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Introduccion:

Las hernias inguinales son un problema comdn que afecta casi exclusivamente a los
sementales. Ademas de ser una situacion de riesgo elevado para la vida del animal,
puede suponer también una merma o abolicion de su capacidad reproductiva. Un
problema afnadido que presentan las hernias inguinales es la recurrencia, por lo que
hasta hace no mucho se recomendaba la castracion y herniorrafia del lado afectado o
incluso de ambos. En los ultimos afios se han desarrollado técnicas quirargicas abiertas
con el fin de evitar la castracion del animal. Estas no han sido completamente
satisfactorias ya que o bien causaban una constriccion excesiva del cordon espermatico

0 bien no evitaban completamente el riesgo de recurrencia.

En los dltimos afios, el empleo de técnicas laparoscopicas en équidos ha permitido
realizar la hernioplastia de los anillos inguinales y conservar los testiculos. Estas son
mucho mas fiables que las técnicas abiertas y han demostrado que evitan la recurrencia.
Los autores de dichas técnicas consideran que el prondstico reproductivo es bueno y que
no producen efectos secundarios o secuelas relacionadas con el aparato reproductor. Sin
embargo los datos objetivos aportados a este respecto son pocos y en la mayoria de los

€asos son apreciaciones personales y subjetivas de dichos autores.

Existen diversas técnicas laparoscopicas de hernioplastia de los anillos inguinales; sin
embargo, en este trabajo se evaluard unicamente la hernioplastia laparoscépica en la
estacion mediante colgajo peritoneal. Desde nuestra experiencia esta técnica es la mas
fiable, facil de realizar y con la que estamos méas familiarizados. Dicha técnica no
requiere de anestesia general, por lo que se evitan las complicaciones derivadas de ésta

y ademas no es necesario el uso de mallas, lo que evita la aparicion de adherencias.



1. Hipotesis:

La hernioplastia laparoscdpica en la estacion mediante colgajo peritoneal no produce

efectos secundarios o secuelas sobre el aparato reproductor del semental.

2. Objetivos:

1. Determinar si la hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo

peritoneal afecta a la calidad espermatica a medio plazo (un afio) tras la cirugia.

2. Determinar si la hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo

peritoneal afecta al flujo sanguineo testicular a medio plazo (un afio) tras la cirugia.

3. Determinar si existen alteraciones histoldgicas en el parénquima testicular y cordén
espermatico un afio después de la hernioplastia en comparacion con un grupo

similar de sementales no operados y castrados.



Revision bibliografica
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Revision bibliografica
1. Hernias inguinales

Las hernias inguinales son un problema bien descrito y reconocido en los équidos que
afecta principalmente a los machos adultos enteros, aunque también pueden suceder en
neonatos, machos jovenes, machos castrados e incluso hembras. (Breukink et al. 1980,
Scheneider et al. 1982, Umstead et al. 1986, Weaver 1987, Robertson y Embertson
1988, van der Velden y van der Harst 2004, Moorman y Jehn 2009). Las hernias
inguinales se pueden clasificar en indirectas y directas (perforadas) (Figura 1). Las
hernias directas son aquéllas en las que las visceras abdominales pasan a través de un
defecto en la pared abdominal o de la tinica vaginal. Estas son mas comunes en potros,
y no son reducibles aunque no suelen estar estranguladas. Las hernias indirectas son
aqueéllas en las que las visceras pasan a través del canal inguinal pudiendo ser reducibles
0 no reducibles y estranguladas o no (Spurlock y Robertson 1988, van der Velden 1988,
Marién et al. 2000, Cousty et al. 2010). La presentacion mas frecuente en équidos son

las hernias indirectas (Freeman 2012).

Figura 1: Hernia inguinal indirecta e indirecta perforada (fuente:Auer)

Los signos clinicos difieren bastante segun el tipo de hernia y la edad del animal
afectado. En el caso de las hernias no estranguladas, como ocurre generalmente en los
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neonatos, los signos clinicos se limitan a un abultamiento evidente del area escrotal. Por
otra parte, si estas hernias son perforadas, pueden aparecer signos intermitentes de
célico y depresion (Richardson 1985, Robertson y Embertson 1988, Freeman 2012)
(Figura 2). Cuando se trata de hernias estranguladas en caballos adultos, aparecen
signos de dolor cdlico de intensidad variable suponiendo un riesgo para la vida del
animal y su futuro reproductivo, debido a la compresion ejercida por las visceras
herniadas sobre los testiculos y el corddn espermatico y a las alteraciones en el
mecanismo de termorregulacion (Wright 1963, Scheneider et al. 1982, Weaver 1987,

Metcalf 2007, Schumacher 2012).

Un problema afiadido que presentan las hernias inguinales en general es la recurrencia
cuando se reduce la hernia sin llevar a cabo hernioplastia o herniorrafia (Beard 2009).
Incluso algunas razas de caballos tienen predisposicion a padecer hernias inguinales,
como por ejemplo el Pura Raza Espafiol, los caballos de tiro, los caballos trotones o los
caballos de deporte centro-europeos (Schneider et al. 1982, Shoemaker et al. 2004,
Mufioz et al. 2008, Schumacher y Perkins 2010, Wilderjans et al. 2012). Dicha
predisposicion podria estar relacionada con la presencia de anillos inguinales mas
grandes y/o laxos de lo normal (Sembrat 1975, Schneider et al. 1982, Rossignol et al.
2007, Wilderjans et al. 2012). Tambiéen se ha encontrado cierta heredabilidad en el caso

de las hernias congeénitas en potros (Roberts 1971, Beard 2011)

Figura 2: Hernia inguinal en un neonato (Fuente: Auer)
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2. Tratamiento

El tratamiento de las hernias inguinales (sin considerar el aparato digestivo) puede ser

tanto médico como quirargico.

2.1 Tratamiento médico

El tratamiento médico puede ser efectivo dependiendo de factores como la edad del
caballo y el tipo de hernia. Las hernias en équidos neonatos o jovenes suelen ser
autolimitantes o facilmente reducibles. En estos casos, un vendaje en forma de “8”
aplicado en la regidon inguinal suele ser suficiente para su resolucion (Mueller y Fisher
1998). En caballos adultos, las hernias inguinales se pueden reducir mediante
manipulacion rectal y/o masaje de las visceras herniadas que se situan en el escroto.
Este procedimiento puede realizarse tanto en la estacién como bajo anestesia general.
Sin embargo, la manipulacion rectal conlleva un alto riesgo de producir una laceracion
rectal y en ambos casos es dificil determinar a priori la viabilidad del asa de intestino
que ha estado atrapada (Goetz el al. 1981, Schneider et al. 1982, van der Velden 1988,
Varner et al. 1991, Fisher et al. 1995, Wilderjans et al. 2008). Como se ha mencionado

anteriormente, el tratamiento médico no evita la recurrencia.

2.2 Tratamiento quirargico

2.2.1 Abordajes abiertos

El tratamiento quirdrgico es necesario cuando el tratamiento médico no resulta exitoso,
cuando se quiere evitar la posible recurrencia o cuando se sospecha que la viabilidad del
intestino estd comprometida. En potros se realiza por lo general un abordaje inguinal, se
reduce la hernia y se castra el testiculo afectado. Posteriormente, se ocluye la tdnica

vaginal con puntos transfixiantes o se cierra el anillo inguinal externo mediante puntos
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sueltos (van der Velden 1988, Freeman 2012, Schumacher 2012, Wilderjans et al.

2012).

En caballos adultos con hernias no reducibles, se realiza una laparotomia por linea
media junto con un abordaje inguinal (Schumacher y Perkins 2010, Freeman 2012,
Wilderjans et al. 2012). Ademas, se recomienda la castracion y el cierre del anillo
inguinal externo del lado afectado o de ambos para evitar la recurrencia. Resulta obvio
gue estos procedimientos producen una merma parcial o completa de la capacidad

reproductiva y por tanto del valor del caballo.

