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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da biparticdo escrotal sobre a capacidade de
termorregulacdo do testiculo caprino, testando-se a hipotese de que animais com biparticao
possuem menor temperatura testicular, maior capacidade hemodinamica local, maior nimero
de células germinativas e maior producdo espermatica. Foram selecionados 8 bodes, divididos
de acordo com a conformagéo escrotal: G1 (n=4) animais com até 50% de biparti¢do; GC (n=4)
grupo controle, sem biparticdo. Todos foram submetidos a mensuragdo da temperatura retal,
termografia corporal e escrotal. Exames ultrassonograficos Doppler foram conduzidos no plexo
pampiniforme. Adicionalmente os animais foram submetidos a puncéo bidpsia aspirativa
testicular (PBA) e 2 ejaculados de cada reprodutor foram colhidos para avaliagdo espermatica.
N&o foram observadas diferencas para os resultados da PBA, da termografia escrotal e do
espermograma comparando-se 0s dois grupos. Na avaliacdo hemodindmica apenas o IR
(0,53%+0,11 e 0,46+ 0,06; p=0,0108) foi superior para os animais bipartidos. Conclui-se que
caprinos que possuem até 50% de biparticdo escrotal possuem qualidade espermatica
semelhante a animais ndo bipartidos, ndo possuem menor temperatura testicular e maior namero
de células germinativas primordiais como se supunha na hipétese inicial da pesquisa.

Palavras-chave: biparticdo, caprinos, termografia, termorregulacdo, ultrassonografia.

INFLUENCE OF BIPARTITE SCROTUM ON THE THERMOREGULATORY AND
HEMODYNAMIC TESTICULAR CAPACITY IN MALE GOATS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of the bipartition of the scrotum on the
thermoregulatory capacity of the goat testicle, testing the hypothesis that bucks with bipartition
of the scrotum have minor testicular temperature, greater local hemodynamic capacity, more
germ cells and higher sperm production capacity. Eight male goats were used and divided
according to the conformation of the scrotum: G1 (n=4) animals with scrotal bipartition below
50%; CG (n=4) control group without scrotal bipartition. All the animals were submitted to the
evaluation of rectal temperature and scrotal and body surface thermography. Doppler
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ultrasonography held at the spermatic cord region was performed. In addition, the animals
underwent fine needle aspiration testicular cytology (FNAC) and two ejaculates from each buck
were collected. There were no significant differences between G1 and GC for FNAC and for
testicular thermography. On the hemodynamics evaluation the IR was higher for the animals
with scrotal bipartition than to control group (0.53%+0.11 and 0.46°+ 0.06; P=0.0108). In
conclusion, goats up to 50% of the scrotum bipartition have the same sperm quality than the
control group, and the bipartition was not related to more efficiency on the thermoregulation
process or number of testicular primordial cells in this study.

Keywords: bipartition, bucks, thermography, thermoregulation, ultrasonography.

INFLUENCIA DE LA BIPARTICION ESCROTAL SOBRE LA CAPACIDAD DE
TERMORREGULACION Y HEMODINAMICA TESTICULAR EN CAPRINOS

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la influencia de la biparticion escrotal sobre la capacidad de
termorregulacion del testiculo caprino, probandose la hipotesis de que animales con biparticion
tienen menor temperatura testicular, mayor capacidad hemodinamica local, mayor nimero de
células germinativas y mayor produccion espermatica. Se seleccionaron 8 machos, divididos
de acuerdo con la conformacidn escrotal: G1 (n=4) animales con hasta 50% de biparticion; GC
(n=4) grupo de control, sin biparticion. Todos ellos fueron sometidos a la medicion de la
temperatura rectal, termografia corporal y escrotal. Los examenes ultrasonograficos Doppler se
realizaron en el plexo pampiniforme. Adicionalmente los animales fueron sometidos a la
puncidn biopsia aspirativa testicular (PBA) y 2 eyaculaciones de cada reproductor fueron
cosechados para evaluacion espermatica. No se observaron diferencias para los resultados de la
PBA, de la termografia escrotal y del espermograma comparando los dos grupos. En la
evaluacion hemodinamica solo el IR (0,53a+ 0,11y 0,46b £ 0,06, p = 0,0108) fue superior para
los animales bipartidos. Se concluye que los caprinos que tieren hasta 50% de biparticion
escrotal tienen calidad espermatica similares a animales no bipartidos, no tienen menor
temperatura testicular y mayor namero de células germinativas primordiales como se suponia
en la hipotesis inicial de la investigacion.

