the efficiency of ultrasonography with the grayscale histogram technique.
The First Experiment was carried out with the aim of monitoring the progression of induced
ischemic degeneration validate analyzes of echogenicity and ecotexture patterns, also
evaluating the scrotal perimeter and testicular volume. The males (n = 6), aged 11 and 18
months, underwent testicular biometry analysis to obtain the scrotal and testicular volume, and
acquisition of ultrasound images were performed to determine echogenicity and echotexture
values in the GIMP software 2.8® for determination of pre-ischemia patterns. The
measurements of these parameters were performed before mechanical ischemia induced with
burdizzo (D0) and on days 1 (D1), 4 (D4), 8 (D8), 16 (D16), 24 (D24), 35 (D35) and 50 (D50).
The value of echogenicity in the healthy testicle was 105.01 + 8.23 and that of the ecotexture
by echo variation was 13.24 = 0.88. The behavior of the echogenicity, represented by the
numerical value of the pixel, showed that the mechanical impedance of the testicular irrigation
exerted influence (P <0.05) already from the first day (D1) after this procedure, which continued
in decline that was observed in D4 with a value of 50.11 + 7.21 (P <0.05). It was remained the
pixel value constant until the 35" day and was only recovered at the end of the experiment
(D50), when the fibrosis process replaced. The tissues of the testicular parenchyma and
provided a significant increase (P <0.05) in echogenicity to a value of 62.19 + 7.15, similar to
the value verified in D1 (P> 0.05). The behavior of the numerical value of the ecotexture, which
was initially 13.24 + 0.88, showed that only from the D4, there was an increase (P <0.05) in the
homogeneity of the testicular parenchyma ecotexture relative to the DO decreasing to values Of
11.01 £ 1.61. A fact also observed on the other days of evaluation, except for the one performed
in the D50 that increased the heterogeinity to 14.42 £ 1.77. It is ended that for an acute lesion,
echocardiographic values obtained by amplitude of echo variation is not sufficient to support a
precise diagnostic evaluation, being necessary to correlate with the alteration of echogenicity
values and that, macroscopically; testicular degeneration is characterized by the reduction of

the scrotal perimeter and testicular volume. The Second Experiment aimed to evaluate the role
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of quantitative gray scale analysis in the ultrasonographic images of sheep testicles with scrotal
insulation, accompanying their degeneration and recovery phases. We used six adult non -
defined animals aged 18 to 20 months. We divided the experiment into three periods. It
performed in the pre-insulation period, semen analysis, testicular biometry and
ultrasonographic imaging for subsequent quantitative computational analysis of ecotexture and
echogenicity using the gray histogram to establish a normality pattern. It placed in the scrotal
insulation phase, tissue pouches, involving the scrotum, with a double wall and inner layer of
hydrophobic cotton with about five mm. (D4l). We performed measurements of testicular
biometric, spermogram, and ultrasonographic imaging. The post-insulation phase started with
the withdrawal of the bags, it considered this day as day 0 and testicular measurements, semen
collections, and testicular measurements and ultrasound monitoring were performed every
seven days until the seminal parameters were recovered. In testicular biometry, the length and
scrotal volume measurements decreased on the first day of the post-insulation period (P <0.05).
Among the sperm parameters, a decrease (P <0.05) was observed, with 4 days of thermal stress
of motility, vigor and turbulence, 35 + 20.74%, 1.83 £ 0.75 (0-5), 2, 3 £ 0.47 (0-5) respectively,
associated with a decrease in echogenicity, which was initially 100 + 4.9 and 99.69 + 5.3 pixel
intensity. After four days of thermal stress, echogenicity had a Drop to values of 73.1 £ 14.2 (P
<0.05) increase for values close to those of the pre-insulation period that occurred at 63 days
post-insulation period. The ecotexture did not change in the values initially (P> 0.05) without
variation in the ecotexture. Ecogenicity showed a precocity with respect to the other parameters
in return to the standards defined in the preinsulation period. It was concluded that the induction
of thermal stress was characterized by a reduction of testicular biometry, a decline in seminal
quality and a decrease in pixel intensity in the ultrasound image, the latter being a sensitive
parameter both in the acute phase together with motility, vigor and turbulence, and Testicular

recovery, showing itself earlier than other parameters.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURALDE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
Doctoral’s Thesis in Veterinary Science

Recife, February, 2017.
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1- INTRODUCAO

Dentro do contexto de crescimento da ovinocultura no pais, segundo Simplicio et al.
(2007) os reprodutores séo de fundamental importancia na produtividade. A selecdo de machos
ovinos para serem utilizados com reprodutores € um passo importante para melhorar o
desempenho do rebanho (PACHECO e QUIRINO, 2010). Os machos podem ser utilizados em
monta natural, em programas de inseminacéo artificial ou outras biotécnicas da reproducéo e
por serem passiveis de maior pressdo de selecdo sdo responsaveis por um acelerado
melhoramento genético do rebanho (SIMPLICIO et al., 2007).

Carneiros reprodutores com alto desempenho sexual levard a uma maior disseminacao
do material genético desejavel, com o aumento da eficiéncia produtiva. Assim, dentre as
aptiddes para uma avaliacdo da fertilidade na escolha de reprodutores, além do teste de
progénie, incluem a qualidade seminal, aspectos testiculares e genitalia externa e o
comportamento reprodutivo (PACHECO e QUIRINO, 2010).

O declinio da fertilidade em machos tem como causa mais comum, a degeneracdo
testicular, que pode ser resultante de varios fatores, como a temperatura do ambiente elevada,
alteracdes vasculares, intoxicacOes, infecces, desequilibrios nutricionais e distarbios
hormonais (CUNHA et al.,, 2015). Na regido Nordeste do Brasil, as altas temperaturas
ambientais estdo associadas as variacdes na qualidade do sémen em épocas mais quentes do
ano, principalmente nas racas que ndo estdo adaptadas a regido (MAIA et al., 2011).

A avaliacdo da capacidade reprodutiva dos machos, seja por infertilidade, subfertilidade
ou mesmo para selecdo de reprodutores é analisada, com precisdo, através da realizacdo de um
exame clinico-androlégico minucioso (UNANIAN, 2000; MARTINS, 2006). Porém, se fez
necessario a evolucdo das técnicas de diagnostico, e com a introducdo da ultrassonografia no
exame andrologico houve um grande avanco nos estudos (SANCHES e AFONSO, 2000;
NEVES et al., 2010). Em seu trabalho, TEIXEIRA et al. (2011) demonstraram que a
ultrassonografia é eficiente para diagnosticar alteracdes escrotais assintomaticas aos exames

convencionais e contribui para o0 melhoramento da reprodugéo animal.



O diagnostico ultrassonografico é uma técnica in6cua e ndo invasiva que permite a
visualizacdo das interfaces teciduais (AHMAD et al., 1999). O uso da ultrassonografia surgiu
para complementar outras formas de diagnostico, no caso da andrologia, 0 espermograma,

tornando mais rapido e preciso a chegada ao diagndstico definitivo (PEIXOTO et al., 2010).

Na andrologia, como em outras areas, a ultra-sonografia € comumente usada para a
avaliacdo de estruturas macroscopicas internas e tem sido umas das principais ferramentas para
avaliacdo testicular, epididimal e de glandulas sexuais acessorias em ovinos sadios e férteis
(JUCA et al., 2009; ANDRADE et al., 2012). Estudos evidenciaram que as alteracdes de
ecogenicidades na ultrassonografia do parénquima testicular estdo intimamente relacionadas

com as caracteristicas histomorfoldgicas dos tibulos seminiferos (EVANS et al., 1996).

Achados ultrassonograficos de degeneracdo do parénquima testicular em bodes
naturalmente inférteis, foram descritos na literatura (AHMAD et al., 1993) e também a
associacdo de achados ultrassonograficos e histopatoldgicos de testiculo e epididimo
submetidos a isquemia induzida unilateral em caprinos e ovinos (AHMAD et al., 1999). No
entanto, ultrassonografia € um exame operador-dependente, logo existe uma subjetividade na
analise da imagem ultrassonogréfica contribuindo para divergéncias de interpretacdo entre
examinadores. (LEE et al., 2006). Para formac&do de uma imagem ultrassonografica é necessaria
existe a combinagéo de varios pixels “picture elements” que corresponde a densidade de um
tecido observada por ultrassonografia, o olho humano ndo consegue quantificar os pixels, 0 que
leva a diferentes percepcOes individuais e consequentemente variagdes na interpretacdo da
imagem (PIERSON e ADAMS, 1995).

A analise da escala-cinza ultrassonogréafica surgiu como uma ferramenta para analisar
de forma quantitativa o brilho e a uniformidade da imagem através de softwares, o que levou a
um grande impacto no campo da pesquisa animal e da reproducao clinica (GINTHER, 1995).
A andlise computacional destas imagens permite identificar diferencas de ecotextura
imperceptiveis ao olho humano, assim como mensura-las de forma bastante objetiva,
quantificando os valores de cada pixel da imagem, com objetivo de reduzir as inconsistencias

da avaliacdo visual subjetiva (SINGH et al., 2003).

Em estudos com touros Arteaga et al. (2005) concluiram que os efeitos deletérios na

qualidade do semén devido a insulagéo escrotal induzida experimentalmente, foi associado



com alteragcbes da intensidade pixel do ultrassonograma testicular. Giffin et al. (2012)
afirmaram que o valor da intensidade pixel € um bom indicador da microestrutura dos tdbulos

seminiferos in situ e ex vivo .

Haja vista, que o estudo de imagens com analise quantitativa de cinza pode vir aumentar
a sensibilidade das observagOes dos padrdes de ecoextura e ecogenicidade tornando-as mais
objetivas. A aplicacdo dessa ferramenta podera contribuir para melhor interpretacdo de imagens

da degeneracao testicular tanto isquémica quanto decorrente da insulacdo escrotal em carneiros.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 TESTICULOS E SEU PARENQUIMA

Os testiculos tém como fungéo a secre¢do hormonal de testosterona e espermatogénese,
esta Ultima resulta de um processo continuo e diario de producéo de espermatozoides a partir
das espermatogonias, que sdo células da linhagem germinativa (STANBENFELD e EDQVIST,
1996). Os testiculos estdo localizados na bolsa escrotal, onde mantém a uma temperatura de 2
a 6°C abaixo da temperatura corporal, sendo cobertos por uma capsula fibrosa de tecido
conjuntivo denso chamada tunica albuginea, que contém as artérias e veias testiculares
(O'DONNEL et al., 2001). As gdnadas masculinas migram da cavidade abdominal em direcéo

a bolsa escrotal por volta dos 80 dias de gestacdo nos ovinos (KILGOUR et al., 1998).

O parénquima testicular € em grande parte constituido por tabulos seminiferos bastante
contorcidos, exceto por uma regido curta denominada tubulus reto, que estdo em contato com
a rete testis, uma rede anastomosada de canais que facilita a passagem do espermatozdéide para
fora do testiculo. (DYCE et al., 1996). Em carneiros, a rete testis esté localizado centralmente
e se estende até aproximadamente trés quartos do comprimento do testiculo (HEMEIDA et al.,
1978). Na borda caudo-medial do testiculo se encontra o epididimo que fica firmemente unido
ao testiculo nos polos. A cabeca (caput) do epididimo é anexada ao pélo dorsal do testiculo
através dos ddctulos eferentes, uma extensdo da rete testis (DYCE et al., 1996) que nos ovinos
sdo em torno de 17-20 ductulos (HEMEIDA et al., 1978) que se juntam para formar um Gnico
ducto epididimal, através do qual os espermatozdides séo transportados para o corpo (corpo) e
finalmente para a cauda do epididimo. O tempo de transporte dos espermatozoides pelo
epididimo dura em média 14 -16 dias (JONES, 1999) para em seguida serem liberados no ducto

deferente e posteriormente na uretra.