Por tanto, parece necesario elegir entre la capacidad reproductiva del caballo o el riesgo
de recurrencia. Con el fin de preservar los testiculos y evitar la recurrencia, se
desarrollaron primero técnicas quirdrgicas abiertas y posteriormente minimamente
invasivas (laparoscopicas). Las técnicas quirargicas abiertas incluyen la imbricacion de
la tanica vaginal (Mueller y Fisher 1998) y la hernioplastia del anillo inguinal externo
(Vaughan 1980). El inconveniente que presentan estas dos técnicas es que en ocasiones
son insuficientes para prevenir la recurrencia o pueden comprometer el riego sanguineo

del testiculo (Schumacher 2012).

2.2.2 Técnicas minimamente invasivas

En la siguiente seccion se incluye una descripcion tanto de las técnicas que preservan
los testiculos (seran nombradas como hernioplastia), como de aquellas que no
(herniorrafia). EI motivo de incluir las que no preservan los testiculos es debido a que se

han desarrollado de forma simultdnea y emplean principios similares.
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3. Técnicas laparoscdpicas de hernioplastia y herniorrafia

3.1 Técnicas laparoscopicas de herniorrafia

La primera técnica laparoscopica de castracion y herniorrafia fue descrita en dos potros
en 1996 (Klohnen y Wilson 1996). La cirugia se realiza en decubito dorsal bajo
anestesia general en posicion de Trendelenburg. El puerto para el telescopio se sitla 2
cm lateral al ombligo. Seis centimetros craneal a cada anillo inguinal externo se crean
dos puertos para canulas de 10 mm. EI ultimo puerto se crea 7-8 cm craneal a uno de los
dos anillos inguinales externos, para la introduccion de una canula de 5 mm. La hernia
se reduce y los testiculos se introducen en el abdomen. Tras seccionar el ligamento de la
cola del epididimo, se realiza hemostasia del corddon espermatico mediante
electrocauterio (pinzas bipolares) y ligaduras laparoscépicas. A continuacion se
secciona el corddn espermatico y se procede al cierre de los anillos inguinales internos
mediante grapas endoscopicas (Endopath® multifeed Stapler, 5.3 mm x3.7). Los
testiculos se extraen del abdomen a traves de canulas laparoscopicas de 16 mm o

mediante una incision en el abdomen.

En el afio 2008 se publico el cierre de los anillos vaginal e inguinal interno mediante
sutura, en potros inmediatamente tras la castracion y en caballos adultos previamente
castrados (Caron y Bakenhoff 2008). La cirugia se realiza en decubito dorsal bajo
anestesia general, en posicion de Trendelenburg. El puerto para el telescopio se crea 2-3
cm lateral al ombligo en potros y en el ombligo en caballos adultos. Los puertos para el
instrumental se sitUan en diferentes lugares, desde los anillos inguinales hasta el
ombligo, paramedialmente. Para acceder al abdomen se emplean canulas de diferentes
didmetros, desde 5 a 12 mm, y el numero total de éstas varia en funcion de si la cirugia

se realiza en potros (5 puertos, 5 canulas) o en adultos (3 puertos, 3 canulas) (Figura 3).
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Los testiculos (o los remanentes del corddn espermatico en los animales adultos ya
castrados) se introducen en el abdomen. Posteriormente se cierra el anillo inguinal

mediante puntos sueltos, con una sutura reabsorbible trenzada, y se castra el animal.

weo
(7

-® Qc 2

Figura 3: Posicion de los puertos segun Caron y Brakenhoff (Fuente: Caron y Brakenhoff)

Finalmente, la técnica de herniorrafia laparoscopica mas recientemente descrita fue
publicada en Enero de 2013. Esta técnica consiste en el empleo de una sutura con puas
orientadas en una unica direccion para cerrar el anillo inguinal interno. Dichas puas
quedan fijadas en el tejido por lo que no es necesario anudar al final. Ademas esta
sutura se emplea junto con un sistema de sutura laparoscépico automatizado, por lo que

solo se requieren dos puertos laparoscépicos (Ragle at al. 2013).

3.2 Técnicas laparoscopicas de hernioplastia

La primera descripcion de hernioplastia laparoscopica fue publicada en el afio 1995.
Esta técnica es similar a la reparacion transabdominal pre-peritoneal con malla protésica
en el hombre (en inglés trans-abdominal preperitoneal mesh repair —TAPP-) y consiste
en la colocacién de una malla no reabsorbible por debajo de un colgajo de peritoneo
(Figura 4). El procedimiento se desarrolla en decubito dorsal, bajo anestesia general, en

posicion de Trendelenburg. La posicion de los puertos laparoscdpicos es la siguiente: 1)

16



el puerto del telescopio se crea en el ombligo o levemente paramedial en el caso de
potros neonatos para evitar dafiar las estructuras umbilicales; 2) los puertos para
instrumental, uno o dos por anillo inguinal, se crean 10-15 cm cranealmente y 10-15 cm
medialmente al anillo inguinal externo. Una vez que estan todos los puertos creados y se
ha accedido a la cavidad abdominal, se diseca un colgajo de peritoneo alrededor del
anillo inguinal interno. Se eleva el colgajo y se coloca una malla de polipropileno
alrededor del cordon espermatico. Posteriormente, se cubre la malla con el colgajo de
peritoneo y se fijan ambos a la pared abdominal mediante grapas laparoscépicas. La
funcion de la malla es reducir el tamafio del anillo inguinal y dar resistencia mientras
que el peritoneo evita que se produzcan adherencias a érganos de la cavidad abdominal
(Fisher et al.1995). En potros jovenes el anillo inguinal interno se puede obliterar

simplemente con grapas lo que simplifica la cirugia (Fisher 2002).

Figura 4: Técnica TAPP descrita por Fisher (Me= malla, Co= colgajo de peritoneo. Fuente: Rossignol)

En el afio 2000 se publicé una técnica similar a la anterior para la reparacion de hernias
congénitas en potros de entre 1 a 120 dias de edad. De nuevo la cirugia se realiza en
dectbito dorsal bajo anestesia general, en posicién de Trendelenburg. El puerto
laparoscopico se crea 3 cm craneal al ombligo, en la linea alba. Los dos puertos para el

instrumental se crean en una linea imaginaria que va desde el borde craneal del anillo
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inguinal externo al ombligo, a unos 10 cm de distancia del anillo. Una vez que las
visceras herniadas se han reducido, el anillo inguinal interno se cierra parcialmente con

entre 2 y 8 grapas endoscoépicas de titanio (Marién et al. 2000).

Un afio mas tarde, Marién también describié la primera técnica laparoscépica de
hernioplastia en caballos adultos en la estacion bajo sedacion. En este procedimiento se
introduce una malla de polipropileno en el canal inguinal con el propésito de producir
inflamacién y fibrosis de manera controlada para obliterarlo. El caballo se coloca en un
potro de contencion, se tranquiliza convenientemente y se infiltra anestesia local en las
areas de piel donde se van a crear los puertos laparoscépicos. El puerto del telescopio se
crea 2 cm dorsal al vientre del musculo oblicuo interno, entre la Gltima costilla y la
tuberosidad coxal. El segundo puerto se sitia 3 cm caudal y 5 cm ventral al primer
puerto. El tercer puerto se coloca 8 cm ventral al primero. Una vez creados los puertos y
tras haber accedido al abdomen, se introduce por la canula del segundo puerto una malla
de polipropileno enrollada de unas medidas de 6x8 cm. La malla se mantiene enrollada
mediante una sutura absorbible en cada uno de los extremos y se introduce en el canal
inguinal (Figura 5). Una vez que esta en la posicion adecuada, la sutura del extremo mas
dorsal se corta para permitir que la malla se despliegue y ocupe asi el maximo espacio
del canal inguinal. Si es necesario se pueden emplear grapas laparoscopicas para fijarla

a la pared abdominal (Marién 2001).
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Figura 5: Malla de polipropileno insertada en el canal inguinal derecho.