Palabras clave: biparticion, caprinos, termografia, termorregulacion, ultrasonografia.
INTRODUCAO

Diferente dos demais compartimentos organicos, os testiculos possuem mecanismos
proprios de adaptacdo que sdo imprescindiveis para garantir menores temperaturas
intratesticulares em relacdo a temperatura corpérea (1). A temperatura intratesticular é cerca de
2°C a 6°C inferior a corpdrea, garantindo um ambiente ideal para a ocorréncia da
espermatogénese (2).

Diversos fatores contribuem para a termorregulacéo testicular, como a espessura da pele
do escroto (naturalmente fina e com pouca cobertura pilosa), a presenca do musculo cremaster
e da tunica dartos que afastam ou aproximam os testiculos do corpo para adequacdo da
temperatura local, além do mecanismo de troca de calor passiva por contracorrente (3).

Alem disso, caracteristicas morfolégicas como pendulosidade e biparticdo escrotal,
condigdes que respectivamente afetam a distancia dos testiculos em relacéo ao abdome e o grau
de exposicao testicular ao ambiente, podem exercer influéncia sobre a qualidade espermaética
(4). Nunes et al. (5) relataram a ocorréncia de escroto bipartido em caprinos no Nordeste do
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Brasil e, segundo o0s autores, essa caracteristica pode garantir maior dissipacdo de calor local,
representando uma importante adaptacdo para promoc¢do de termorregulacdo testicular na
espécie.

Uma das maneiras de se estudar o impacto da temperatura sobre a espermatogénese
representa a analise citologica testicular a partir de puncéo bidpsia aspirativa (PBA), recurso
que permite a obtencdo de material celular diretamente do testiculo, sem a necessidade de coleta
do sémen (6). Outra ferramenta mais recentemente proposta para avaliacdo androlédgica é a
ultrassonografia Doppler, técnica que gera informagdes em tempo real sobre a arquitetura
vascular e aspectos hemodindmicos relacionados a velocidade do sangue que passa pelas
artérias e veias testiculares (7).

Além disso, outra técnica importante e que tem contribuido para o0 melhor entendimento
do processo de termorregulacdo testicular representa o exame termografico. De acordo com
Gabor et al. (8) a termografia infravermelha representa uma técnica Gtil para prever o percentual
de espermatozoides viaveis em uma amostra de sémen, representando, portanto, uma valiosa
ferramenta para avaliagdo androldgica de ruminantes.

Essa pesquisa teve por objetivo avaliar diferentes aspectos relacionados a temperatura,
hemodinamica e qualidade seminal de caprinos portadores de escroto bipartido, testando-se a
hipdtese de que animais com biparticdo possuem menor temperatura e maior capacidade
hemodinamica local, maior nimero de células germinativas primordiais e, portanto, maior
capacidade de producédo espermatica.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA-
UNISA, Séo Paulo, Brasil; parecer n. 12/2014). Para o estudo foram selecionados 8 bodes
adultos da raca Anglo Nubiana com idade entre 1,5 e 3 anos. Todos os reprodutores foram
submetidos a exame clinico geral e reprodutivo atestando plenas condi¢Ges de saude. Os
animais foram divididos em 2 grupos, de acordo com a conformacéo dos testiculos: G1 (n=4)
animais com até 50% de biparticdo escrotal; GC (n=4) grupo controle, sem biparticao escrotal
(Figura 1).

Figura 1. A) Reprodutor com t;ipartigéo escrotal perfazendo menos de 50% do comprimento
efetivo do testiculo. B) Reprodutor com bolsa escrotal ovalada, sem a presenca de
biparticéo.