Os testiculos e epididimos sdo suspensos do abdémen em carneiros pelo cordao
espermatico que pode ser identificado no colo escrotal contendo vasos sanguineos e linfaticos,
nervos e o ducto deferente (DYCE et al., 1996). Todo esse conjunto se localiza no interior do
saco escrotal, que possui varias camadas. Mais externamente ha a pele, que esta aderida a uma
camada fibromuscular chamada de tunica dartos, que auxilia na termorregulacdo, mais

internamente existe as fascias espermaticas (interna e externa) e mais profundamente hé a fascia



cremasterica contendo o musculo cremaster, que regula a posicado do escroto em relagéo ao
corpo (SETCHELL, 1998) revestindo o parénquima testicular h4 a tunica albuginea uma
membrana fibrosa espessa que compreende a maior parte da capsula testicular. A tdnica
vasculosa, as vezes referida como a camada interna da tanica albuginea (ARENAS et al., 1997),
consiste de um tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos que nutre o parénquima
(O'DONNEL et al., 2001).

O parénquima testicular esta dividido em dois compartimentos distintos. Nessa divisao
morfofuncional, um compartimento é constituido pelos tabulos seminiferos, que ocupam cerca
de 85% do volume testicular nos ovinos (WROBEL et al., 1995), com aspecto enovelado
contendo o epitélio germinativo e as células de Sertoli em seu interior. O outro compartimento
consiste no espaco entre os tabulos, composto pelo estroma testicular formado pelo tecido
conjuntivo, onde se localizam, os vasos sanguineos e linfaticos, nervos e as células de Leydig
(ARAI et al., 1998; MCMANUS et al., 2010), além de uma camada de células musculares lisas
modificadas que rodeiam os tabulos seminiferos, conhecidos como células midides
peritubulares (KERR et al., 2006). Em carneiros, estas células sdo circundadas em um tecido
conjuntivo solto com um vaso linfatico localizado centralmente e vasos sanguineos
posicionados perifericamente (FAWCETT et al., 1973).

As células da linhagem germinativa sdo estagios sucessivos de um processo continuo
de diferenciacdo até a formacdo do gameta masculino. O epitélio germinativo é composto por
espermatog6nias do tipo A e B, espermatécitos primario e secundario, espermatides e
espermatozoides. As células de Sertoli fornecem suporte mecanico para as células germinativas,
formam a barreira hematotesticular e participam da nutricdo e diferenciacdo através da
manutencdo da alta concentracdo de testosterona no tubulo seminifero, sendo condicédo
importante para manutenc¢éo da espermatogénese. As células de Leydig sdo as principais células
de secrecdo de testosterona e localizam-se no intersticio, junto com fibroblastos, macréfagos,
mastocitos, células conjuntivais indiferenciadas. (NASCIMENTO e SANTOS, 2003;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012). Nos ovinos, as células de Leydig sdo relativamente
discretas, ocorrendo isoladamente ou em pequenos aglomerados em um abundante tecido
conjuntivo. O estroma que inclui muitos fibroblastos e coldgeno com intersticio bem
vascularizado por vasos sanguineos de pequeno e grande calibre. As células de Leydig,
compreendem cerca de 7,5% do tecido intersticial ou 1% de todo o testiculo em carneiros,
(FAWCETT etal., 1973).



2.1.1. DESENVOLVIMENTO TESTICULAR

O desenvolvimento testicular em carneiros possui trés fases que sdo divididas em: pré-
pubere, pubere e pds-puberal. Nas fases pré-pubere e pabere ha o aumento acelerado do
perimetro escrotal (SANFORD et al., 2000; MARTINS et al., 2003) devido principalmente ao
desenvolvimento acelerado do parénquima testicular (FRANCA e RUSSELL, 1998). Enquanto
que a fase de p6s-puberdade é caracterizada por crescimento testicular lento, com tendéncia a
estabilizacdo (MARTINS et al., 2003; SOUZA et al., 2000). Esse crescimento lento se deve ao
fato de que, mesmo apo6s a maturidade sexual, os tdbulos seminiferos ainda apresentam
pequenos crescimentos em seu comprimento. Contudo, os tubulos ja ocupam seu volume
adulto, cerca de 84 a 86% do testiculo (STEGER; WROBEL, 1996).

A taxa de crescimento testicular é determinada pelo inicio da atividade funcional das
células de Leydig, que sdo essenciais para a fungdo normal do sistema reprodutivo do macho
(RUSSELL et al., 1994). Em carneiros, o volume total de tecido intersticial esta correlacionado
positivamente com a producéo de células germinativas e a populacéo das células de Sertoli esta

relacionada ao tamanho adulto dos testiculos junto com producédo espermatica (SOUZA, 2003).

Entre 0 nascimento e a puberdade, o numero de células de Sertoli aumenta
consideravelmente, e pode ser influenciado por fatores tais como: a raca do animal, estacao de
nascimento, nutricdo e ambiente hormonal (HOCHEREAU-DE-REVIERS et al., 1987).

O volume testicular de cordeiros entre duas e oito semanas de vida é de
aproximadamente 1,5cm3. O epitélio seminifero nessa faixa etaria é composto por células de
Sertoli indiferenciadas e pre-espermatogonias |, localizadas no centro dos tabulos seminiferos.
Entre oito e treze semanas, o volume testicular alcanga 5cms3, com os tubulos ocupando cerca
da metade do volume, (STEGER e WROBEL, 1996). As células de Sertoli indiferenciadas
multiplicam-se, em processo mediado pelo FSH (KILGOUR et al., 1998), e formam uma
camada continua ao redor dos tubulos. As pré-espermatogénias | migram para a periferia dos

tubulos e delas originam-se as primeiras pré-espermatogonias Il (STEGER e WROBEL, 1996).

Durante o desenvolvimento testicular entre treze e dezoito semanas de idade, o volume
testicular ultrapassa 15cms3, com cerca de 60% ocupados pelos tibulos seminiferos que possuem

com o diametro de 80um. As células de suporte ja apresentam caracteristicas tipicas das células



de Sertoli, e formam as primeiras jungdes entre si, ainda incompletas (STEGER e WROBEL,
1996).

No inicio da puberdade, aproximadamente entre dezoito e 24 semanas, 0 perimetro
escrotal pode atingir cerca de 18 cm (SOUZA et al., 2001). O volume testicular supera os 25cmé.
As células de Sertoli param de multiplicar-se e se diferenciam e suas jungdes intercelulares
separam 0s compartimentos basal e adluminal. A espermatogénese inicia-se nesta fase, com a
formacéo das primeiras espermatogénias A (STEGER e WROBEL, 1996).

Na pds-puberdade, as celulas de Sertoli passam a ligar-se mutuamente, formando a
barreira hematotesticular e participando dos eventos ciclicos do epitélio seminifero (RUSSELL
etal., 1994; STEGER e WROBEL, 1996). Correlacdo positiva e significativa foi descrita entre
0 namero total de células de Sertoli e de espermatogbnias A por testiculo, confirmando que a
eficiéncia da producdo espermatogénica € estabelecida no inicio da espermatogénese
(JOHNSON et al., 1994) com eficiéncia da espermatogénese de 47,58% em o0vinos
(BILASPURI e GURAYA, 1986).

2.1.2 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese € um processo altamente organizado que envolve a proliferacdo e
diferenciacdo de células germinativas para formar espermatoz6ides maduros. (SHARPE et al.,
2003).

Na fase proliferativa, as espermatogbnias que sdo células germinativas primitivas,
localizadas préximas da lamina basal do epitélio se dividem por mitose como células-tronco e
produzem varias geracGes de células que podem continuar se dividindo sendo auto-renovaveis
ou progenitoras de outras espermatogonias, sendo essas chamadas de espermatogonias tipo A
(OATLEY e BRINSTER, 2012; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012) ou podem diferenciar-se
em tipos mais avancados de células germinativas passando por diversos processos de divisao
com a proliferacdo de tipos de espermatogonias diferenciadas como espermatogonias A2 e A3,
espermatogonia intermediaria e espermatogbnias B1 e B2, a partir das espermatogonias B é
que vao se diferenciar os espermatdcitos (LOK et al., 1982). Em carneiros pode ocorrer até dez

ciclos de divisdo, com crescimento de forma exponencial, a populacdo de espermatogdnias



teoricamente resulta na producédo de 1024 espermatdcitos primarios de uma Unica célula tronco
(WROBEL et al., 1995).

A fase de meiose da espermatogénese inicia com 0s espermatocitos primarios que sao
originados da divisdo das espermatogdnias B2, sdo células diploides e vao passar pela primeira
divisdo meidtica. Dessa divisao, serdo formados os espermatdcitos secundarios que sao células
haploides que vdo passar pela segunda divisdo meiotica originando duas espermatides.
(HANDEL e SCHIMENTI, 2010; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012) Assim, um
espermatdcitos primario diploide pode teoricamente dar origem a quatro espermatides elevando
0 numero potencial total de células filhas de uma célula tronco germinativa para 4096
espermatides (WROBEL et al., 1995).

Na fase final da espermatogénese, ndo ha divisdes de células germinativas, sendo uma
fase de diferenciacdo chamada de espermiogénese, na qual as espermaétides, inicialmente
arredondadas sofrem amplas modificacbes nucleares e citoplasmaéticas para formar o
espermatozoide. Cinco eventos morfoldgicos principais ocorrem durante a espermiogénese: a
formagdo do acrossoma que contém uma variedade enzimas envolvidas na fecundacdo, a
condensacdo e alongamento do nucleo; desenvolvimento do flagelo, perda do excesso de
citoplasma com formacéo de corpos residuais e a formacao de juncdes especializadas com as
células Sertoli para orientar as cabecas de espermatides no sentido da lamina basal e o flagelo
em desenvolvimento se projetando no limen do tubulo seminifero (KERR et al., 2006;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012). Em carneiros as espermatides redondas ocupam entre
34% e 40% do epitélio (WROBEL et al., 1995).

Ao final da espermiogénese, as espermatides alongadas sdo liberadas para o limen
através do processo de espermiacdo, sendo resultado final o espermatozbide. Os
espermatozéides recém-formados sao transportados por contragcdes do musculo liso das células
mioides peritubulares e da capsula testicular e pelo fluxo de fluido no limen do tdbulo
seminifero para a rete testis (KERR et al., 2006).

2.2 DEGENERACAO TESTICULAR

A degeneracéo testicular é considerada uma das causas mais frequentes de reducéo da
fertilidade dos machos domeésticos, caracterizando-se por processos degenerativos e necroticos
das células germinativas (JAINUDEEN e HAFEZ, 2003). E uma afeccdo de origem



multifatorial, e pode apresentar-se de maneira uni ou bilateral, a depender da causa, temporaria
ou permanente e podendo variar de discreta a severa sob 0 ponto de vista patoldgico (CAMP,
1997) sendo considerada a principal causa da subfertilidade e infertilidade nos animais que
vivem em condic¢des climaticas desfavoraveis (GABALDI e WOLF, 2002).

A degeneracdo causa alteracfes no epitélio germinativo dos tabulos seminiferos, os
quais perdem a capacidade de produzir espermatozdides normais, dentre as causas tém-se: o
estresse térmico, infeccbes localizadas ou sistémicas, fatores nutricionais, distarbios
circulatorios, biopsias testiculares, fatores hormonais, traumatismos, radia¢fes, substancias
toxicas e medicamentos, tumores testiculares, fatores hereditarios e processos auto-imunes.
Porém, existem fatores que podem interferir na producdo normal de espermatozoides como a
estacdo do ano, idade, volume testicular e integridade dos tecidos envolvidos na reproducao
como epididimo (NASCIMENTO e SANTQOS, 2003).