En el afo 2007 se introdujo un cambio sustancial en la forma de realizar las
hernioplastias laparoscopicas (Rossignol et al. 2007). En sustitucion de la malla de
polipropileno para obliterar el anillo inguinal interno se emple6 un colgajo de peritoneo.
Este procedimiento se realiza en decubito dorsal bajo anestesia general, en posicion de
Trendelenburg. El puerto para el laparoscopio se crea en el ombligo. El segundo y tercer
puerto se crean 7-12 cm craneales a cada anillo inguinal externo. Un colgajo de
peritoneo de tamario variable se diseca del area ventro-lateral del anillo inguinal interno
y una vez libre se rota dorso-medialmente hasta cubrir el anillo inguinal, fijandose con

puntos sueltos intra-corpdreos o grapas laparoscopicas helicoidales (Figura 6)

(Rossignol et al. 2007).

Figura 6: Cordon espermatico entrando en el anillo inguinal y colgajo de peritoneo (Fuente: Rossignol)
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En el afio 2012 se introdujo una novedad en la hernioplastia laparoscopica mediante
colgajo peritoneal, que consistia en realizarla en la estacion, bajo sedacion. El puerto del
telescopio se crea en el 17° espacio intercostal, 5 cm ventral respecto a la tuberosidad
coxal. Los otros dos puertos para instrumental se colocan en la fosa paralumbar de
manera que el segundo se sitla dorsal al vientre muscular del muasculo oblicuo interno,
entre la Gltima costilla y la tuberosidad costal y el tercero a nivel del anillo inguinal, lo
mas caudal y proximal al pliegue de la babilla. Para el primer y segundo puertos se
emplean canulas laparoscopicas de 10 mm de didmetro y en el tercer puerto una de 12
mm ya que por ésta se introduce la grapadora laparoscépica que tiene un mayor
diametro. El colgajo de peritoneo se diseca de la zona dorso lateral del anillo inguinal,
se rota medialmente cubriendo el anillo, el mesorquio y el conducto deferente, y
finalmente se fija a la zona caudo-medial del anillo inguinal y por toda su pared craneal

(Wilderjans et al. 2012).

Finalmente, en el afio 2014, se presentd otra técnica de hernioplastia, con el caballo en
la estacion y bajo sedacion. Esta consistente en rellenar el canal inguinal con 2 ml de
pegamento quirargico (n-butil-2-ciano-acrilato). Dicho pegamento se inyecta en la parte
lateral del canal inguinal a la vez que se empuja el cordon espermatico caudo-
medialmente. Inmediatamente después la zona lateral del anillo se comprime hasta
conseguir la adhesion entre las capas visceral y parietal de dicho anillo. Una vez
aplicado el pegamento, se colocan, 2 cm ventral al anillo, 2 6 3 grapas helicoidales
(Protrack™, Covidien) con el fin de evitar la migracion ventral de éste. En el caso de
anillos grandes o con el fin de reforzar el cierre se pueden aplicar puntos sueltos simples

0 en cruz. (Rossignol et al. 2014).

20



3.3 Resumen general de las técnicas laparoscépicas publicadas

Noventa y un caballos fueron operados mediante las distintas técnicas laparoscépicas.
En ochenta de ellos se preservaron los testiculos y los once restantes fueron castrados;
cuarenta y nueve caballos se operaron en la estacién, frente a cuarenta y dos bajo
anestesia general; la mayoria, ochenta, no recibieron malla protésica. Esta tendencia se
observa también cuando se organizan los estudios de manera cronoldgica, de mas
antiguo a mas reciente. En nuestra opinion, la implantacion de mallas protésicas es
técnicamente mas compleja y puede inducir adherencias. También resultan mas
practicos los procedimientos en la estacion ya que se evitan los riesgos relacionados con
la anestesia general. Finalmente, el pequefio porcentaje de caballos que fue castrado
durante el procedimiento de herniorrafia se debe a que una castracion rutinaria y cierre
del anillo inguinal externo es mucha mas sencilla, barata y no requiere de instrumental

especifico.

4. Complicaciones de las técnicas laparoscopicas:

En general todas estas técnicas se presentan como relativamente seguras y con una tasa
de complicaciones reducida. En las siguientes tablas (Tabla 1 y 2) se recogen las
diferentes técnicas, el nimero de caballos operados con cada una de ellas, las

complicaciones ocurridas y los caballos afectados.

Técnica Caballos | Complicaciones intra- Complicaciones post-operatorias
operatorias

Klohnen y Wilson 2 potros | Ninguna Edema en un puerto

1996

Caron y Bakenhoff 6 potros | Mala posicién de los 1 potro, edema escrotal moderado

2008 2 adultos | puertos en un potro durante dos semanas
Moderado enfisema 2 potros con seroma escrotal
subcutaneo en dos potros 1 potro con paraparesia

Ragle et al. 2012 1l adulto | Ninguna Fiebre durante 48h.

Tabla 1: Complicaciones de las técnicas laparoscépicas de herniorrafia.
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Técnica Caballos Complicaciones intra- Complicaciones post-operatorias
operatorias
Fisher et al. 1995 2 adultos Ninguna Ninguna
Marién et al. 2000 16 potros Distension del escroto 1 potro con excesiva acumulacion
debido al CO, de liquido peritoneal en el escroto.
(hernia perforada)
Marién 2001 9 adultos Ninguna 3 caballos con edema escrotal
25% recurrencia segin Wilderjans
et al. 2012
Rossignol et al. 2007 13 adultos | Ninguna En un caballo el anillo no estaba
correctamente obliterado
Wilderjans et al. 2012 30 adultos | 2 caballos con excesivo 1caballo con enfisema leve de la
sangrado del colgajo pared abdominal
durante su diseccion 1 caballo con diarrea auto-
2 caballos, anestesia limitante
accidental del nervio 4/11 caballos recurrencia
femoral 1 caballo hemospermia
Rotura parcial del 2 caballos con atrofia testicular
colgajo en un caballo bilateral
Rossignol et al. 2014 10 caballos | 1 caballo goteo del 1 caballo presentd pegamento seco
pegamento por fuera del | alrededor del anillo inguinal
anillo
1 caballo, migracion del
pegamento seco
distalmente hacia el
escroto

Tabla 2: Complicaciones de las técnicas laparoscopicas de hernioplastia.

La mayoria de estas complicaciones fueron leves y estaban relacionadas con la cirugia
laparoscopica en general. Sin embargo, en nuestra opinién, las complicaciones més
importantes fueron aquellas relacionadas especificamente con la hernioplastia y mas
concretamente con la hernioplastia laparoscopica en la estacibn mediante colgajo
peritoneal. Dichas complicaciones fueron recurrencia y atrofia testicular (Wilderjans et
al. 2012). Inicialmente, 4 de 11 caballos sometidos a hernioplastia presentaron
recurrencia de la hernia debido a que la zona caudo-medial del anillo no se cubria con el
colgajo. Esta zona es critica, ya que es por aqui por donde el intestino se hernia mas
frecuentemente. La técnica se modificé de manera que el colgajo cubria dicha zona y no
se volvid a observar recurrencia. En el mismo articulo, Wilderjans y col. afirman que
cuando empleaban la técnica descrita por Marién en 2001 (malla) en su clinica,

observaron un 25% de recurrencia. En cuanto a la atrofia testicular, ésta se produjo en
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dos caballos, de acuerdo a los duefios de dichos animales, aunque los autores no

pudieron examinar personalmente dichos caballos.