Todos os reprodutores foram submetidos a mensuracdo da temperatura retal (TR)
utilizando-se termémetro digital. A temperatura testicular (TT) e de superficie corporal (TSC)
foram realizadas com termdgrafo infravermelho (InfraCam®, Flir Systems Inc., Boston, MA,
USA), de acordo com Ramires Neto et al. (3). As avaliagbes téermicas foram conduzidas em
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triplicata em dias consecutivos, sempre no periodo da manhd em virtude de condigdes
climaticas mais amenas. Para realizar as mensuracfes, a camera de infravermelho foi
posicionada cerca 1,0 metro de cada testiculo, mantendo-se os animais em estacdo. Cada
imagem foi armazenada para analise pelo software Therma CAM QuickReport® (Boston, MA,
USA). Para avaliacdo da capacidade de termorregulacéo foi considerada a média da temperatura
mensurada no polo caudal, no apice e no centro de cada testiculo avaliado individualmente
(Figura 2).

20 3 RO m— e G
Figura 2. Exame termografico do testiculo caprino. A: TT da regido central da génada de um
animal portador de biparticdo testicular (G1); B: exame termografico de caprino
pertencente ao grupo controle (GC), com avaliacdo da temperatura na regido centro-

testicular.

AvaliacBes ultrassonograficas foram conduzidas em triplicata na regido do cordéo
espermatico de cada testiculo utilizando-se equipamento Aloka® color Doppler SSD 2200
(Nagoya, Japédo). Cada bode foi contido em estacdo e apds a aplicagdo de gel acustico, um
transdutor convexo de 5,0 MHz foi posicionado caudalmente na regido central do plexo
pampiniforme de cada testiculo. O modo Doppler colorido pulsado foi utilizado para
determinacdo da velocidade de pico sistolico (VPS), velocidade diastélica final (VDF),
velocidade média (VM), indice de resisténcia (IR; IR=VPS-VDF/VPS) e indice de pulsatilidade
(IP; IP=VPS-VDF/VVM), de acordo com Schurich et al. (9).

Puncdes bidpsias aspirativas (PBAS) testiculares foram conduzidas de acordo com Leme
e Papa (10). Apos antissepsia do escroto com iodo povidine (Riodeine®, Sdo José do Rio Preto,
SP, Brasil) foram conduzidas as PBAs sempre no testiculo direito de cada reprodutor, pela
introducdo de agulhas 25x7 acopladas a seringas descartaveis de 10 mL, perpendicularmente
ao parénquima testicular de cada animal. O contetudo de cada aspirado testicular foi utilizado
para a confeccdo de no minimo 2 esfregacos em laminas foscas de vidro, posteriormente
coradas com Giemsa de acordo com Bastos et al. (11). Para avaliacao dos esfregacos, as células
da linhagem espermatogénica foram classificadas em espermatogbnias, espermatocitos
primarios, secundarios, espermatides iniciais, espermatides finais (células na fase de
alongamento durante a espermidgenese), espermatozoides e células de Sertoli, de acordo com
Leme e Papa(10). Para cada esfregaco foram contabilizadas 200 células (Figura 3).

Adicionalmente foram coletados com intervalo de 3 dias consecutivos 2 ejaculados de
cada reprodutor (n=16 amostras) utilizando-se de vagina artificial propria para a espécie, que
foram submetidos a avaliacdo subjetiva de motilidade total, concentracéo e vigor espermatico
no ato da colheita.

Os resultados obtidos foram analisados por programa computacional SAS (SAS Institute
Inc., Cary, USA), sendo primeiramente verificada a normalidade dos residuos pelo Teste de
Shapiro-Wilk (Proc-Univariate) e a homogenecidade das variancias comparadas pelo Teste
Qui-Quadrado (Comando SPEC do Proc GLM). Os resultados da temperatura testicular média,
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perfil hemodin&mico local, percentual de células espermatogénicas e qualidade do sémen fresco
foram comparados entre os dois grupos experimentais por meio de modelo linear geral de
analise de variancia (Proc GLM). Diferencas foram consideradas quando p<0,05.