Como caracteristicas inicias do processo degenerativo, 0s testiculos apresentam
consisténcia flacida, o tamanho pode ser normal ou discretamente diminuido de volume. Em
estagios mais avangados, o 6rgdo diminui de tamanho, adquire consisténcia firme a palpacéo e
se torna resistente ao corte devido ao aumento do tecido conjuntivo intersticial, em alguns casos
pode ocorrer a mineralizagdo de tabulos seminiferos (NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

Histologicamente, caracteriza-se por degeneracdo de espermatides, baixa
espermiogénese, células gigantes multinucleadas da fusdo de varias espermaétides,
espermatog6nias com citoplasma vacuolizado e com nucleo picnético. Alguns tubulos vao
mostrar auséncia total de epitélio seminifero, membrana basal espessa e hialinizada com
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso que invade e destroem os tubulos seminiferos nos
casos avancados (JONES et al., 2000; NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

2.2.1 ESTRESSE TERMICO

Para que ocorra uma espermatogénese e esteroidogénese adequada, a temperatura
testicular deve ser mantida 2-6 ° C mais baixa do que a temperatura corporal (KASTELIC e
COULTER, 1993; MIEUSSET; BUJAN, 1995; O'DONNEL et al., 2001). Com o objetivo de
manter a temperatura testicular menor que a corporal, a termorregulacdo escroto-testicular é um

fendmeno complexo que tem numerosos mecanismos locais incluindo perda de calor por



10

contracorrente, regulagdo do fluxo sangtiineo, posicéao do testiculo dada pelo musculo cremaster
e tlnica dartus, além da capacidade de producdo de suor pelas glandulas sudoriparas
(GABALDI e WOLF, 2002).

A localizacdo testicular em bolsa cutanea pendulosa aumenta a area de superficie que
facilita a exposicdo do cone vascular a0 meio ambiente e permite que os testiculos fiquem
distantes do corpo do animal. O mecanismo de contracorrente do cordao espermatico permite
a troca de calor através do sangue venoso resfriado que sobe pelas veias do plexo pampiniforme
e do sangue arterial na temperatura corporal que desce pela artéria testicular. A grande
quantidade de glandulas sudoriparas e auséncia de gordura no tecido subcutaneo da pele
escrotal, facilita a sudorese que é importante na perda de calor. (KASTELIC e COULTER,
1993; SETCHELL, 1998). Portanto a falha de um ou a combinacdo de alguns destes
mecanismos pode levar & infertilidade devido as alteracbes que podem ocorrer na
espermatogénese e esteroidogénese (GABALDI e WOLF, 2002).

Estudos comprovam que altas temperaturas afetam a qualidade seminal, esse efeito
deletério ocorre principalmente como resultado de um aumento na temperatura testicular que
provoca degeneracgdes especificas com o surgimento de alteracGes espermaticas em momentos
criticos e precisos do ciclo espermatogénico (NUNES, 2002). As células germinativas sdo mais
atingidas pelo estresse térmico devido ao seu alto metabolismo (SHIRAISHI et al., 2012).
Dentre as células da espermatogénese mais afetadas, 0s espermatdcitos e espermatides, que sdo
mais termo-sensiveis, sdo 0s que sofrem maior dano, em seguida, com menos intensidade a
espermatogonia e os espermatozoides. (CARLSEN et al., 2003). Os espermatozéides maduros
podem sofrer alteracfes estruturais, metabdlicas, aumento dos radicais livres e danos no DNA
e no seu mecanismo de reparo, durante o final do desenvolvimento ou quando estdo presentes
na regido do epididimo. Entretanto, mesmo sem alteracdo na morfologia estes espermatozoides
apresentam baixa capacidade de fertilizacdo e hd um aumento na incidéncia de morte
embrionaria (MIEUSSET et al., 1992; SETCHELL, 1998; DURAIRAJANAYAGAM et al.,
2015).

O aumento da temperatura do escroto, seja natural ou induzida pela insulagéo escrotal,
interfere na termorregulacdo testicular, predispondo & degeneracdo do epitélio germinativo
gonadal (MIEUSSET et al., 1992; SHIRAISHI et al., 2012). A degeneracdo ¢ o resultado de

alteracdes na sintese de proteinas e expressdo de genes nas células germinativas e células de
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Sertoli (IKEDA et al., 1999; GUO et al., 1999), acarretando grandes consequéncias para a
qualidade do sémen e subsequentemente para a fecundagdo, interferindo assim diretamente
sobre os resultados de fertilidade (BONILLA et al., 2013; FLORENTINO et al., 2003;
MOREIRA et al., 2001). Os efeitos deletérios do estresse termico escrotal variam conforme o
tempo de exposicao dos testiculos e estdo associados a alteragdes na intensidade de pixel em
touros (ARTEAGA et al., 2005). Setchell (1998) sugere que o aumento de temperatura
testicular resulta num incremento do metabolismo e demanda de oxigénio, de tal forma que a
vascularizacdo sanguinea testicular ndo consegue neutraliza-la, levando a hipoxia e formagéo
de uma espécie reativa de oxigénio e conseqiientemente, a formacdo de anormalidades

espermaticas.

Estudos mais recentes indicam que o estresse oxidativo é o principal fator responsavel
pelos danos testiculares causados pelo estresse térmico. (NICHI et al., 2006; FLEMMING et
al., 2004.). Temperaturas mais elevadas levariam ao aumento do metabolismo testicular sem
um aumento correspondente no suprimento sanguineo, resultando em hipoxia local e efeitos
deletérios para o parénquima (AITKEN e ROMAN, 2008). Nesta condicdo, o desequilibrio
oxidativo pode ocorrer ap0s o restabelecimento da temperatura normal e reperfusdo tecidual
acarretando em um fenémeno de lesdo por hipdxia-reperfusdo (REYES et al., 2012). Esta
situacdo tem sido descrita em estudos em que a supressdo da funcéo testicular sob estresse
térmico levou a uma diminuicao da fertilidade em ruminantes (NICHI et al., 2006; FLEMMING
et al., 2004). Em seus estudos, Hamilton et al. (2016) concluiram que o estresse testicular
induziu estresse oxidativo que levou a lesdes temporarias que regeneravam ap6s um ciclo
espermatico no sémen ejaculado e também ap0s trinta dias em espermatozoides localizados no

epididimo.

2.2.2 REGENERACAO TESTICULAR

Quando ndo ha degeneracéo severa do epitélio germinativo, pode ocorrer a recuperacéo
do epitélio seminifero, que dependerd do tempo de duragdo e da intensidade da lesdo. A
regeneracdo completa acontece de forma lenta sendo observado alguma melhora por volta de
60 dias apos a remocdo do agente casual. A regeneracdo do epitélio germinativo e possivel e

dependera da sobrevivéncia das espermatogdnias e das células de Sertoli e células de Leydig.
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A maior resisténcia dessas células permite o retorno da funcdo espermatogénica quando
removida a causa. Se ndo for possivel a regeneracdo, pode-se instalar nos testiculos uma fibrose
ou calcinose. (FONSECA e CHOW, 1995; NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

Nas lesdes severas em que € atingida a espermatogénia A pode ocorrer a azoospermia.
(FONSECA e CHOW, 1995). A fase regenerativa caracteriza-se por uma recuperacdo da
concentracdo, motilidade, vigor e espermatozoides morfologicamente normais (GABALDI,
2000).

2.2.3 FIBROSE TESTICULAR

As principais alteracdes que determinam distarbios circulatérios no testiculo, com
consequente degeneracdo sdo: a tor¢do ou compressdo do corddo espermatico, a obstrucéo
embolica da artéria testicular e as inflamac@es da artéria e veia testicular. A varicocele das veias
testiculares também leva a degeneragdo, principalmente em ovinos. (NASCIMENTO e
SANTOS, 2003) devido a uma trombose desses vasos, ha um comprometendo assim o fluxo
sanguineo do testiculo, causando uma hipdxia e consequente isquemia decorrente do aumento
da presséo venosa testicular. Histologicamente essa degeneracgdo se apresenta com fibrose no
intersticio associada a auséncia de epitélio germinativo nos tdbulos seminiferos caracterizando-
se pelas lesBes regressivas e atroficas, peculiares em casos de degeneracéo e atrofia levando a
infertilidade do macho. (SHIRAISHI et al., 2012; LIMA et al., 2015).

O epitélio seminifero possui um metabolismo intenso, porém nao esta em contato direto
com vasos sanguineos e todo transporte de oxigénio e nutrientes depende dos vasos que estdo
no espaco intersticial (CREASY, 2001).

A fisiopatologia da isquemia testicular resultante da oclusdo da artéria testicular
ocorrem desde a primeira hora com lesdo das espermatogdnias e espermatides que estdo no
interior dos tubulos seminiferos, que sdo muito sensiveis a hipoxia, com 24 horas o testiculo
pode-se apresentar edemaciado com vacuolizacdo das celulas de Sertoli, sendo o periodo de
uma semana para ocorrer uma necrose de coagulagdo de todos os tubulos seminiferos (LEE et

al., 1999; JONES et al., 2000). Em estudos mais recentes com camundongos, Yazama et al.
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(2015) observaram alteragdes na células de Sertoli e consequentemente na barreira

hematotesticular, poucas horas ap6s a isquemia induzida.

As células de Leydig que estdo no espaco intersticial, sdo mais resistentes a andxia,
manifestando sinais de degenera¢do somente ap0s 2 semanas, a partir de entdo inicia-se a
fibrose testicular com aumento da presenca de fibroblastos (LEE et al., 1999; JONES et al.,
2000). De acordo com Suskind et al. (2008), existe uma correlacdo entre o grau de fibrose
tecidual com a progressiva diminui¢do do didmetro dos tubulos seminiferos e diminuicdo do
nimero das células germinativas. Logo, a fibrose testicular pode estar associada a uma
diminuicdo do potencial de producdo diaria de espermatozdides (ARTEAGA et al., 2005;
BARTH et al., 2008).

A fibrose testicular se apresenta na imagem ultrassonografica como areas hipoecdicas
focais Unicas e multiplas, areas hiperecdicas focais e/ou difusas, promovendo um especto
heterogéneo (EINSTEIN et al., 1992).

2.3 ULTRASSONOGRAFIA NA REPRODUCAO ANIMAL

Na Medicina Veterinaria a primeira aplicacdo da ultrassonografia em diagnosticos, foi
na espécie ovina, para diagndstico da gestacdo, conforme relatado por Lindahl (1966). Desde
entdo, as melhorias na qualidade do equipamento combinado com uma maior conscientizacao
dos beneficios do ultrassom com uma técnica de imagem tém levado a sua utilizacdo
generalizada no campo veterinario (KING, 2006).

A capacidade do ultrassom para distinguir o fluido dos tecidos moles e diferenciar 0s
tecidos moles com base na sua composicao torna-o melhor do que a radiografia para examinar
as estruturas dos tecidos moles. Ultrassonografia, portanto, fornece uma alternativa nao
invasiva para muitos procedimentos de contraste radiografico, embora as duas técnicas ainda

devem ser considerados como exames complementares (NYLAN e MATOON, 2005).

A ultrassonografia em tempo real se mostrou uma técnica de exame segura, nao

invasiva, precisa e de grande praticidade, mas que depende da qualidade do equipamento
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utilizado, e da experiéncia do operador. A utilizacdo da ultrassonografia permite a
reconstituicdo anatdbmica do 6rgéao estudado de forma dindmica (CRUZ e FREITAS, 2001).

O impacto da ultrassonografia em tempo real no estudo da reproducdo animal tem sido
acompanhado com notéveis descobertas e aplicagdes, sendo inicialmente nos animais de
producdo mais utilizada para monitorar a anatomia e involugdo uterina, patologias, detectar
gestacdes, estudar a mortalidade embrionaria e monitorar o desenvolvimento e sexagem fetal.
Os recentes avan¢os na tecnologia de ultrassom resultaram na producédo de imagens superiores
e no seu uso generalizado (MEDAN e ABD EL ATY, 2010).