5. Pronéstico

De acuerdo a los datos presentados por los estudios mencionados anteriormente, las
técnicas laparoscépicas de hernioplastia tienen un prondstico de bueno a excelente en
términos de recurrencia y de preservacion de la funcién reproductiva como se puede

observar en la tabla 3.
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Técnica N° de caballos | Recurrencia Prondstico Exploracién Espermiograma | Laparoscopia Histologia
reproductivo rectal de los de seguimiento | del
anillos testiculo
inguinales
Fisher et 2 0 1 semental NA NA NA NA
al. 1995 completé con
éxito dos
temporadas de
reproduccion
Marién et 16 potros de 0 NA, solo NA NA NA NA
al. 2000 entre 1y 120 hubo
dias de edad seguimiento
durante 11
meses.
Marién 3 caballos 0en los NA 4 semanas 4 meses tras la 2 semanas 1 caballo,
2001 experimentales | casos tras la cirugia, sin después de la dos
clinicos cirugia, los cambios hernioplastia. semanas
anillos destacables Anillos bien después
estaban obliterados, de la
6 casos obliterados sin cirugia,
clinicos adherencias sin
cambios.
Rossignol | 9 caballos 0en los 3 caballos En los NA 8/9 de los NA
etal. 2007 | experimentales | casos usados como caballos caballos
clinicos reproductores | examinados experimentales
anteriormente. | no fue mostraron los
posible anillos bien
4 casos Sin cambios. introducir los cerrados
clinicos dedos en el
anillo
Wilderjans | 30 casos 4/11 2 caballos NA NA NA NA
etal. 2012 | clinicos. inicialmente | atrofia
testicular
29 con Tras la bilateral
seguimiento modificacion
de latécnica | 1 caballo con
0 hemospermia
durante 6
meses.
Rossignol | 10 casos 0 7 caballos 4-6 semanas NA NA NA
etal. 2014 | clinicos empleados tras la
como hernioplastia.
reproductores | Anillos bien
antes de la cerrados.

cirugia. Todos
mantuvieron
su fertilidad.

Tabla 3: Prondstico de las técnicas laparoscopicas de hernioplastia. NA=no aplicable.

Sin embargo, se debe mencionar que la conservacion de los testiculos no es sinGnimo

de fertilidad y los estudios mostrados anteriormente carecen de informacion detallada de

los posibles efectos adversos de la hernioplastia sobre la capacidad reproductiva. Uno
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de los autores (Fisher 2002) considera que el uso de mallas de polipropileno en el canal
inguinal podria generar adherencias que comprometiesen el flujo sanguineo del testiculo
y por tanto afectar la fertilidad del animal. Otros autores también opinan que el colocar
una malla de polipropileno en contacto con el corddn espermatico podria producir
atrofia del testiculo e infertilidad (Wantz 1991, Rossignol et al. 2007). Sin embargo, los
dos unicos casos en los que se produjo atrofia testicular fueron en caballos sometidos a

hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo peritoneal.

No hay estudios objetivos en équidos que demuestren si la técnica afecta o no a la
funcion testicular a posteriori. Todos los estudios encontrados en la literatura proceden

de otras especies y del hombre.

6. Estudios en otras especies

Uzzo y col. realizaron de forma experimental dos técnicas diferentes de hernioplastia
en 12 perros machos enteros, sanos, de raza Beagle. En la mitad de ellos se implantaron
mallas de polipropileno y en la otra mitad se practico la técnica Shouldice que consiste
en la reconstruccion anatomica por planos de los tejidos, sin usar mallas. Se realizaron
observaciones a los 6 y a los 12 meses después de la cirugia en las que se constataron
varios hechos: 1) el tamafio de los testiculos tendia a reducirse en los perros en los que
se usé la malla, aungque no de forma significativa; 2) a los 6 meses uno de los perros
presentaba isquemia testicular en uno de sus testiculos, y a los 12 meses otros dos
perros presentaban hidrocele, todos ellos pertenecientes al grupo de los operados con
malla; 3) ni la motilidad ni la morfologia de los espermatozoides mostraron diferencias
entre los distintos grupos; 4) el estudio de la vascularizacion de los testiculos mediante

ecografia Doppler no mostré diferencias entre grupos, salvo en el perro que presento
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isquemia testicular; y 5) el examen anatomopatolégico de los testiculos al final del
estudio mostrd reaccion significativa de cuerpo extrafio en el corddn espermatico y una
reduccién notable del lumen del conducto deferente en el grupo de perros operados con
malla aunque no hubo hallazgos relevantes en el parénquima testicular (salvo en el

perro con isquemia testicular) (Uzzo et al. 1999).

En otro estudio se crearon hernias inguinales en 26 cerdos que fueron reparadas
mediante hernioplastia con malla, la mitad de ellos a través de laparotomia y la otra
mitad mediante laparoscopia. Seis semanas después de la cirugia no se pudieron
encontrar dafios significativos en el cordon espermatico, y Unicamente uno de los cerdos
operados mediante laparotomia mostrd adherencias entre la malla y el corddn
espermatico. En el mismo estudio se operd otro grupo de 21 cerdos mediante
laparoscopia y se realiz6 un seguimiento a mas largo plazo, una media de 7.1 meses.
Las caracteristicas seminales de estos animales durante el periodo de seguimiento no se
vieron afectadas, salvo en tres cerdos, aunque éstas se debieron a otros procesos
patolégicos no relacionados con la cirugia. Tras su eutanasia y posterior estudio
anatomopatologico, no se encontraron adherencias en el cordén espermatico ni estenosis
del conducto deferente. Los testiculos presentaban un aspecto macroscopico normal y su
peso era similar al de una poblacion de cerdos de semejantes caracteristicas no operados

(Fitzgibbons et al. 1994).

En otro modelo experimental se produjeron hernias inguinales bilaterales en un grupo
de conejos. Uno de los lados se repar0 usando una malla de polipropileno y el otro
mediante una reconstruccion anatémica (Shouldice). En el lado reparado mediante
malla se detectd una disminucion significativa del flujo arterial y de la temperatura del
testiculo. Ademéas, en los estudios histologicos posteriores, los testiculos

correspondientes al lado operado con malla mostraron una reduccion significativa del
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namero de tbulos seminiferos que presentaban espermatogénesis normal (Peiper et al.

2005).

En un dltimo estudio, se implantaron mallas de polipropileno en conejos y cerdos
mediante diferentes abordajes. En primer lugar, se empled un grupo de quince verracos
en los que se practicd hernioplastia bilateral. En un lado se coloc6 una malla y en el
opuesto se realizd reconstrucciéon anatémica (Shouldice). Tras la cirugia los cerdos se
eutanasiaron en grupos de tres, a los 7, 14, 21, 28 y 35 dias. Los estudios histologicos de
la region inguinal mostraron méas cambios de tipo inflamatorio en el lado reparado con
la malla. También se detectd trombosis venosa en el lado de la malla en 5 de los 15
cerdos operados. En un segundo experimento, un grupo de ocho conejos se sometieron a
hernioplastia bilateral, usando malla en un lado y reconstruccion anatémica en el lado
opuesto (Shouldice). Como control se emplearon tres conejos que no se operaron. Tras
la cirugia se pudo observar un incremento del volumen testicular y un descenso de la
temperatura en los testiculos del grupo de conejos operados comparados con el grupo
control. También se encontraron diferencias entre el lado operado con la malla y el
opuesto, aungue en ningun caso se trataba de diferencias estadisticamente significativas.
Donde si se observaron diferencias estadisticamente significativas fue en el flujo arterial
de los testiculos, tanto entre el grupo control y el grupo operado, como entre el lado en
el que se usaron las mallas y el opuesto. En los posteriores estudios histologicos se
encontraron diferencias significativas en el grado de espermatogénesis (de acuerdo a la
escala de Johnsen, 1970), siendo menor en el lado operado con malla que en el opuesto

0 que en los animales del grupo control (Peiper et al. 2006).