LA JPO \ TS

9.-.'.:,» R

a f o L eap?
) » o TP A%
. . v 40 )" »
> § e
-«:’O 2 ‘ vt J'-"""

Figura 3. Exemplo de esfregagos obtldos a partlr da PBA testlcular de caprinos, onde St:
espermatides finais; Sg: Espermatogonias; e SI: Células de Sertoli.

RESULTADOS

N&o foram observadas diferencas para nenhum dos pardmetros do espermograma quando
comparados os animais do G1 em ralagdo ao GC (Tabela 1).

Tabela 1. Média (£SD) para os diferentes parametros avaliados no espermograma de animais
do G1 (caprinos com biparti¢do do escroto) ou GC (grupo controle sem biparticéo).

Parametros Gl GC
Volume (ml) 1,0+0,33 1,0+0,26
Motilidade (0 a 100%) 75,0£1,0 75,0+1,0
Vigor (0 a 5) 3,75+1,0 4,0+0,75
Concentracao total ejaculado 4,60 1,16 4,75x0,77
(x10°)

ab|_etras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas encontradas (p<0,05).

Na avaliacdo termografica ndo foram observadas diferencas na temperatura testicular dos
animais do G1 em relacdo ao GC (32,61+0,59% e 32,19+0,65?, respectivamente; p=0,7679).

Tabela 2. Resultados médios (£SD) da TT (temperatura testicular) e da TSC (temperatura de
superficie corporal) avaliados por exame termografico, e da TR (temperatura retal)
aferida com auxilio de termdmetro digital, de acordo com cada grupo experimental.

Parametros Gl GC
TT (°C) 32,61+0,59 32,19+0,65
TSC (°C) 35,40+1,02 35,17+1,29
TR (°C) 39,55+0,44 39,27+0,22

ab|_etras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas encontradas (p<0,05). Onde, G1: animais
com biparticdo escrotal; GC: grupo controle sem biparticéo.
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Nas PBAs foram identificadas todas as linhagens de células germinativas. No entanto,
ndo foram observadas diferengas para o percentual médio de nenhuma das células de linhagem
espermatogénica quando comparados 0 G1 em relacdo ao GC (Tabela 3). As espermatides finais
representaram o tipo celular mais prevalente, independente do grupo experimental.

Na avaliacdo hemodinamica, a VDF foi semelhante entre G1 e GC (p=0,1315), tal como
o0 IP (p=0,6287) e a VPS (p=0,6335). No entanto, o IR foi superior para 0s animais bipartidos
em relacdo ao GC (0,53+0,11% e 0,46 +0,06° respectivamente; p=0,0108), de acordo com a
Tabela 4.

Tabela 3. Percentual médio (£SD) de células germinativas testiculares e células de Sertoli
obtidas por PBAs testiculares de animais do Gle do GC.

Classificagao celular Gl GC
Espermatogodnias (%) 9,56+2,44 9,69+2,15
Espermatdcitos | (%) 24,60+4,95 19,88+5,00
Espermatdcitos 11 (%) 1,13+1,15 0,31+0,59
Espermatides Iniciais (%) 2,88+0,44 2,56%0,77
Espermatides Finais (%) 48,81+8,51 54,38+4,62
Espermatozoides (%) 0,31+0,59 0+0
Células de Sertoli (%) 13,35+3,26 14,50+2,59

ab|_etras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas encontradas (p<0,05). Onde, G1: animais
com biparticao escrotal; GC: grupo controle sem biparticéo.

Tabela 4. Resultados médios (£SD) da VDF (velocidade diastolica final), VPS (velocidade de
pico sistolico), IR (indice de resisténcia) e IP (indice de pulsatilidade) encontrados
na avaliacdo Doppler do funiculo espermatico de bodes apresentando (G1) ou nédo
(GC) biparticdo de bolsa escrotal.

Parametros Gl GC

VDF (cm/s) 7,26+1,29 8,24+1,75

VPS (cm/s) 15,80+2,60 15,20+1,88
IR 0,53%+ 0,11 0,46°+ 0,06
IP 0,89+0,24 0,80+0,32

ab|_etras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas encontradas (p<0,05). Onde, G1: animais
com biparticdo do escroto; GC: grupo controle sem biparti¢ao.