2.3.1 ULTRASSONOGRAFIA NA ANDROLOGIA

A ultrassonografia escrotal foi relatada pela primeira vez em homens em 1974 (MISKIN
e BAIN), e posteriormente em touros (PECHMAN e EILTS, 1987). Como sendo uma técnica
com bom custo beneficio, praticidade em sua realizacdo, com aparelhos que podem ser
portateis, tornou-se integrada em numerosos protocolos de avaliacdo para deteccdo de
patologias escrotais como massas escrotais, dor escrotal aguda, microlitiase além da
infertilidade (RAGHEB e HIGGINS, 2002).

Na andrologia, a ultrassonografia testicular € utilizada para avaliar mudancas palpaveis
e ndo palpaveis, para diferenciar doencas testiculares de origem no epididimo daquelas préprias
do testiculo, para localizar gonadas que ndo desceram, além de permitir a avaliacdo da anatomia
do parénquima do 6rgdo e de estruturas vizinhas relacionadas (NYLAND e MATOON. 2005).
Sendo considerada uma valiosa técnica de diagnostico para avaliacdo testicular em bovinos
(PECHMAN e IELTS, 1987; ABDEL-RAZEK e ALI2005; PASTORE et al., 2015), bem como
em caprinos e ovinos (AHMAD e NOAKES, 1995, ANDRADE et al., 2012).

No entanto, varios fatores podem influenciar no estabelecimento do diagndstico
ultrassonografico como: a frequéncia do transdutor, regulagem de profundidade, ganho e
contraste (KENNETH et al., 1986; ZWEIBEL, 1995). A avaliagdo subjetiva das imagens
constitui uma desvantagem do método, sendo que a impressdo visual muitas vezes se torna
insuficiente para determinar a ecogenicidade exata dos tecidos (SANTOS FILHO et al., 2009;
SCHURICH et al., 2009; LOTTI e MAGGI, 2015). Onde, em seu trabalho, Souza (2010)
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afirmou que o exame ultrassonografico mostrou atraso no diagndstico de degeneracdo testicular
em ovinos em relacdo ao exame clinico por palpacgdo testicular, uma vez que o drgao ainda
apresentava caracteristicas de normalidade ultrassonografica mesmo sendo observado
alteracdes do exame fisico e andrologico, onde 0 avancgo da lesdo observada, ocorria de uma

forma mais lenta e gradual do que as alteracdes no exame clinico.

Para minimizar os erros de interpretacdo da subjetividade e aumentar a sensibilidade do
exame, foram pesquisadas técnicas que quantificam a ecogenicidade e a ecotextura de varias
formas por exemplo: através da andlise por sinal de video (WALLER et al., 2003), da estimagao
da atenuacdo (TAYLOR et al., 1986, LU et al., 1997), backscatter (PARKER et al., 1984, LU
et al., 1997) e do histograma dos niveis de cinza (MAEDA et al., 1998, LEE et al., 2006).

No entanto, a auséncia de pardmetros normais do parénquima testicular das espécies
domeésticas, assim como a auséncia de estudos de correlacdo entre as lesbes reveladas pelas
imagens ultrassonograficas e o estagio da afeccdo tem sido um gargalo para a utilizacdo da
ultrassonografia com diagndstico androlégico veterinario (AGUMBAH et al., 1995). O
estabelecimento de parametros ultrassonograficos de normalidade para morfologia, dimensGes
testiculares ecogenicidade e ecotextura permite estudos sobre processos degenerativos dos
testiculos (GRIFFIN e GINTHER, 1992).

2.3.2 ESCALA DE CINZA NA ULTRASSONOGRAFIA

Escala de cinza na ultrasonografia é usada principalmente para a avaliacdo da estimativa
da densidade e textura do tecido com base nas alteracbes dos valores numéricos da
ecogenicidade e da ecotextura (SCHURICH et al., 2009).

A imagem ultrassonografica é composta por um arranjo de “pixels-picture elements”, e
o valor numérico da intensidade “pixels” varia dependendo da caracteristica do tecido
examinado (CHANDOLIA et al.,1997). O histograma de cinza de uma imagem descreve a
distribuicdo dos niveis de cinza em termos do nimero de amostras (pixels) com cada nivel.
Além disso, permite a visualizacao grafica da forma de distribuicdo da variavel em consideracéo
(BUSSAB et al.,1987).
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A analise de imagens de ultrassom tem sido muito estudadas com o intuito de superar
as inconsisténcias da avaliacdo visual subjetiva, e para fornecer uma abordagem quantitativa a
escala cinzenta (analise de valor de pixel) assim tem sido utilizado para a avaliacdo da
ecogenicidade e ecotextura de diversos 0rgaos e em varias espécies tais como: cicatriz uterina
em humanos (SANTOS FILHO et al., 2009), avaliacdo de nédulos na tireoide em humanos
(GRANI et al.,, 2015), avaliacdo de malignidade de tumores pulmonares em humanos
(NGUYEN et al., 2015), figado em felinos (SANTOS et al., 2009, MONTEIRO et al., 2010),
baco em felinos (VESCOVI et al., 2009), medula espinhal de cdes (BONELLI et al., 2011),
Testiculos em equinos (VARONI, 2014), Utero em suinos (KAUFFOLD et al., 2010) Ovario
em bovinos (VASSENA et al., 2003), testiculos em bovinos (CHANDOLIA et al., 1997;
GABOR et al., 1998; KASTELIC etal., 2001, ARTEAGA et al., 2005, PASTORE et al., 2015)
testiculos em pequenos ruminantes (GIFFIN et al., 2009, TEIXEIRA et al., 2011; TEIXEIRA
etal., 2012; CARAZZO et al., 2014, SILVA et al., 2015) revelando importante aplicabilidade
clinica desta metodologia.

Cada pixel representa um refletor de tecido discreto e pode assumir um dos 256 tons de
cinza. O olho humano pode perceber "suavidade" de uma imagem com 0 aumento tons de cinza,
mas s6 pode distinguir entre 18 e 20 tons de cinza (BAXES, 1994). A avaliacdo dos valores
numeéricos de pixel assistidos por computador (VNP), expressos em escala de 0 (preto absoluto)
para 255 ( branco absoluto), aumentou tanto a precisdo quanto a gama de variacao de resultados
que pode ser perceptivel nas estruturas examinadas. O valores numéricos de pixel sdo um
parametro de avaliacdo da ecotextura ou ecogenicidade do tecido que depende da sua densidade
e do teor macromolecular (GABOR et al., 1998; ARTEAGA et al., 2005; SANTOS FILHO et
al., 2009; GIFFIN et al., 2012). A associacdo da ultrassonografia escrotal com a andlise de
imagem em escala de cinza, pode fornecer uma indicacdo da microestrutura do tecido e da
secre¢do da hormonal reprodutiva (EVANS et al., 1996; BRITO et al., 2012), o que poderia
melhorar consideravelmente a interpretagao visual.

O uso da ferramenta de escala de cinza na imagem ultrassonogréafica para avaliacdo
microestrutural e funcional de orgaos reprodutivos tem aumentado o conhecimento na dindmica
da histofisiologia do orgdo (EVANS et al., 1996). Esta técnica demonstra a alteracdo da e
ecogenicidade em testiculos atroficos, bem como a alteracdo da ecogenicidade em testiculos
com infarto parcial ou isquemia em comparagdo com o tecido testicular normal. A ecotextura
e ecogenicidade alteradas indica uma diminuigéo da funcéo testicular (SCHURICH et al., 2009)

observado que até 70-80% do volume testicular consiste nos tubulos seminiferos, e reflete a
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espermatogénese (ARAI et al., 1998; STEGER e WROBEL, 1996). Urt (2014) determinou que
a area minima representativa do parénquima testicular em ovinos para uma avaliacdo da

ecotextura deveria ser de no minimo 1600 mm?2.

Em seus estudos, Evans et al. (1996) e Chandolia et al. (1997) observaram aumento
na escala de cinza nos testiculos em diferentes fases da maturacdo sexual, coincidindo com a
puberdade em bovinos. Cardilli et al. (2014) sugeriram-se que a ultrassonografia testicular com
analise quantitativa de cinza pode ser utilizada como indicador de precocidade sexual em touros
Nelore. Silva et al. (2015) e Teixeira et al. (2012) observaram 0 mesmo evento em ovinos,
tornando necessaria a padronizacao da escala de cinza nas diferentes idades, para que possa ser
possivel o diagndstico preciso de puberdade. Em seus experimentos com touros, Arteaga et al.
(2005) observaram que alteracdes na escala de cinza do parénquima testicular eram um bom
fator preditivo da qualidade insatisfatoria do sémen na insulacdo escrotal de bovinos. A
ecotextura testicular observada a ultrasonografia tem sido associada a area total dos tubulos
seminiferos, a producdo de espermatozdides e a qualidade do sémen em touros (KASTELIC et
al., 1997, 2001; GABOR et al., 1998).

Em ovinos, Teixeiraetal. (2011), demonstraram uma correlagdo moderada nos valores
de ecogenicidade com a concentracdo espermatica e com a motilidade massal em animais com

testiculos sadios.

O aumento da ecogenicidade esta relacionada a maturacdo dos tubulos seminiferos,
0 aumento do seu diametro e a diferenciacdo das células de Sertoli e uma maior propor¢do do
parénquima testicular ocupado ndo sé pelos tdbulos seminiferos, como também caracterizado
por atividade das células germinativas (BRITO et al., 2002). Estudos em touros e carneiros
durante a transicdo para puberdade demonstraram que as varidveis ecotexturais quantitativas
sdo bons indicadores de alteracGes na histomorfologia testicular, nesses animais observaram a
ecogenicidade aumentou durante as fases mais ativas de crescimento dos tabulos seminiferos
e quando houve maior atividade das celulas germinativas. (EVANS et al., 1996; CHANDOLIA
etal., 1997; GIFFIN et al., 2014).

O testiculo pré-pubere, comparado com o adulto, é ligeiramente mais hipoecogénico,
ja que os tubulos seminifeeros ainda ndo desenvolveram um limen. Durante a puberdade, em

fungdo do desenvolvimento do Idmen, a ecogenicidade dos testiculos aumenta
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progressivamente, até o nivel pos puberal. Uma reduc¢do ou um aumento na estrutura do espago
intersticial pode conduzir a uma ecogenicidade hipoecoica e / ou ecotextura heterogénea
(BERES et al., 1989, LOBERANT et al., 2010). Nos animais pré-puberes essa
hipoecogenicidade testicular pode reduzir a sensibilidade da observac6es de lesdes hipoecdicas,

principalmente se ndo houver alteragdes de tamanho ou a palpacdo (HAMM e FOOBE, 1994).

A avaliacdo ultrassonografica dos testiculos fornece dados que contribuem para o
aprimoramento da avaliacdo androldgica, como a caracterizacdo da morfologia testicular e
correlagcbes das imagens ultrassonograficas. Assim, a analise da escala de cinza para
determinacdo da intensidade de branco dos pontos que formam a imagem ecogenicidade e
ecotextura pode fornecer informacdes mais detalhadas sobre o estado fisiologico do testiculo.
(GABOR et al., 1998; CRUZ e FREITAS, 2001; ARTEAGA et al., 2005).

Em situacOes para avaliacdo de lesbes fibroticas dos testiculos, Tomlinson et al. (2010)
relatou um efeito de associacdo de 40,5% com andlise quantitativa da ecotextura, respaldando

a utilidade da avaliacdo computadorizada da homogeneidade testicular.
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Resumo

Objetivou-se acompanhar a progressdo da degeneracao isquémica testicular induzida em seis carneiros
de idade entre 11 e 18 meses com intuito de validar as analises de padrfes de ecogenecidade e ecotextura,
avaliando-se também o perimetro escrotal e o volume testicular. As aferi¢fes desses parametros foram
realizadas antes da isquemia mecénica induzida com burdizzo (DO) e nos dias 1 (D1), 4 (D4), 8 (D8),
16 (D16), 24 (D24), 35 (D35) e 50 (D50), armazenando-se as imagens ultrasonograficas para posterior
analise computacional quantitativa da ecotextura e da ecogenicidade através do histograma de cinza. O
valor da ecogenicidade no testiculo higido foi de 105,01 + 8,23 e 0 da ecotextura pela varia¢do do eco
foi de 13,24 £+ 0,88. Nao houve variacdo significativa (P > 0,05) dos valores da ecotextura entre o DO e
0 D1, razdo pela qual conclui-se que perante uma lesdo aguda, os valores da ecotextura obtidos pela
amplitude de variagdo do eco ndo s&o suficientes para respaldar uma avaliacdo diagndstica precisa,
sendo necessario correlacionar a alteracdo dos valores da ecogenicidade. Além disso, também € possivel
concluir que macroscopicamente, a degeneracao testicular se caracteriza pela reducdo significativa do

perimetro escrotal e do volume testicular.