En la literatura médica también se han descrito este tipo de efectos adversos tras
realizar hernioplastia inguinal. Estos son debidos principalmente al dafio sobre las

estructuras vasculares del testiculo y/o el conducto deferente (Tekatli et al. 2012). El
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dafio sobre las estructuras vasculares esta relacionado con el propio trauma quirargico y
puede llegar a producir orquitis isquémica (Wantz 1986, Wantz 1991, Yavetz et al.
1991, Fong y Wantz 1992). Otra causa que potencialmente puede llevar a la infertilidad
son las lesiones sobre el conducto deferente, por compresién, debido a una reaccién
inflamatoria excesiva frente a la malla o debido a reacciones inmunoldgicas (Di Vita et
al. 2000, Ridgway et al. 2002, Shin et al. 2005). Por otro lado, estudios retrospectivos
mas recientes han demostrado que no hay realmente un efecto negativo en la fertilidad
de los hombres operados con mallas. Por ejemplo, Hallén y col. mostraron que solo el
0.7% de un grupo de 34267 pacientes sometidos a hernioplastia con mallas de diferentes
materiales mostraron infertilidad tras una primera intervencién. También pudieron
detectar que habia un leve incremento del riesgo de infertilidad cuando se realizaba
hernioplastia bilateral o se usaba malla de polipropileno (aunque la incidencia
acumulada seguia siendo menos del 1%) (Hallén et al. 2012). En el afio 2012, Tekatli y
col. publicaron una revision de la literatura médica relacionada con la infertilidad como
efecto secundario de la hernioplastia con malla en hombres. El prondstico se
determinaba en funcion de distintas variables como perfusion testicular, volumen
testicular, funcién gonadal o analisis del semen. La conclusion a la que llegaron es que
no habia efectos negativos sobre la fertilidad (Tekatli et al. 2012). De hecho,
actualmente se recomienda el uso de mallas para la reparacién de hernias inguinales en

pacientes no pediatricos (Simons et al. 2009)

7. Evaluacién del semen en caballos

Hasta donde se conoce, no se han podido encontrar estudios en los que se haya

realizado un analisis seminal a sementales tras ser sometidos a hernioplastia
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laparoscépica, con una excepcion. En uno de los sementales sometidos a hernioplastia
laparoscépica en la estacion con malla de polipropileno se realiz6 un espermiograma de
control 4 meses después de la cirugia sin que se detectaran cambios significativos

(Marién 2001).

El andlisis del semen se realiza en medicina reproductiva equina tanto para la
preparacion de dosis seminales en programas de inseminacion artificial, como para el
diagnéstico de problemas de subfertilidad. Existen diferentes métodos de extraccion de
semen como son el uso de la vagina artificial, el uso del conddn, la induccién
farmacoldgica de la eyaculacion, la estimulacion manual o la recogida directamente del
epididimo postmorten o postcastracion. La extraccién de semen mediante vagina
artificial es la técnica mas empleada y se puede realizar sobre la yegua, sobre un
maniqui o con el caballo en la estacion. Con el objeto de estimular al caballo se pueden
emplear yeguas en estro, yeguas ovariectomizadas y estrogenizadas o incluso orina de
yegua en celo. En caballos con problemas de dorso o que muestren dolor musculo-
esquelético durante la monta, se puede extraer semen de pie mediante estimulacién

manual o induccién farmacoldgica.

En la revision bibliografica de este trabajo, solo se detallaran las técnicas y/o

equipamientos usados para determinar los parametros evaluados en este estudio.

Tras la extraccion, el eyaculado debe llevarse rapidamente al laboratorio para su
evaluacion. En primer lugar se mide el volumen del eyaculado mediante una probeta
(volumen total) y posteriormente se procede a su filtrado para separar la fraccion de gel.
El volumen libre de gel se mide y es el que se considera para calcular el nimero total de
espermatozoides del eyaculado. Seguidamente, se comienza con la evaluacién

macroscopica en la que se determina el color, olor, aspecto y pH.
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La evaluacion microscopica determina parametros relacionados con los
espermatozoides tales como la motilidad, concentracion, numero total de
espermatozoides y morfologia espermatica. Ademas, se puede realizar una citologia del
eyaculado para descartar la presencia de células inflamatorias. A esta evaluacion se le

conoce con el nombre de espermiograma basico.

Otras técnicas més complejas permiten evaluar la integridad de las membranas de los
espermatozoides, sometiendo a éstos a un medio hipoosmético, mediante tinciones

vitales 0 usando una combinacion de sondas fluorescentes y citometria de flujo.

Por ultimo, cuando el semen va a ser transportado mediante refrigeracion, se puede
realizar la Ilamada “prueba de longevidad”. EI semen es procesado (diluido o
centrigugado con el diluyente de refrigeracion) y almacenado a 5°C. A intervalos de
tiempo (12, 24, 48, 72 horas) se evaluan sus caracteristicas de motilidad y se observa

como decaen (Estrada y Samper 2007, Baumber-Skaife 2011).

La concentracion de espermatozoides se puede medir mediante hemocitdmetro
(cAmara de Burker), sistema CASA (computer-assisted sperm analysis),
espectrofotometria y citometria de flujo. A partir de la concentraciéon y del volumen se

determina el numero total de espermatozoides del eyaculado.

La motilidad del semen se evaltia de forma subjetiva a través de un microscopio de
contraste de fases u objetivamente mediante el sistema CASA (computer-assisted sperm
analysis). Cuando se evalua subjetivamente se determinan tres parametros: la motilidad
total (% de espermatozoides que muestra algin tipo de movimiento), la motilidad
progresiva (% de espermatozoides que muestran un movimiento lineal rapido) y la

velocidad (en un escala subjetiva de 0 a 4). Este método visual tiene el inconveniente

30



de ser poco preciso, poco exacto y presentar una gran variabilidad entre distintos

observadores.

Con el fin de evitar los problemas descritos en el parrafo anterior se puede emplear el
sistema CASA. Este estd compuesto por un microscopio de contraste de fases, una
videocdmara, un digitalizador de video, un ordenador y un programa informatico
especifico (Figura 7). La imagen obtenida a través del microscopio se digitaliza. En ella
los espermatozoides aparecen como particulas blancas sobre un fondo oscuro y el
ordenador los reconoce/identifica de acuerdo al tamafio (nimero de pixels) y brillo
(diferencia entre espermatozoides y otras particulas en suspensién). Posteriormente, se
analiza el movimiento de los espermatozoides. Los fotogramas de las imagenes
digitalizadas se analizan de forma secuencial y consecutiva para poder determinar el
recorrido y trayectoria de los espermatozoides individualmente en un periodo de tiempo
determinado. Esta operacion se repite en varios campos visuales para obtener una media
de estos pardmetros. Cuanto mayor sea el numero de espermatozoides y campos
visuales analizados mayor sera la precision. Pero ademas el sistema CASA ofrece datos
de otras caracteristicas cinematicas de los espermatozoides como la “velocidad lineal”
(en inglés VSL, um/s), la “velocidad curvilinea” (en inglés VCL, um/s) y la “velocidad
media de la trayectoria recorrida” (en inglés VAP, um/s) (Baumber-Skaife 2011)

(Figura 8).
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Figura 7: Sistema CASA 1 (Fuente: Baumber-Skaife)

— VCL

Figura 8: Esquema de los distintos parametros cinematicos del espermatozoide (Fuente: Baumber-
Skaife)

8. Evaluacién del flujo sanguineo testicular mediante ecografia en modo Doppler

pulsado.

La ecografia es una técnica diagnoéstica que se viene empleando en ginecologia desde
principio de los afios 80 (Ginther 2014). Actualmente, esta técnica es fundamental en el
dia a dia de la clinica reproductiva. Sin embargo, su uso no estd tan extendido en la
evaluacion del semental como en la de la yegua. La ecografia en modo B se ha
empleado principalmente en el semental para estimar la produccion diaria de
espermatozoides (DSO) (Thompson et al. 1979, Love et al. 1991). La DSO es una
variable empleada habitualmente en el diagnostico de patologias testiculares. Cuando la

DSO observada esta por debajo de la estimada es indicativo de problemas durante el
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proceso de espermatogénesis. Por el contrario, cuando la DSO observada es superior a

la esperada es indicativo de acumulacion extragonadal de espermatozoides.

La ecografia en modo pulsado (o Doppler espectral) es un método precoz de
diagnostico de infertilidad en diversas especies, especialmente cuando es debida a
alteraciones vasculares. Se han determinado correlaciones entre parametros calculados
mediante ecografia Doppler y parametros seminales, como el numero total de
espermatozoides (Pinggera et al. 2008, Zelli et al. 2013). La deteccion de alteraciones
vasculares en el testiculo es crucial para diagnosticar y diferenciar correctamente ciertas

patologias y evaluar la respuesta a los tratamientos instaurados.

La ecografia en modo pulsado (o Doppler espectral) ha ganado importancia en la
evaluacion andrologica en el hombre (Horstman et al. 1991, Appelbaum et al. 2013). En
el caballo en cambio, es una técnica que no estd muy extendida debido a que requiere de
cierta experiencia y tiempo para llevarla a cabo correctamente. Ademas, los problemas
de fertilidad en el semental no han sido estudiados con el mismo detalle que en las

yeguas.