DISCUSSAO

Os reprodutores de ambos os grupos estudados apresentaram normalidade para todos 0s
parametros analisados no espermograma, de acordo com os valores de referéncia preconizados
pelo Manual para exame androldgico e avaliacdo de sémen animal do CBRA (12). Por essa
razdo, Todos os animais foram considerados aprovados no exame androldgico e com qualidade
espermatica equivalente, independente do grupo experimental. Tais resultados divergem do
estudo de Machado Junior et al. (4), que observaram que bodes entre 1 a 1,5 anos e com
biparticdo escrotal possuem maior capacidade de producdo espermatica didria em relacdo a
animais sem biparticdo na mesma faixa etaria. No entanto, como em nosso estudo foram
utilizados animais mais velhos, com idade superior ao periodo de maturidade e plenitude sexual,
pode-se inferir que as possiveis diferengas na producdo espermatica relacionadas a biparticao
escrotal podem ser mais acentuadas no inicio da atividade sexual de caprinos, condigcdo
observada nos estudos anteriormente publicados.
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No exame termografico foi verificado que a TT foi de pelo menos de 2,5 graus abaixo da
TSC e pelo menos 6 graus abaixo da TR, resultados semelhantes aos reportados por Ramires
Neto et al. (3), que estudaram termorregulacdo testicular em equinos. A explicacdo para a
menor TT se deve aos mecanismos locais de termorregulacdo, como € o caso do eficiente
sistema de troca de calor passiva por contracorrente, onde o sangue arterial proveniente da aorta
abdominal que chega aos testiculos sofre resfriamento pelo contato das paredes vasculares
arteriais com 0s ramos venosos que compde o plexo pampiniforme (13).

Apesar de estudos anteriores indicarem uma possivel relacdo entre a biparticdo escrotal e
eficiéncia no processo de termorregulacéo, foi verificado que animais do G1 ndo apresentaram
TT inferior ao GC. Trabalhando com avaliagdo de reprodutores ovinos Mikael et al. (14),
também ndo encontraram correlacdo entre a biparticdo testicular e maior capacidade de
termorregulacéo; de acordo com 0s mesmos autores, reprodutores que apresentam baixo grau
de biparticdo escrotal (ndo ultrapassando 50%) ndo possuem beneficios adicionais a capacidade
de termorregulacdo dos testiculos. As mesmas conclusdes podem ser atribuidas aos nossos
resultados, ja que nenhum animal do G1 apresentou grau de biparticao escrotal superior a 50%.
Por sua vez, avaliando caprinos com grau de biparticdo da bolsa escrotal superior a 50%
Machado Junior et al. (15) observaram diferencas significativas na capacidade de
termorregulacédo do testiculo, permitindo concluir que apenas em animais com maior grau de
divisdo do escroto € possivel observar beneficios relacionados a maior capacidade de
refrigeracao testicular.

Nas PBAs foram identificadas todas as linhagens de células germinativas. No entanto,
ndo foram observadas diferencas para o percentual médio de nenhuma das células
espermatogénicas quando comparados o G1 em relacdo ao GC. De acordo com Machado Junior
et al. (4), maior quantidade de tubulos seminiferos pode ser observada no testiculo de animais
com mais de 50% de biparticéo escrotal em relacdo a animais sem biparticdo ou com baixo grau
de divisdo escrotal. Dessa forma, é possivel sugerir que a quantidade de células germinativas
testiculares e a eficiéncia da espermatogénese podem sofrer influencia do grau de divisao
escrotal; porém apenas animais com grau de biparticdo acima de 50% parecem apresentar
beneficios relacionados ao aumento da capacidade de producao espermaética.

As espermatides finais representaram o tipo celular mais prevalente, independente do
grupo experimental. Resultados semelhantes foram reportados por Leme e Papa (16), que
também observaram maior proporcdo de espermatides em PBAs testiculares de equinos
normospérmicos. De acordo com Garolla et al. (17) o nimero de espermatides representa um
marcador de normalidade para a espermatogénese. Dessa forma, pode-se concluir que os
animais utilizados nesse estudo se apresentavam em plenas condi¢des reprodutivas, possuindo
padrdo normal de producdo espermatica, independente do grupo experimental.