Palavras chave: ovino, ultrassonografia, isquemia, testiculo

Abstract
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The objective of this study was to monitor the progression of experimentally induced testicular ischemic
degeneration in rams, in order to ascertain the analysis of patterns of echotexture and echogenicity. It
used six males’ sheep between 11 and 18 months of age. We performed measurements of scrotal and
testicular volume. The induction of the failure in testicular was performed vascularization by
noninvasive method. Before performing the vascular procedure, it was performed ultrasound evaluation
and subsequently evaluated on days 1, 4, 8, 18, 24, 35, 50. The images were stored for subsequent
computer analysis of quantitative echotexture and echogenicity through the histogram of gray. The mean
and standard desviation of echogenicity of testicular health were 105,01+ 8,23, and the echotexture
values obtained either by variation amplitude of the echo were 13,24+0,88 and size of the base of the
histogram were 32,41+2,68. Echotexture values obtained either by variation amplitude of the echo,
before an acute injury, does not support a diagnostic evaluation because there was no statistically
significant variation between the values DO and D1, being necessary to correlate changes in values of
echogenicity. Macroscopically, testicular degeneration characterized by a significant reduction of

testicular and scrotal circumference observed statistically significant differences of these parameters.

Keywords: ram, ultrasound, ischemia, testicle.

Introducéo

O uso da ultrassonografia surgiu para complementar outras formas de diagnédstico por imagem,
conferindo maior rapidez e precisdo na conclusdo diagndstica. E uma técnica ndo invasiva que permite
a visualizacdo das interfaces teciduais com aplicagdes promissoras nas areas de medicina interna,
vascular e oncoldgica (AHMAD et al., 1999; PEIXOTO et al., 2010).

Na medicina veterinaria, a ultrassonografia modo-B em tempo real tem sido umas das principais
ferramentas para avaliar a funcdo dos testiculos, epididimos e glandulas sexuais acessdrias em ovinos
sadios e férteis (ANDRADE et al., 2012; JUCA et al., 2009). Alguns estudos tém demonstrado que as
alteracOes de ecogenicidades na ultrassonografia do parénquima testicular estdo relacionadas com as
caracteristicas histomorfolégicas dos tubulos seminiferos (EVANS et al., 1996). No entanto, devido a
subjetividade da andlise da imagem ultrasonogréfica contribui para divergéncias de interpretacéo entre
examinadores (LEE et al., 2006).

Atécnicado histograma da imagem descreve a distribuicéo estatistica dos tons de cinza em termo
numérico de amostra (pixels) em cada segmento de imagem (CHANDOLIA et al., 1997), sendo
utilizada para avaliar a ecogenicidade e a ecotextura de diversos 0rgdos nas diferentes espécies, como
parede de utero em humanos (SANTOS FILHO et al., 2009), figado em felinos (SANTOS et al., 2009)
e humanos (LEE et al., 2006), baco em felinos (VESCOVI et al., 2009), testiculos em touros e carneiros
(GABOR et al., 1998; GIFFIN et al., 2009) e medula espinhal em cdes (BONELLI et al., 2011),
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revelando importante aplicabilidade clinica dessa metodologia.

A imagem ultrassonogréfica é composta por uma matriz de elementos de imagem (pixels) que
representa uma densidade de tecido dentro da escala de cinza (CHANDOLIA et al., 1997). Na técnica
do histograma a partir de uma area da imagem ultrassonogréafica selecionada é criada uma representacao
grafica do ndmero de pixels dentro da escala de cinza (QUEIROZ e GOMES, 2001), sendo
posteriormente calculada a média dos pixels presentes na imagem (ecogenicidade) para determinar a
avaliacdo dos pixels na representacdo de um desvio padrdo (ecotextura) (LEE et al., 2006).

A avaliacdo dos valores numéricos de pixel estdo distribuidos em uma escala que varia do preto
(0) ao branco (255) absolutos, essa analise aumenta tanto a precisao dos resultados quanto a variacdo
desses resultados que pode ser perceptivel nas estruturas examinadas. A quantificagdo desses parametros
de ecotextura e ecogenicidade no tecido depende da sua densidade e do teor macromolecular (GABOR
etal., 1998; ARTEAGA et al., 2005; SANTOS FILHO et al., 2009; GIFFIN et al., 2009).

ANDRADE et al. (2012) verificaram que a nomenclatura utilizada para descrever o aspecto
ultrassonogréafico do parénquima testicular apresenta variagdes entre autores, havendo necessidade de
padroniza-la a fim de facilitar a realizacdo de novos estudos, assim como o estabelecimento de

pardmetros de normalidade para a espécie ovina.

Devido a importancia da analise da escala de cinza para aumentar a sensibilidade das observagdes
nas estruturas com ecogenicidade aparentemente semelhante, objetivou-se acompanhar através de tal
andlise, a progressdo da degeneracao testicular isquémica induzida em carneiros, visando validar os de

padrdes de ecotextura e ecogenicidade.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido de acordo com as normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE licenga 112/2015).

O experimento foi realizado no setor da Clinica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da
UFRPE, utilizando-se seis ovinos machos, sem raca definida, puberes, com faixa etaria entre 11 e 18
meses, sem alteracBes da genitalia externa e clinicamante sadios. Os animais foram colocados em baias
com dois animais e a alimentacdo consistiu de feno de ragdo balanceada comercial e sal mineral

especifico para ovinos, além de agua ad libitum.

A irrigacdo sanguinea testicular foi interrompida com auxilio de um burdizzo préprio para
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pequenos ruminantes, posicionando-se 0s animais em decubito lateral. Anteriormente aos
procedimentos, os animais foram tranquilizados com acepromazina a 1% na dose de 0,1 mg/kg
administrada por via endovenosa. Em seguida foi relizada assepsia e bloqueio da regido dos plexos
vasculares do testiculo com lidocaina a 2% aplicada por via subcutanea.

No dia anterior da inducdo da isquemia (DO), os testiculos foram ultrassonograficamente
avaliados com um aparelho Mindray® (modelo DP 2200) equipado com transdutor linear na frequéncia
de 10 MHz. Com auxilio de paquimetro e fita métrica foram realizadas medidas de perimetro
escrotal(cm) e o volume testicular(cm?®) determinado pela formula matematica sugerida por Bayley et
al. (1998). Essas avaliacGes continuaram sendo realizadas em todo periodo experimental nos dias 1°
(D1), 4° (D4), 8° (D8), 16° (D16), 24° (D24), 35° (D35) e 50° (D50).

As imagens foram armazenadas em dispositivo de memdria removivel (SanDisk Cruzer Blade®)
para posterior analise computacional quantitativa da ecotextura e da ecogenicidade realizada através do
histograma de cinza utilizando o software GIMP® 2.8.

Na analise da imagem ultrassonografica testicular em posicdo longitudinal do testiculo apds
identificacdo do mediastino foram selecionadas seis areas para avaliagdo ultrasonografica, sendo trés
pontos acima e trés pontos abaixo do mediastino e quatro &reas do corte transversal, conforme citado
por Giffin et al. (2014), totalizando dez &reas em cada testiculo. Cada area, medindo aproximadamente
25 mm de didmetro (Figura 1), forneceu um histograma de cinza (Figura 2) em que a média e o desvio-
padrdo dos valores numéricos de pixel demonstrados no grafico de histograma corresponde,

respectivamente a ecogenicidade e a ecotextura.

Figura 1. Imagem ultrassonografica de testiculo de ovino em corte longitudinal (A) e

transversal (B) para delimitacéo e aferi¢do da escala de cinza em seis areas no
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sentido longitudinal apés identificagdo do mediastino e em quatro areas na posi¢do

transversal.

25
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Figura 2. Histograma de cinza elaborado pelo software GIMP® 2.8, a partir da analise da area
selecionada da imagem ultrassonografica do testiculo de ovino.

Para analise estatistica foi realizado teste de normalidade de distribuicdo dos dados pelo método
Kolmogorov e Smirnov. Em seguida foi utilizada a anélise de variancia com a = 5% e post hoc de Tukey
para avaliar os valores da ecogenicidade e da ecotextura. A correlagdo entre perimetro e o volume
escrotal, bem como entre ecogenicidade e ecotextura foi calculada através da correlagdo de Pearson

através do software GraphPad InStat® 5.0.

Resultados

Os dados relativos a ecogenicidade do parenquima dos testiculos submetidos a isquemia mecanica
estdo representados na Figura 3. O comportamento da ecogenicidade, representado pelo valor numérico
de pixel, mostrou que o impedimento mecénico da irrigacdo testicular exerceu influéncia (P < 0,05) ja
a partir do primeiro dia (D1) ap6s esse procedimento. O valor nimerico de pixel manteve-se constante
até o 35¢ dia, sendo apenas recuperado ao final do experimento (D50), quando o processo de fibrose
substituiu os tecidos do parenquima testicular e proporcionou significativo aumento (P < 0,05) da

ecogenicidade para valor de 62,19+7,15, semelhante ao valor verificado em D1.
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Figura 3. Valores médios da ecogenicidade, representada pelo valor numérico de pixel, do parénquima

testicular de ovinos apds a inducdo da isquemia durante o periodo experimental. Letras

diferentes indicam diferenca (P < 0,05) entre os valores médios ( X = s).

Os dados da ecotextura do parénquima dos testiculos submetidos a isquemia mecanica estdo
representados na Figura 4. O comportamento do valor numérico da ecotextura, representado pela
amplitude de variagdo do eco (AVE), mostrou que o blogueio mecénico da irrigacdo testicular ndo
exerceu influéncia (P > 0,05) até o primeiro dia (D1) depois do procedimento de isquemia. Somente a
partir do D4 é que ocorreu aumento (P < 0,05) da homogeneidade da ecotextura do parénquima testicular

em relacdo ao DO, fato também verificado nos demais dias de avaliagdo, exceto aquela realizada no D50.
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Figura 4. Valores médios da ecotextura representada pela amplitude de varia¢do do eco (desvio padrao

da intensidade pixel) do parénquima testicular de ovinos apés a inducédo da isquemia durante
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0 periodo experimental. Letras diferentes indicam diferenca (P < 0,05) entre os valores

médios ( X = ).

O comportamento do volume testicular e do perimetro escrotal estdo representados na Figuras
5 e 6. Nas figuras é possivel observar a significativa (P < 0,05) influéncia que a isquemia mecéanica
induzida determinou sobre ambos o0s parametros. No que concerne ao perimetro escrotal, essa influéncia
comecou ser evidenciada na avaliagdo do 15° dia, quando o perimetro escrotal mostrou-se
estatisticamente reduzido (P < 0,05) em relacdo a primeira avaliacdo (D0). Do mesmo modo, 0 volume
testicular também diminuiu gradativamente ao longo do experimento, contudo, somente a partir da

avaliacdo do D24 é que essa reducao foi acentuada P < 0,05) em relacéo a do DO.
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Figura 5. Valores médios do volume testicular (cm®) em ovinos ap6s a inducéo da isquemia durante o

periodo experimental. Letras diferentes indicam diferenca (P < 0,05) entre os valores medios

( X +s) comparados ao DO.
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Ndo houve correlacdo entre ecogenicidade e ecotextura, (P> 0,05) sendo variaveis
independentes, assim como ndo houve correlacdo entre os valores dos pardmetros de imagem e
biometria testicular. Todavia, existiu correlacdo linear positiva entre perimetro escrotal e volume

testicular (Figura4).
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Figura 7. Grafico de regressdo linear com as varidveis de volume testicular e perimetro escrotal em

ovinos apos a inducdo da isquemia. (Valor de Pearson r =0,97; P<0,05).