8.1 Equipamiento

En primer lugar es necesario un ecografo que cuente con los modos de Doppler color y
Doppler pulsado. Para acceder a los vasos del cordon espermatico (especificamente a la
porcion tortuosa de la arteria testicular) es preferible una sonda lineal multifrecuencia
(5-7.5 MHz). Por otro lado, para acceder a la porcion marginal de la arteria testicular es
mas ventajoso el uso de sondas de frecuencias mas elevadas (7.5-17 MHz) (Pozor y

McDonnell 2004).
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8.2 Ecografia en modo B

La ecografia en modo B ofrece una imagen de la anatomia y de la textura de los tejidos
estudiados. Los testiculos se exploran en un plano transversal y longitudinal,
comparando uno con el otro. En contraste con otras especies, el mediastino del testiculo
en el semental no es visible mediante ecografia. En cambio, la vena central es muy
caracteristica y fécil de observar. Posteriormente, se exploran el epididimo y el cordédn
espermatico. Cualquier alteracion en la apariencia, como por ejemplo la textura de los
tejidos, la presencia de hidrocele o varicocele, debe ser documentada. Para terminar el
examen ecografico, la longitud (L), anchura (A) y altura (AL) de cada testiculo debe ser
medida. Con estos datos se puede determinar el volumen testicular (0.053xXLxAXAL) y

predecir la DSO (0.024x[volumen-0.76]) (Love et al. 1991).
8.3 Ecografia Doppler color y pulsada

La técnica de la ecografia Doppler aplicada en este estudio tiene como objetivo evaluar
el flujo y la perfusion sanguinea en los testiculos. Esta estd basada en el principio de
Doppler por el cual cuando un emisor de ondas de distinta naturaleza esta en
movimiento se produce una compresion o distension de dichas ondas (aumento o
disminucion de la frecuencia) en funcion de si el emisor se acerca o aleja del receptor.
En el caso de la ecografia, el emisor y receptor (sonda ecogréafica) estan estacionarios y

los reflectores, que son los eritrocitos, estan en movimiento (Figura 9).
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Figura 9: Efecto Doppler.
Los dos factores mas importantes que influyen en la variacion de la frecuencia son la
velocidad de las particulas que reflejan los ecos y el angulo con el que los ecos chocan
con los reflectores y son devueltos a la sonda (angulo Doppler o de insonacion). Asi
pues, el efecto es maximo cuando el angulo se aproxima a 0 6 180°. Conforme el angulo

se acerca a 90° la diferencia en la frecuencia se minimiza, llegando a perderse dicho

efecto cuando el angulo es de 90° (Ginther 2004) (Figura 10).

Hematies

Figura 10: Representacion del cambio de frecuencia en funcién del angulo.

El ecdgrafo recoge esa variacion de la frecuencia y la representa de dos maneras:
mediante un codigo de colores (ecografia Doppler color) que se superpone a la imagen
anatomica (Figura 11) o mediante una grafica que recoge el espectro de las distintas
variaciones de la frecuencia (o velocidades) en funcion del tiempo, a lo largo del ciclo

cardiaco (ecografia Doppler pulsada o espectral, Figura 12).
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Figura 11: Ecografia Doppler color sobre el testiculo, demostrando su vascularizacién (Fuente: Sabbag)

Cardiac cycle

Figura 12: Espectro producido a partir de la variacidn de velocidad del flujo sanguineo en una arteria.

PSV=peak systolic velocity; EDV= end diastolic velocity; TAMV= time-averaged mean velocity.

Ademas de la grafica obtenida, el ecdgrafo aporta una serie de parametros de velocidad
del flujo sanguineo. Estos son: 1) Pico de velocidad sistélica (PVS o en inglés PSV),
esta medida corresponde al pico més alto de la grafica generada. 2) Velocidad al final de
la diastole (VDF o en inglés EDV), corresponde con el punto méas bajo en la gréfica,

justo antes del inicio de una nueva sistole. 3) Media de la velocidad maxima a lo largo

36



de todo el ciclo cardiaco (VM o en inglés TAMV) que representa la media de las
velocidades mé&ximas a lo largo de todo el ciclo cardiaco (Figuras 12 y 13). A partir de
estos parametros de velocidad se pueden calcular dos indices Doppler. Por un lado esta
el indice de resistencia (IR) que se obtiene del siguiente cociente: (PSV-EDV)/PSV y
por otro el indice de pulsatilidad (IP) que se obtiene del siguiente cociente: (PSV-
EDV)/TAMV. Estos indices presentan ciertas ventajas con respecto a la medicion de las
velocidades: 1) no dependen del angulo con el que inciden los ecos, por lo que son mas
convenientes a la hora de evaluar vasos de trayecto tortuoso, 2) estan correlacionados
tanto con la hemodinamica proximal como con la distal al punto del vaso explorado, y
3) permiten evaluar la perfusion de los tejidos distalmente y detectar obstrucciones a
nivel proximal. En concreto, un aumento del IR esta relacionado con un aumento de la
resistencia vascular y una disminucion de la perfusién de los tejidos distales. En cuanto
al IP, un aumento de éste esta relacionado con una disminucion de la perfusion de los
tejidos distales. Ambos estan muy correlacionados entre si, por lo que uno solo de ellos
es suficiente para describir la situacion hemodinadmica de los tejidos estudiados. De
modo mas practico, el IR es mas apropiado cuando hay lechos vasculares con flujo
continuo durante la diastole (por ejemplo en el tejido cardiaco) y el IP es mas apropiado
cuando el flujo sanguineo esta ausente durante una parte o toda la diéstole (por ejemplo

en la arteria umbilical de los fetos) (Ginther 2007).
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Figura 13: Distintas velocidades del flujo sanguineo e indices derivados de éstas (Fuente: Ginther).
PSV=peak systolic velocity; EDV= end diastolic velocity; TAMV= time-averaged mean velocity.

En resumen, mediante la ecografia Doppler color es posible determinar de manera
subjetiva el grado de irrigacion del organo/tejido explorado, mientras que la ecografia
Doppler pulsada o espectral permite un analisis objetivo y cuantitativo de las
velocidades del flujo sanguineo de un determinado vaso que irriga un determinado

tejido.

En medicina humana la ecografia Doppler pulsada o espectral se emplea en diferentes
campos como la cardiologia (Arques et al. 2007), neurologia (Aaslid et al. 1982), la
oncologia (Kaushik et al. 2003), la urologia (Pinggera et al. 2008), la obstetricia (Parra-
Saavedra et al. 2013), etc. Ademas se ha empleado para estudiar la perfusion testicular,
tanto en adultos como en nifios, con hernias inguinales reparadas mediante diferentes

tipos de hernioplastia, concluyendo que los diferentes tipos de reparacion no producen
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variaciones significativas de pardmetros tales como PSV, EDV, IR e IP o si las hay
éstas son transitorias (Lima Neto et al. 2007, Ramadan et al. 2009, Koskal et al. 2010,

Parelkar et al. 2011, Stula et al. 2012, Celebi et al. 2012, Bulus et al. 2013).

Algunas de las aplicaciones de la ecografia Doppler pulsada en el campo de la
andrologia son los siguientes: 1) diferenciacion de la azoospermia obstructiva de la no
obstructiva (disminucion de la PSV e IR) (Schurich et al. 2009, Biagiotti et al. 2002); 2)
diferenciacion entre el varicocele con significado clinica y el que no (el ratio de la
TAMV se encuentra disminuido en pacientes con infertilidad) (Tarhan et al. 2003); 3)
permite diferenciar la orquitis de la orquitis isquémica (en la primera aumenta la PSV y
disminuye el IR; en el sequndo caso aumenta el IR) (Jee et al. 1997, Lefort el al. 2001);
4) permite identificar infarto testicular y necrosis, caracterizada por un incremento del

IR (Sanders et al. 1994, Lopez Milena et al. 2000).