As células de Sertoli garantem o suporte estrutural dos tabulos seminiferos provendo
nutrientes, horménios e oxigénio para as células de linhagem espermatogénica (18). Em virtude
de sua importancia, o numero de células de Sertoli possui alta correlacdo com a eficiéncia do
processo de espermatogénese (19). Dessa forma, como ndo foram observadas diferencgas para
os animais do G1 em relacdo ao GC, pode-se concluir que a biparticdo escrotal inferior a 50%
do comprimento efetivo do testiculo ndo proporciona maior eficiéncia na producdo de
espermatozoides na espécie caprina. Tais achados divergem dos apresentados por Machado
Junior et al. (20), que observaram maior nimero de células de Sertoli no testiculo de animais
bipartidos em relacdo ao grupo controle sem biparticdo, sendo que tais diferencas foram mais
expressivas em animais que apresentaram grau de biparticdo acima de 50%.

De acordo com Setchell (21), em carneiros ndo ocorrem alteracdes hemodindmicas nos
testiculos quando a temperatura local é inferior a temperatura de superficie corporal. Como no
presente estudo todas as avaliagGes ultrassonogréficas foram conduzidas no periodo matutino
(temperatura ambiental mais amena, abaixo de 25°C) e todos o0s caprinos apresentaram
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temperatura testicular abaixo da temperatura de superficie corporal, ndo ocorreram alteracdes
de fluxo sanguineo testicular, justificando os valores semelhantes de VDS, VPS e IP.

A ultrassonografia Doppler gera informacgdes objetivas a respeito da velocidade do
sangue no interior das artérias e veias testiculares (22), e tem sido utilizada para avaliacdo
androldgica e ginecoldgica de diversas espécies. Trabalhando com Doppler testicular para
avaliacdo androldgica de cdes, Barbosa et al. (23) encontraram valores semelhantes de IR e IP
na avaliacdo do plexo pampiniforme de cées férteis e inférteis. No entanto, constataram que
caes inférteis apresentaram ramos vasculares do plexo pampiniforme mais tortuosos e com
menor didmetro, o que poderia determinar menor fluxo sanguineo testicular sem provocar
alteracdes de IR e IP.

De acordo com Ginther (24), aumento nos indices de IR e IP avaliados por
ultrassonografia Doppler refletem maior resisténcia & passagem sanguinea no interior dos
vasos, determinando menor perfuséo tecidual. No entanto, segundo Nunes (25) caprinos com
biparticdo escrotal apresentam maior didmetro e comprimento do funiculo espermaético, além
de maior extensdo do segmento da artéria testicular. Essa particularidade anatémica pode
justificar o aumento da resisténcia mecéanica a chegada do sangue até o testiculo, o que explica
os valores mais elevados de IR encontrados no presente estudo. Cabe ressaltar que o maior
comprimento do funiculo espermatico pode favorecer as trocas de temperatura entre o sangue
arterial e venoso por proporcionar maior area de contato entre as areas vasculares. Dessa forma,
novos trabalhos se fazem necessarios para avaliar se a maior resisténcia ao fluxo sanguineo se
deve exclusivamente as particularidades anatdmicas do corddo espermatico de animais
bipartidos ou se podem ser utilizados como marcadores de fertilidade animal, a semelhanca do
que vem sendo proposto em estudos envolvendo as espécies equina (26) e canina (23).

CONCLUSAO

Caprinos que possuem escroto com biparticdo inferior a 50% possuem a mesma
capacidade de termorregulacao testicular, proporcao de células de linhagem espermatogénica e
qualidade de sémen quando comparados a bodes sem biparticdo. Animais com biparticdo
escrotal possuem maior resisténcia vascular ao fluxo sanguineo na regido do plexo
pampiniforme, caracteristica provavelmente relacionada a particularidades anatémicas
presentes no cone vascular dos animais com divisdo escrotal. Novos estudos se fazem
necessarios para determinar a possivel influéncia das particularidades hemodinadmicas do plexo
pampiniforme de caprinos bipartidos com a espermatogénese e saude testicular dessa especie.
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