Discussao

A ecogenicidade testicular em carneiros, quando avaliada de forma subjetiva, varia de baixa a
moderada, independentemente do testiculo, se direito ou esquerdo, e ainda do plano de varredura
(ANDRADE et al., 2012). No entanto, a ecogenicidade aumenta em relacdo direta com a idade dos
animais (CARTEE etal., 1990; AHMAD et al., 1991; GOULETSOU et al., 2003; ANDRADE MOURA
etal., 2008; GIFFIN et al., 2009; SILVA et al., 2015), os dados aqui obtidos, através da analise objetiva
pelo histograma de cinza, sdo semelhantes aos encontrados por Giffin et al. (2009) e em grupos da

mesma faixa etéria no trabalho de Silva et al. (2015).

A reducdo significativa da ecogenicidade média do parénquima testicular sugere edema
intersticial decorrente da interrup¢cdo da drenagem venosa e da irrigacdo arterial, como igualmente
relatado por Ahmad et al. (1999). A lesdo isquemica resulta em um processo de necrose do parénquima
testicular, o que provoca atrofia do 6rgdo com degeneragdo dos tubulos seminiferos, como previamente

descrito por Ferreira et al. (2000) e a fibrose decorrente da auséncia de vascularizagdo testicular
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contribuiu para o aumento da ecogenicidade registrada na Gltima avaliacéo.

Na analise objetiva, as alteracbes da ecotextura sdo avaliadas pela amplitude de variacdo do eco
ou pela porcentagem do tamanho da base do histograma, no qual os valores menores indicam
homogeneidade da imagem e os maiores heterogeneidade (SANTOS et al., 2009). Em condicGes
fisiologicas, o testiculo apresenta, na anélise subjetiva, ecotextura homogénea (AHMAD et al., 1999,
JUCA et al., 2009) e na analise objetiva utilizada nesse trabalho, a ecotextura do paréquima testicular
ao inicar o experimento, recebeu o valor de 13,24+0,88, correspondente ao que foi classificado como
homogénea por Ahmad et al. (1999) e Jucé et al. (2009).

Nesse trabalho ndo foi verificado alteragbes significativas dos valores da ecotextura do
parénquima testicular durante as duas primeiras avaliagdes, fato contrario ao observado na analise
subjetiva realizada por Ahmad et al. (1999) ao relatarem perda da homogeneidade ap6s o processo de
isquemia testicular. As alteracdes verificadas por esses autores pode ter sido decorrente da acentuada
diminuicdo da ecogenicidade, também verificada nesse trabalho, comprometendo a avaliagdo da
ecotextura, quando realizada pela analise subjetiva. Por outro lado, a partir da terceira avaliagdo
observou-se significativa diminuigdo dos valores da ecotextura do parénquima em relacéo a primeira
avaliacdo, achado que foi possivelmente decorrente da necrose dos tabulos seminiferos. Segundo Eilts
et al. (1989), do ponto de vista histoldgico, essa necrose progride para uma autélise total a partir do
terceiro e quinto dia ap6s a lesdo inicial.

No inicio do processo de substituicdo do parénquima testicular por tecido fibroso ocorre aumento
significativo da homogeneidade, no entanto, com a progressdo da lesdo, a ecotextura também aumenta
de valor, promovendo aspecto heterogéneo da imagem. Diante desses aspectos é possivel admitir que
nos primeiros dias de uma lesdo aguda, os valores de ecotextura ndo sdo suficientes para respaldar o
diagndstico de degeneracao testicular, fazendo-se necessario correlacionar os valores da ecotextura com
0s da ecogenicidade, a qual evidencia essas alteracGes de forma mais precoce. Segundo Kaye et al.
(2008) e Nogueira et al., (2009), a ecotextura do parénquima testicular tem um valor progndstico. Logo,
no contexto de uma isquemia testicular, a heterogeneidade testicular indica a presenca de leséo cronica

ou mesmo de longa evolucdo que acarreta uma inviabilidade testicular.

Os poucos pontos de calcificagdo testicular observados nesse trabalho foi possivelmente
decorrente da pouca idade dos animais utilizados. De modo geral, a maior quantidade desses pontos
pode estar associada unicamente ao aumento da idade dos animais sem relacdo com alteragéo da funcéo
reprodutiva, como relatado por Juca et al. (2009) e Andrade et al. (2012), ou ainda decorrente de
patoldgias testiculares conforme mencionado por Sartori et al. (2002) e Ganem et al. (1999). Esses
pontos podem influenciar na avaliacdo da ecotextura e da ecogenicidade quando estiverem presentes na

area selecionada para determinag&o do histograma de cinza.
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Durante o experimento foi observado aumento da espessura das tunicas testiculares, fato
semelhante ao relatado por Ahmad et al. (1999), além de descreverem que também ocorre pontos
hiperecdicos no parénquima testicular. Esses autores ainda relataram que esses achados séo inicialmente
decorrentes da hipoecogenicidade do parénquima e da congestdo das veias capsulares, as quais nos
estagios mais avancados da lesdo ha espessamento hiperecdico das tinicas decorreente do processo de
fibrose das tlnicas testiculares.

No que concerne a avaliagdo da biometria testicular ficou evidenciado reducdo progressiva tanto
do volume testicular quanto do perimetro escrotal, caracteristicas de degeneracgdo testicular isquémica,
conforme mencionado por Dellabianca et al. (2011) e Nogueira et al. (2009), sendo o perimetro escrotal

mais sensivel.

A longo prazo, a isquemia é caracterizada por reducao de medidas escrotais fazendo-se necessario
relacionar a ecogenicidade com a ecotextura, para uma melhor avaliacdo do parénquima testicular em
lesdes testiculares que sejam decorrentes de processos isquémicos. Os resultados permitem concluir que
a avaliacdo objetiva realizada pelo histograma de cinza é uma técnica eficiente e pode auxiliar futuras

avaliacOes de lesdes isquémicas testiculares em ovinos.
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Resumo

Com este trabalho, objetivou-se avaliar o papel da andlise quantitativa da escala de cinza nas
imagens ultrassonogréficas de testiculos de ovinos submetidos a insulagdo escrotal, acompanhando as
fases de degeneracdo e recuperacdo. Foram utilizados seis ovinos, sem raca definida com idade entre 18
e 20 meses. O experimento foi dividido em trés periodos. No periodo pré-insulacdo foram realizados
exames de andlise do sémen, biometria testicular e aquisicdo de imagens ultrassonogréficas para
posterior analise computacional quantitativa da ecotextura e da ecogenicidade através do histograma de
cinza e assim estabelecer um padrdo de normalidade. Na fase de insulacdo escrotal, colocou-se bolsas
de tecido, envolvendo o escroto, com dupla parede e camada interna de algodéao hidréfobo com cerca
de 5 mm, durante de oito dias. No quarto dia (D41) foi realizada medidas da biometria testicular,
espermograma e analises da imagens ultrassonograficas. A fase de pos-insulagao iniciou com a retirada
das bolsas sendo considerado este dia como o dia 0 e foram realizadas aferi¢des testiculares, coletas de
sémen e aferi¢do das medidas testiculares e acompanhamento ultrassonogréfico a cada sete dias, até a
recuperacao dos parametros seminais. Na biometria testicular observou diminuicdo das medidas de
comprimento e volume escrotal no primeiro dia do periodo pos-insulagdo. Dentre os parametros
espermaticos foram observados diminuicdo da motilidade, vigor e turbilnonamento, com 4 dias de
estresse térmico, associado a uma diminuigdo da ecogenicidade, sem variagdo na ecotextura.
Ecogenicidade demonstrou uma precocidade com relagéo aos outros pardmetros no retorno aos padrdes

definidos no periodo pré-insulagdo. Conclui-se portanto que a indugdo do estresse térmico caracterizou
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com reducéo da biometria testicular, declinio na qualidade seminal e diminuic&o da intensidade pixel na
imagem ultrassonografica, esta Gltima sendo um parametro sensivel tanto na fase aguda em conjunto a
com motilidade, vigor e turbilhonamento quanto na recuperagdo testicular, se mostrando mais

precocemente que outros parametros.
Palavras chave: escala de cinza; estresse térmico; ovino; testiculo
Abstract

This paper aims to evaluate the role of quantitative grayscale analysis in ultrasonographic images
of ram testicles with scrotal insulation, following their degeneration and recovery phases. We used six
undefined ram between 18 and 20 months of age. We divided the experiment into three periods. It
performed in the pre-insulation period, semen analysis, testicular biometry and ultrasonographic
imaging for subsequent quantitative computational analysis of ecotexture and echogenicity using the
grayscale histogram to establish a normality pattern. In the scrotal insulation phase, tissue pouches were
placed, involving the scrotum, with a double wall and an inner layer of hydrophobic cotton of about 5
mm. Eight-day duration lasted, on the fourth day (D4l) measurements of testicular biometry,
spermogram and ultrasonographic imaging were performed. The post-insulation phase started with the
withdrawal of the bags, constituting this day as day 0, and testicular measurements, semen collections
and testicular measurements and ultrasonographic monitoring were performed every seven days until
the seminal parameters were recovered. In testicular biometry, the length and scrotal volume
measurements decreased on the first day of the post-insulation period. Sperm parameters decreased
motility, vigor and gross motility, with 4 days of thermal stress, associated with a decrease in
echogenicity, with no variation in ecotexture. Ecogenicity showed a precocity with respect to the other
parameters in return to the standards defined in the pre-insulation period. It was concluded that the
induction of thermal stress was characterized by a reduction of testicular biometry, a decline in seminal
quality and a decrease in pixel intensity in the ultrasound image, the latter being a sensitive parameter
both in the acute phase together with motility, vigor and turbulence, and Testicular recovery, showing

itself earlier than other parameters.
Keywords: greyscale; ram; testis, heat stress
Introducéo

Na regido nordeste para maximizar o desempenho produtivo dos rebanhos ovinos é necessario
uma adaptagdo as condigOes climéticas, visando um melhor desempenho reprodutivo principalmente
quando hé introducéo de racas exoticas e ndo adaptadas, porém mais produtivas com intuito de promover
o melhoramento genético (MAIA et al., 2015). A exposi¢cdo dos carneiros & temperatura elevada
ambiental é geralmente causa de estresse térmico e degeneracao testicular, cuja intensidade varia entre
as racas de ovinos (CRUZ JUNIOR et al. 2016).
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A diminuicdo na qualidade seminal que ocorre devido a exposi¢cdo de carneiros a altas
temperaturas do ambiente é decorrente dos efeitos diretos do calor sobre o testiculo, onde os mecanismos
de termoregulacdo ndo sdo suficientes para dissipacdo do calor consequentemente a temperatura
testicular aumenta (MOREIRA et al., 2001). A degeneracdo causada por estresse térmico € uma
importante causa de infertilidade e subfertilidade nos animais que vivem em condicGes de clima
desfavoravel (GABALDI e WOLF, 2002), esse aumento da temperatura escrotal afeta os parametros
fisicos e morfolégicos do sémen de maneira consistente evidenciando-se o efeito negativo sobre a
qualidade do sémen (SANTOS e SIMPLICIO, 2000; MOREIRA et al., 2001) assim os efeitos da

elevacao da temperatura testicular tém merecido atencdo na reproducdo (BARROS et al., 2009).