En cuanto a la medicina veterinaria también se ha descrito su uso en vacas, perros y
caballos (Koster et al. 2001, Bollwein et al. 2002, Pozor et al. 2002, Acosta et al. 2004,

Ginther et al. 2004, Duque et al. 2009).

8.4 Ecografia Doppler color y pulsada en sementales

Mediante estas modalidades de ecografia se exploran dos porciones de la arteria
testicular, la tortuosa (en el corddn espermatico) y la marginal (parte dorsal y caudal del
testiculo, en contacto con el epididimo). En primer lugar se emplea el modo Doppler
color para identificar los vasos cuyo flujo se evaluara posteriormente mediante el modo
Doppler pulsado. Cuando se localiza la arteria testicular en sementales el angulo

Doppler debe ser de entre 20 y 60° (Pozor and McDonnell 2004, Bollwein et al. 2008).

En el afio 2004 Pozor y McDonnell describieron por primera vez el uso de la ecografia

Doppler pulsada o espectral para caracterizar el flujo sanguineo de los testiculos en
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sementales sanos y establecer una serie de valores de referencia de parametros tales
como la PSV, EDV, IR, e IP. En el mismo trabajo, los autores dejaron entrever las
posibles variaciones detectadas con esta técnica en la vascularizacion de testiculos con
diversas patologias tales como hidrocele, varicocele, atrofia, torsion de 180° y tumores.
Sin embargo, solamente en los casos de varicocele se observo cierta tendencia hacia el
incremento en la PSV, IR e IP. En el resto de los casos, los valores permanecieron

dentro del rango de normalidad (Pozor y Mc Donnell 2004).

La espermatogénesis es un proceso altamente metabolico, por lo tanto es fundamental
gue se mantenga una buena vascularizacion del testiculo. De hecho, se ha demostrado
que los indices Doppler son buenos indicadores de la espermatogénesis en diversas
especies (Pinggera et al. 2008, Zelli et al. 2013). Incluso en el hombre, se ha
documentado una correlacion significativa entre la DSO y parametros Doppler tales
como la PSV y el IR, en contraposicion a otros indicadores como el volumen testicular
y la concentracion plasmatica de FSH (Biagiotti et al. 2002). En sementales también se
han encontrado correlacion de los indices Doppler con el ndmero total de
espermatozoides, con el porcentaje de espermatozoides motiles progresivos y el
porcentaje de espermatozoides mdtiles progresivos con morfologia normal (Pozor

2014).

En 2006, Boyd y col. observaron variaciones estacionales en la perfusion testicular con
un incremento significativo del flujo sanguineo (aumento la PSV, el flujo sanguineo
arterial total y la proporcion del flujo sanguineo arterial total) durante la temporada
reproductiva. Dichos autores sugirieron, que quiza estos cambios en la perfusion
testicular fueran responsables de la bajada en la produccion espermatica observada
estacionalmente en équidos (Pozor 2007, Boyd 2006). Incluso se ha sugerido que la

administracion de pentoxifilina (agente reolégico que mejora la microcirculacion en
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general) podria alargar la duracion de la estacion reproductiva en sementales (Pozor et

al. 2011).

9. Evaluacion histoldgica del testiculo

Al igual que en las secciones anteriores, la revision bibliografica desarrollada es somera
y con el Unico objetivo de poner al lector en antecedentes en relaciéon a los métodos
empleados en este estudio. Un hecho que nos ha llamado la atencién es la gran
heterogeneidad en la metodologia existente a la hora de preparar y evaluar

histologicamente el tejido testicular.

En primer lugar conviene especificar que la preparacion del tejido testicular es
diferente a otros tejidos. Dependiendo de las técnicas de corte, fijacion y preparacion de
la muestra de tejido testicular pueden aparecer artefactos que dificultan la evaluacion
histoldgica. Se debe evitar el uso de formol ya que éste produce deshidratacion y
contraccion celular, ademas de distorsion y pérdida de detalle de la cromatina,
dificultando la identificacion de los distintos tipos de células germinales (de Krester y
Holstein 1976, McLachlan et al. 2007). Para la fijacion del tejido testicular es mas
apropiado el uso del medio de Bouin o formalina neutra tamponada seguida de dicho
medio (Nakai et al. 1993, Mclachlan et al. 2007). Otros medios que también se pueden
emplear son el de Zenker, glutaraldehido, formalina seguida de inclusion en metacrilato
de Glicol (Creasy 1997), medio modificado de Davison (Lanning et al. 2002), solucién
de Cleland y solucién de Stieve (Krester y Holstein 1976). Una vez fijadas, incluidas y
cortadas en secciones de grosor apropiado para la evaluacion microscopica, se pueden
emplear diversas tinciones como Hematoxilina-Eosina, Tricromico de Masson y acido

periddico-Schiff, de acuerdo a las estructuras que se quieran destacar.
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A la hora de evaluar histolégicamente el tejido testicular es fundamental identificar
correctamente los distintos tipos de células germinales que corresponden a las diferentes
fases de la espermatogénesis, con el fin de establecer ratios entre las diferentes células o
escalas numéricas que se detallara mas adelante. En general las caracteristicas que se
deben evaluar son las siguientes: 1) homogeneidad/heterogeneidad del tejido, 2)
diametro de los tubulos seminiferos, si estad patente su luz y la presencia/ausencia de
fibrosis peritubular, 3) la presencia y tipo de células germinales y si hay disminucion o
ausencia de éstas, 4) si la espermatogénesis cesa, y si es asi, en qué etapa, 5) la
presencia de células de Sertoli y sus caracteristicas o si las Unicas células del epitelio
seminifero son éstas, 6) si hay hialinizacion de los tubulos seminiferos, término usado
cuando el tejido examinado no presenta células germinales, ni de Sertoli hay una
marcada fibrosis y el acimulo de una sustancia hialina amorfa similar a la membrana
basal del tabulo, 7) tejido intertubular, la presencia de células de Leydig y sus
caracteristicas, si éstas forman micronddulos, si hay algun tipo de células inflamatorias
con una distribucion que puede ser desde focal, hasta afectar todo el testiculo (orquitis
granulomatosa), y 8) otras alteraciones como microlitiasis, tibulos disgenésicos, etc (de

Krester y Holstein 1976, McLachan et al. 2007).

Una vez evaluadas estas caracteristicas las muestras se pueden clasificar (tabla 4),
teniendo en cuenta que los patrones histoldgicos del tejido testicular pueden llegar a ser
muy heterogéneos y se deben estudiar multiples cortes histologicos para llegar a una

conclusioén.
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Normal: Espermatogénesis completa en toda la biopsia, el tejido intertubular presenta un

aspecto normal

Hipoespermatogénesis La celularidad del epitelio germinal esta reducida, todas las fases de la

espermatogénesis estan presentes pero de manera reducida

Cese de la La espermatogénsis cesa en una determinada fase, habitualmente en los
maduracion de las espermatocitos primarios o secundarios. La diferencia con la
células germinales hipoespermatogénesis es que no hay espermatozoides
Sindrome de células El intersticio es normal, el didmetro luminal es normal o esta levemente
de Sertoli disminuido, la membrana basal tienen una apariencia normal. S6lo hay células
de Sertoli.

Hialinizacion de los El diametro de los tlbulos seminiferos esta disminuido, con la membrana basal
tdbulos seminiferos | muy engrosada y la presencia de colageno en la luz tubular. Ausencia de epitelio

germinal

Patrones mixtos

Tabla 4: Clasificacion de las muestras de tejido testicular de acuerdo a de Krester y Holstein 1976 y
MclLachan et al. 2007

Tambien se ha tratado de cuantificar las observaciones histoldgicas con el fin de
facilitar su comparacion. Los métodos de analisis cuantitativos se pueden dividir en: 1)
morfomeétricos, estudian el diametro del tabulo seminifero o el grosor de su membrana
basal, 2) celulares, basados en el recuento del nimero y tipo de células y los diferentes

ratios entre éstas y 3) mixtos (Coburn et al. 1993).