O uso da ultrassonografia testicular no exame andrologico € um importante teste
complementar, especialmente em se tratando de desordens subclinicas (GABOR et al., 1998). Quando
utilizada em conjunto com a ferramenta de analise quantitativa da escala de cinza tém permitido novos
aspectos na andlise estrutural e funcional do tecido testicular e portanto, da fertilidade auxiliando assim
no diagndstico precoce de diversas alteracdes reprodutivas (SCHURICH et al., 2009, TEIXEIRA et al.,
2011).

O objetivo desse estudo é avaliar o papel da andlise quantitativa da escala de cinza nas
imagens ultrassonograficas testiculares de ovinos com insulagdo escrotal, acompanhando sua fase de

degeneracdo e recuperacio.
Material e Métodos

O trabalho foi conduzido de acordo com as normas do Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE licenga 112/2015).

O experimento foi realizado no setor da Clinica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da
UFRPE, localizado em Recife - Mesorregido Metropolitana, durante a estacdo seca (Dezembro a Junho),
com indice pluviométrico 2.500 mm/ano, média anual de temperatura 25°C e umidade do ar 70%. Os
animais foram acomodados em baias cobertas sendo dois animais por espaco, alimentados com: feno de
tifton (Cynodon spp.), ragdo balanceada comercial propria para espécie, (400g/animal/dia), sal mineral

especifico para ovinos e agua ad libitum, com regime de manejo semi-intensivo.

Foram utilizados seis ovinos machos sem raca definida, sexualmente maduros com idade
variando entre 18 - 20 meses de idade, sem alteragBes da genitélia externa e clinicamente sadios. Os
animais passaram por um periodo de treinamento durante de 20 dias para adaptagdo ao método de coleta
de sémen através vagina artificial e para avaliar a sua qualidade seminal e classifica-los como

sexualmente maduros e higidos.
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O experimento foi dividido em trés periodos: pré-insulacdo, insulacdo e pos-insulagdo. No
periodo pré-insulagdo, foram realizados exames de analise do sémen, biometria testicular e aquisicéo de
imagens ultrassonograficas para observacdo de ecogenicidade e ecotextura e assim estabelecer um
padrdo de normalidade servindo de dados de controle para os animais. As analises foram realizadas em
dois momentos (I e 1) com intervalo de quatro dias sendo a Ultima analise no dia anterior a colocagéo

das bolsas escrotais de insulagéo.

Na fase de insulagdo escrotal, os testiculos foram envolvidos em bolsas de insulagdo
confeccionadas com dupla camada de tecido intercalada com uma camada de 5mm de algodédo
hidréfobo. Esta fase teve a duracdo de 8 dias, e foi realizada uma coleta de sémen ao quarto dia de
insulacéo (D4l).

A fase de pds-insulagéo iniciou-se com a retirada das bolsas de insulagdo o qual foi considerado
como dia 0. Nesta fase foram realizadas coletas de sémen, acompanhamento ultrassonografico e afericdo
das medidas testiculares a cada sete dias.

Durante esses trés periodos, os parametros morfométricos do perimetro escrotal e volume
testicular foram aferidos com auxilio de paquimetro e fita métrica, obtendo dados de circunferéncia
escrotal, comprimento e largura testicular, o volume testicular foi obtido através da formula sugerida
por Bayley et al. (1998).

O sémen foi coletado pelo método da vagina artificial, usando uma fémea como manequim e
avaliado macroscopicamente quanto ao volume, aspecto e coloragdo e microscopicamente quanto a

turbilhonamento (0-5), motilidade progressiva (0-100%), vigor (0-5) e concentragdo (x10° células/mL).

Determinou-se a concentracao espermatica através da diluigdo 10 pL de sémen para dilui¢do
em 4 mL de formol salino, obtendo uma diluigdo de 1:400. A anélise morfoldgica dos espermatozoides
foi realizada utilizando se a técnica de cadmara Umida. Foram contadas 200 células/ejaculado,
determinando-se o percentual de espermatozoides anormais. Todas as avalia¢cGes foram de acordo com
0 Manual de Exame Androlégico do CBRA (1998).

Os testiculos foram avaliados com um aparelho de ultrassonografia da marca Mindray® (modelo

DP 2200) equipado com transdutor linear multifrequencial ajustado na frequéncia de 10MHz.

Apos tricotomia da regido posterior da bolsa escrotal, as imagens ultrassonograficas foram
obtidas em plano sagital localizando o mediastino testicular e no plano transversal, com auxilio de gel
condutor para ultrassonografia e em seguida foram armazenadas em dispositivo de memoria removivel
(SanDisk Cruzer Blade®). Para analise computacional quantitativa da ecotextura e ecogenicidade
através do histograma de cinza utilizou-se o software GIMP®2.8. Em cada imagem do testiculo foram

selecionadas 10 regiGes com 25 mm de didmetro de parénquima, sendo seis em plano sagital (acima e
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abaixo do mediastino) e quatro em plano transversal. No software de analise, cada regido selecionada
da imagem gerou um histograma de cinza que indicou a média dos valores de intensidade pixel
(ecogenicidade) e seu desvio padrdo (ecotextura), a partir dai era realizado uma média geral dos dados
para cada testiculo.

Foi realizado teste de normalidade de distribuicdo dos dados, pelo método Kolmogorov e
Smirnov. Para os dados paramétricos realizou-se comparacdo das médias e com analise de variancia

(ANOVA) com a = 5% e teste de Tukey, para os dados ndo paramétricos utilizou-se teste de Kruskal

Wallis e teste de Dunn. Os dados em porcentagem foram transformados em arco seno /x(%) para

analise estatistica. Para todos os testes utilizou-se o software GraphPad Prism 5.01®.
Resultados

Os resultados da biometria testicular sdo observados na Tabela 1. O comprimento e o volume
testicular foram os parametros que apresentaram diminuic6es de forma mais precoce, sendo observado
diferenca a partir da primeira avaliagdo pés-insulacdo. No entanto, aos 63 dias, diferente do volume que
aos 49 dias ndo apresentava diferenca com relacéo ao periodo pré-insulacao.
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TABELA 1: Valores médios dos pardmetros da biometria escrotal (perimetro escrotal,
comprimento, largura e volume testicular) em carneiros submetidos a insulacdo escrotal por oito dias
nos periodos de pré- insulagdo, insulacdo e pos-insulacdo escrotal. Letras diferentes na mesma

coluna indica diferenca (P<0,05) dos valores médios ( X +s).

DIAS " PERIMETRO COMPRIMENTO LARGURA VOLUME
ESCROTAL(cm) (cm) (cm) TESTICULAR(cmd)
Pré- | 26,9+ 2,68a 7.49+1,35a 4,90+ 0,7a 201,4+ 77.4a
insulagéo

I 26,58+ 2,52a 7.45+1 21a 4,94+ 0,79 202,4+ 87.43a

Insulacdo D4l 2543+325a 715+ 1,1a 4,70+ 0,73ab 176,0+ 73,35a
0 23,35+ 2 24ab 6,53+ 1,01b 4,43+ 0,59ab 140,7+ 54,58b

7 21,58+ 1,74b 6,15+0,85¢ 4,30+0,50b 123,8+42,17b

14 21,37+ 1,05b 6,1+ 0,91¢ 4,05+0,49bc 110,0+39,12b

PGs- 21 21,35+1,14b 6,06+0,88¢ 3,97+0,56¢d 105,0+39,59h

insulagéo

28 23,05+ 2,31b 6,06+0,68¢ 4,18+0,54hcd 115,5+33,69b

35 23,27+ 2,52b 5,95+ 0,56¢ 4,06+ 0,67bcd 113,1+ 41,39

441+
42 2413+ 256ab 6,142 0,45hc 129,8+ 56,24b
0,82abcd

49 24,72+ 2,84ab 6,52+ 0,63b 4.77+0.78ab 163,0+ 62,0ab
56 2568+ 2,83 6,50+ 0,66b 4.6+ 0,89ab 156,1+ 60,23ab

63 26,25+ 2,80 a 6,84+ 0,61ab 5,04+ 0,75a 186,5+ 62,73a

70 26,35+ 2,53 a 6,85+0,56a 5,05+ 0,74a 190,4+ 62,77a

Os pardmetros seminais estdo apresentados na Tabela 2. O volume seminal apresentou-se com
média de 1,08+0,22 a 1,11 + 0,17 mL no periodo pré-insulacéo, ndo apresentando variacao significativa
entre os periodos. O aspecto do sémen que no periodo pré-insulacéo era cremoso, tornou-se totalmente

aquoso apods 28 dias permanecendo com esse aspecto até a sexta semana pés-insulacao.
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Um decréscimo nos pardmetros de turbilhnonamento, vigor e motilidade, foram observados a
partir do quarto dia de insulto térmico. Porém, os valores retornaran a normalidade com 56 dias ap6s a

retirada das bolsas.

Os valores referentes a concentracdo espermatica antes da inducéo da insulagdo foram de 3,2 £ 0,5
x 10° e 3,06 + 0,74 x 10° células/mL de ejaculado. A reducéo significativa no valor da concentracdo
espermatica ocorreu no dia 0. Os animais apresentaram um quadro de azoospermia com 21 dias apos a
retirada das bolsas de insulacdo. Apo6s 28 dias detectou-se espermatozdides moveis nos ejaculados de

alguns animais, mas somente com 63 dias da fase pés-insulagéo.

Antes do estresse térmico, 0s animais apresentaram médias de 11,16 +2,04 % e 12+2 % de
espermatozoides anormais no ejaculado, vindo ter um aumento nas porcentagens com sete a catorze dias

apos a retirada do estresse térmico prevalecendo com valores altos até aos 63 dias.
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TABELA 2: Valores médios dos parametros da analise seminal em carneiros submetidos a

insulacdo escrotal por oito dias nos periodos de pré-insulacdo, insulacao e pos-insulagdo escrotal. Letras

diferentes na mesma coluna indica diferenca (P<0,05) dos valores médios ( X = s).

PARAMETROS SEMINAIS

DIA Volume Turbilhonamento Vigor Motilidade Concentragéo Patologias
(mL) (0-5) (0-5) (%) (x10%/mL) (%)
Pré- | 1,08+0,2a 4,6+0,47a 43+0,81a  83,33+5,16a 3,2+0,5a 11,16+2,04a
insulacdo
1 1,1+0,17a 4,3+0,47a 45+057a  81,67+7,52a 3,0620,74 a 12+2a
Insulagdo D4l  1,2+0,28a 2,3+0,47b 1,83+0,75b  35,00+20,74 b 3,3+0,81a 13,33+3,01a
0 1,2+0,25a Oc 0,3+0,51 ¢ 3,3+5,16 ¢ 1,71+0,42 b 224377b
7 1,25+0,1a Oc 0d 0d 0,14+0,06 ¢ 52,66+8,5¢
14 1,28+0,1a 0Oc od od 0,07+0,01 ¢ 68,8+6,8d
21 1,13+0,2a 0* 0* 0* 0* 0*
Pos-
. . 28  1,35%03a 0c 0d 0d 0,12+0,07 ¢ 52,4+17,67c
insulacéo
35 1,2+0,17a 0Oc od od 0,05+0,03 ¢ 51+5 56¢
42 1,2+0,28 0Oc od od 0,02+0,01 ¢ 42,4+10,16¢
49 1,08+0,2a Oc 0,83+0,75¢  0,66+0,81 ¢ 0,10,07 ¢ 4445,09¢
56 1,1+0,17a 1,3+1,37b 2,16+1,47b  25,00+22,58 b 0,69+0,38 ¢ 38,83+9,7¢c
63 1,23+0,2 a 40+l a 43+08la  78,33+14,72a 2,75+1,16 a 27,33+4,32bc
70 1,3+0,25a 4,3+0,74 a 4,5+0,57a 81,67+7,58a 3,13+0,75 a 20,33+5,04b

* Azoospermia nos animais

As variagdes dos valores de ecogenicidade durante o experimento estdo representados na Figura

2. A ecogenicidade testicular no periodo de pré-insulagdo apresentou médias de 100+4,9 e 99,69+5,3

de intensidade pixel. Ap6s quatro dias de estresse térmico, a ecogenicidade teve uma queda para valores

de 73,1£14,2, ndo havendo diferenca entre quatro e oito dias de insulagdo. Com sete dias da fase de pds-
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insulacdo, chegou a um valor de 62,1+7,9. Um aumento da ecogenicidade seguido de queda, foi
observado aos 21 dias. A partir de 28 dias iniciou uma curva de aumento da ecogenicidade chegando
aos valores semelhantes da fase pré-insulagdo aos 63 dias. A ecotextura apresentou uma queda do
valores entre 42 e 49 dias do periodo pds-insulacdo, indicando uma maior homogeneidade, ap6s esse
periodo retornou a valores proximos do periodo de pré-insulagdo (FIGURA 2).

120 —

110 +
100+4.%a 93,59+5,3a

100 —+ 91,3+6,%a

80 73,62£10,53b TOE£15.50

70,5+11,6b

75,4657, 2b
a0 |
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50 +

INTENSIDADE PIXEL

a0 +

30 -

DIAS
Figura 1: Variacdo da ecogenicidade testicular em carneiros submetidos a insulacéo escrotal por

oito dias nos diferentes periodos do experimento. Letras diferentes indica diferenca (P<0,05) entre os
valores médios ( X = s).

21,57+1,26a 21,99+1a

20,15:1,6a

21,0 + 12, 7440,34a
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=
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DIAS

Figura 2: Variacdo da ecotextura testicular em carneiros submetidos a insulacdo escrotal por
oito dias nos diferentes periodos do experimento. Letras diferentes indica diferenca (P<0,05) entre os

valores médios ( X = s).
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Discussao

Neste trabalho, a biometria testicular sofreu um efeito negativo apds o estresse térmico, se
apresentando com uma diminuicdo em suas medidas corroborado por Florentino et al. (2003a) ao
relatarem o mesmo fato em caprinos submetidos a insulacéo escrotal e Moreira et al. (2001) em ovinos.
O comprimento e o volume testicular foram os primeiros pardmetros a reduzirem suas medidas,
corroborando o trabalho de Moreira et al. (2001), que evidenciaram que as medidas de volume e
comprimento séo indicadores vidveis dos efeitos do estresse térmico sobre as gbnadas masculinas, por
se apresentarem de forma precoce quando comparadas as outras medidas testiculares. Na recuperagao
testicular, o volume retornou de uma forma mais rapida as medidas semelhantes a fase de pré-insulacéo,
tal fato pode ter sido auxiliado pelas medidas da largura escrotal que teve uma recuperagao aos 42 dias

e influenciou no calculo do volume testicular.

O volume seminal ndo apresentou alteragdes apos a insulagdo escrotal, sendo corroborado por
Mucciolo et al. (1974), uma vez que a maior contribuicdo do volume do ejaculado seja das glandulas
anexas ao sistema reprodutor do macho (MOULE e WAITES, 1963). Nesse trabalho houve declinio nos
parametros de turbilhonamento, vigor e motilidade espermética com quatro dias na fase de insulagéo,
discordando de Florentino et al.(2003b) e Santos et al.(1998) observaram que ha reducgdo do vigor
espermatico em caprinos com seis dias. Segundo Voglmayr et al. (1971) o aumento do nimero de
espermatozoides mortos pelo estresse térmico no sémen influenciou para a queda desses parametros.
Porém, essas alteracbes foram mais precoces que aquelas observadas na concentragdo espermatica e nas

medidas testiculares, fato corroborado por Mucciolo et al. (1974) e Moreira et al. (2001).

O retorno da motilidade espermatica, juntamente com o vigor e turbilhonamento, aconteceu aos
63 dias do periodo de pos-insulagdo, ocorrendo a0 mesmo tempo em que a concentracao espermatica,
fato visto por Coéser et al. (1979) em ovinos, em que observou o retorno da motilidade com 60 dias e por
Santos e Simplicio, (1993) em caprinos que observaram o retorno com 63 dias. Moreira et al. (2001)
relataram em seu trabalho que o retorno da motilidade espermatica, aos padrdes observados antes da
insulacéo, ocorreu com 90 dias ap0s o término do estresse térmico, justificando que provavelmente que
a temperatura elevada causou danos a funcionalidade do epididimo, os quais também levaram mais

tempo para serem reparados.

A diminuicdo da concentracdo espermética foi observada na primeira coleta do periodo pds
insulacéo, fato também observado no trabalho de Moreira et al. (2001) e que pode ser decorrente de uma
destruicdo e absorcdo de espermatozOides com defeitos morfoldgicos no epididimo pois eram
espermatozoides ja formados antes da insulagcdo. Em um estudo Florentino et al, (2003a) observaram

que apods seis dias de insulagdo em caprinos observaram histologicamente no ducto epididimario a
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presenca de corpos residuais e uma diminuigcdo dos espermatozoides e aumento no nimero de patologias
espermaticas na cauda do epididimo. Estudos em touros relatam que no epididimo ha reabsorcéo de
espermatozoides com defeitos morfoldgicos (RAO et al., 1980; SUTOVSKY et al. 2001). O tempo de
insulacdo escrotal tem efeito negativo sobre concentragcdo do sémen (FLORENTINO et al., 2003b).

A concentracdo de espermatozoides recuperou a niveis fisioldgicos ap6s 63 dias 0 que caracterizou
que o estresse térmico causou lesdes a nivel de células germinativas, visto que Cardoso e Queiroz (1988)
descreveram que o tempo da primeira mitose da espermatogénia A até a liberacdo em espermatozdides
sdo 42,28 dias e associado ao tempo de transporte e maturacéo dos espermatozoides pelo epididimo que
em média é de 14 dias segundo Amir et al. (1968), havendo assim tempo suficiente para o retorno a
niveis satisfatorios de concentragdo encontrados neste trabalho. Em seus trabalhos, Florentino et al.
(2003a) e Mucciolo et al. (1974) observaram que um periodo de insulagdo maior que seis dias acarretava
uma reducdo na quantidade, ndo s6 das espermatides como também das espermatogdnias e células de
Sertoli, tabulo seminifero se encontrava com maior destruicdo do epitélio germinativo, areas de
vacuolizagdo e aumento de numero das células multinucleadas, o que prejudicaria a formagéo dos
espermatozoides. Arteaga et al. (2005) afirmaram que o insulag&o escrotal tem um efeito deletério na
gualidade do espermatozoides e também que a gravidade dos defeitos esté relacionada com a duracao

do periodo de estresse térmico.

Nesse trabalho o aumento do nimero de patologias espermaticas foi observado logo ap6s retirada
das bolsas de insulacéo, semelhante ao trabalho de Moreira et al. (2001) que observaram um aumento
da porcentagem de defeitos espermaticos (defeitos menores) logo apés a retirada das bolsas e afirmaram
gue existe uma maior sensibilidade ao estresse térmico para o surgimento desses defeitos. O aumento
da porcentagem de defeitos nos espermatozoides na fase aguda da insulagdo segundo Moreira et al.
(2001) foi decorrente do efeito do estresse térmico no epididimo afetando os espermatozdides que
estavam armazenados. Nesse trabalho, comprometeu também os estagios finais da espermiogénese, pela

observacdo dos defeitos esperméaticos mesmo apds 15 dias de retirada das bolsas de insulagao.

A variacdo da ecogenicidade testicular apresentou uma diminuigdo ao quarto dia do inicio do
estresse térmico, assim como o decréscimo na motilidade, turbilnonamento e vigor, Mieusset et al.
(1992) relataram que os primeiros efeitos observados do estresse térmico sdo em espermatozoides que
sédo localizados no epididimo, logo o reflexo dessa diminuigdo na ecogenicidade foi observada no sémen
apo6s quinze dias na qualidade seminal. Segundo Moreira et al. (2001), como visto também nesse
trabalho, a motilidade espermatica apresenta maior sensibilidade ao estresse térmico e alteragbes neste
parametro pode surgir antes mesmo de serem detectadas alteragdes na biometria testicular. Florentino
et al. (2003a) relataram que aos seis dias de estresse térmico nos testiculos em caprinos, hé a preservagdo
dos tabulos seminiferos com células de Sertoli, espermatogdnias e espermatocitos mas com presenga de

células gigantes multinucleadas e raras espermatides, corroborado por Carlsen et al. (2003) e Setchell
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(1998) ao afirmarem que dentre as células da espermatogénese mais afetadas pelo estresse térmico , 0s
espermatocitos e espermatides, sdo mais termo-sensiveis, enquanto que as espermatogdnias sdo mais

resistentes, o que contribui para a queda da ecogenicidade, vista nesse trabalho.

A variacdo na ecogenicidade testicular antecipou a variacdo nos parametros seminais, visto que
diminuiu aos quatro dias de insulagdo com declinio acentuado da qualidade do sémen nas semanas
posteriores e retornou aos valores de normalidade mais cedo que as alterages na qualidade seminal,
corroborando por Arteaga et al. (2005) que em seus estudos com touros, afirmaram que a intensidade

pixel testicular teve uma melhor associacdo com a qualidade futura do sémen.

Houve um pico de ecogenicidade aos 21 dias no periodo pos insulagdo. Mesmo fato foi observado
por Arteaga et al. (2005), ndo explicando esse fendmeno. A alteracdo na ecogenicidade pode ser
resultante de atividade mitética nas células germinativas para recuperacao das lesdes. Em seus estudos,
Czarnota e Kolius (2010) relataram que alteracdes celulares do tipo, mitose e apoptose, afetam a
ecogenicidade dos tecidos, corroborado por Giffin et al. (2014) que descreveram oscilacfes na analise
quantitativa da ecogenicidade em testiculos de cordeiros pré-puberes durante o inicio da primeira onda
da espermatogénese devido proliferagdo das células germinativas.

Nesse trabalho, as alteracfes degenerativas testiculares produzidas pela insulagdo escrotal foram
demonstradas com a queda na ecogenicidade testicular com sua recuperagdo aos 56 dias, no entanto a
normalizacdo da qualidade seminal ocorreu somente na semana seguinte, porém ainda com algum
comprometimento da funcdo testicular visto que havia com alta porcentagem de patologias

espermaticas.

A ecotextura manteve-se sem alteracdes até aos 42 dias, havendo uma diminuigéo, que caracterizou
uma maior homogeneidade e retornou a valores proximos a fase pré-insulagdo nas analises posteriores.
Apesar de ser comprovado o efeito do estresse térmico sobre o parénquima testicular, o tempo de 8 dias,
como nesse experimento ndo houve tempo suficiente para uma perda da integridade estrutural dos
tibulos seminiferos ou formacgéo de calcificacdo e/ou fibrose tecidual, alteragdes que poderiam causar
desorganizacdo na estrutura tecidual e consequentemente alteracbes na ecotextura, corroborado por
Florentino et al. (2003a) onde relataram que somente apds 12 dias de estresse térmico nos testiculos de
caprino ocorreu uma perda da integridade dos tubulos seminiferos com pontos de calcificagdo no
parénquima e com 24 dias de estresse térmico ocorreu proliferacdo de tecido conjuntivo entre os tubulos
seminiferos. Mucciolo et al. (1974) ao analisar testiculos com 4 e 8 dias de insulacdo ndo observou
diferencas no tecido intersticial para os periodos de insulagcdo. Um fato que pode ter contribuido para a
homogeneidade aos 42 dias, seja uma alta produgdo espermatica, que foi observada no ejaculado 15 dias

apo6s com a normalizagdo da concentracdo espermatica a partir daquela semana.
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Este trabalho permite concluir que a indugdo do estresse térmico em testiculos de ovinos se
caracterizou com reducdo da biometria testicular, declinio na qualidade seminal e diminuigcdo da
intensidade pixel na imagem ultrassonogréfica, esta ultima sendo um pardmetro sensivel tanto na fase
aguda em conjunto a com motilidade, vigor e turbilhonamento quanto na recuperacdo testicular, se

mostrando mais precocemente que outros parametros.
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