Para el analisis histologico cuantitativo de muestras de tejido testicular se han
empleado diversas escalas descritas por distintos autores. En 1970 Johnsen desarrollo
un sistema que cuantificaba tres caracteristicas de las biopsias testiculares. En primer
lugar se evaluaban 100 tdbulos seminiferos, se puntuaban en funcion del estadio mas

desarrollado que presentaban sus células germinales y posteriormente se calculaba el
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valor medio de cada biopsia (Figura 16). En segundo lugar se clasificaban las células de
Sertoli en funcidn de si su recuento era normal, disminuido y de la existencia o no de
hiperplasia y su grado. Finalmente, se media el didmetro de los tubulos seminiferos
(Johnsen 1970). Este sistema fue simplificado 6 afios mas tarde por de Krester y
Holstein (Figura 17). Finalmente, la Gltima modificacion fue introducida en 1998 por
Bergmann y Kliesch, quienes propusieron que era mas adecuado determinar el tanto por
ciento de tabulos con espermatidas elongadas (Bergmann y Kliesch 1998) (Figura 18).
Aunque queda fuera del propdsito de este estudio, estas modificaciones estan relacionas
con los distintos cuadros patoldgicos de infertilidad que se pueden diagnosticar en el
hombre y cuya descripcidn, clasificacion y etiologia son distintas y estan mucho mas

estudiadas y desarrolladas que en la medicina veterinaria.

Score 10; Complete spermatogenesis with many spermatozoa. (spermatozoa are here
defined as cells having achieved the small head form of the spermatozoon). Germinal
epithelium organized in a regular thickness leaving an open lumen.

Score 9: Many spermatozoa present but germinal epithelium disorganized with marked
sloughing or obliteration of lumen.

Score 8: Only few spermatozoa (<5-10) present in section.

Score 7: No spermatozoa but many spermatids present,

Score 6: No spermatozoa and only few spermatids (<5-10) present.

Score 5: No spermatozoa, no spermatids but several or many spermatocytes present.

Score 4: Only few spermatocytes (<5) and no spermatids or spermatozoa present.

Score 3: Spermatogonia are the only germ cells present.

Score 2: No germ cells but Sertoli cells are present.

Score 1: No cells in tubular section.

Figura. 16: Escala de Johnsen (Fuente: Johnsen)
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Score Histological criteria

10 Full spermatogenesis

9 Many late spermatids, disorganized epi-
thelivm

Few late spermatids

No late spermatids, many early spermatids

No late spermatids, few early spermatids

No spermatids, many spermatocytes

No spermatids, few spermatocytes

Spermatogonia only

No germinal cells, Sertoli cells only

No seminiferous epithelium

_—bd e oL DN ] 00

Figura. 17: Escala de Johnsen modificada por de Krester y Holstein (Fuente: de Krester y Holstein)

Perc entage ol Classification

tubules with

100-95 10 Normal spermatogenesis

9445 9

84-75 8

T4-65 7 Mixed testicular atrophy

64-55 6

5445 5

S4-35 4

34-25 3

24-15 2

14-10 |

9-1 0.9-0.1  Predominantly atrophy of
seminiferous epithelium
and occurrence of single
elongated spermatids

0 0 Senwoli-cell-only, spermato-
genic arrest, testicular
atrophy. tubular shadows

Figura. 18: Escala segin Bergmann y Klisch (Fuente: Bergmann y Klisch)

Otros sistemas se basan en el recuento y tipificacion de células germinales y de Sertoli
en un corte perfectamente perpendicular a la luz de los tubulos seminiferos (Steinberger
y Tjioe 1968, Leonard et al. 1972, de Krester et al. 1974), en la relacion entre el nimero

de células germinales y de Sertoli (ya que su nimero no suele variar salvo procesos
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patologicos extremos) sobre secciones tanto transversales como longitudinales de los
tubulos seminiferos (Skakkebaek y Heller 1973) o en el recuento de las células
germinales y de Sertoli y su relaciéon con la longitud de la circunferencia del tabulo

seminifero (Zuckerman et al. 1978).

9.1 Evaluacion histoldgica del testiculo en équidos

La histologia del parénquima testicular ofrece informacion del estado de la
espermatogénesis en aquellos sementales que son infértiles o subfértiles. También se
emplea el diagnostico anatomopatologico en tumores testiculares. La informacién
aportada por los estudios anatomopatolégicos permite confirmar el diagndéstico, orientar

el tratamiento y estimar el pronostico (Blanchard 2011).

Las muestras pueden ser evaluadas cualitativa o cuantitativamente para determinar qué
fase de la espermatogénesis, componente celular o estructura tisular estdn afectadas
(Threlfall 2011). La principal indicacion de la biopsia testicular en sementales y su
posterior estudio anatomopatolégico es la azoospermia/oligospermia. Antes de realizar
una biopsia, que en mayor o menor medida es un proceso invasivo, conviene descartar
problemas relacionados con la eyaculacion, principal causa de la azoospermia en
équidos (Varner et al. 2000, Ball 2008). La causa mas comun de azoospermia de origen
testicular es la degeneracion testicular y puede suponer hasta un 50% de los casos
(Threlfall 2011). La degeneracion testicular presenta caracteristicas histoldgicas tales
como fibrosis, disminucion del numero de espermatogonias, espermatocitos,
espermatidas elongadas y redondas y una reduccion de la razon entre células germinales

y de Sertoli (Metcalf 2007).

Al margen de su utilidad diagnostica, la cuantificacion de la espermatogénesis se ha

empleado en el campo de la investigacion. Por ejemplo, se ha estudiado el efecto de la

46



edad, la estacionalidad e incluso las propias secuelas de la biopsia testicular en la

espermatogénesis (Johnson et al. 1991, DelVento et al. 1992).
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Materiales y Métodos
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Materiales y Métodos

1. Animales:

Este estudio fue llevado a cabo de acuerdo a las normativas relacionadas con el
bienestar animal de la Unién Europea, de Espafia y de la comunidad auténoma de
Extremadura, con una evaluacion positiva por parte del Comité de Etica de

Experimentacion Animal de la Universidad de Extremadura.

Para el estudio se emplearon 7 caballos machos enteros (tabla 5). Cuatro eran Pura
Sangre Lusitano y tres Pura Raza Espafiol con edades comprendidas entre los 4 y 12
afios. Estos caballos pertenecian al propio hospital o fueron cedidos temporalmente por
particulares durante el estudio. Todos ellos fueron alojados en las instalaciones del
Hospital Clinico Veterinario de la Facultad de Veterinaria de Caceres en boxes de unos
12 m? Todos ellos se alimentaron con heno de hierba y el mismo pienso comercial. El
agua se suministraba mediante bebederos automaticos. Ninguno de los caballos habia
padecido hernia inguinal, salvo el nimero 5. Este habia padecido una hernia inguinal
cronica en el lado derecho. Dicho testiculo se habia castrado previamente en el mismo
centro. Durante esa cirugia se observo que dicho anillo inguinal estaba anormalmente
agrandado. Por otro lado, se constatd laparoscopicamente que el anillo inguinal
izquierdo era normal y no habia habido historia de hernia inguinal. En todos los
animales se realizaron examenes fisicos, palpacion rectal, ecografia, hematologia y
bioquimica para comprobar que el estado de salud general era bueno y descartar la
presencia de patologias que pudiera afectar o estar relacionadas con el aparato
reproductor. El estudio se comenzo en cada caballo entre Junio y Enero, seglin la

disponibilidad de los mismos.
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Caballo Raza Edad
1 Lusitano 7

2 Lusitano 7

3 Lusitano 5

4 Pura Raza Espafiol 4

5 Pura Raza Espafiol 12

6 Pura Raza Espafiol 4

7 Lusitano 12

Tabla 5: Caballos empleados en el estudio

2. Procedimiento quirdrgicos:

2.1 Hernioplastia

Los caballos fueron sometidos a hernioplastia laparoscépica en la estacién mediante
colgajo de peritoneo de acuerdo a la técnica descrita por Wilderjans y col. en el afio

2012.

En la semana previa a la cirugia se cambié gradualmente la dieta de los caballos,
pasando de una dieta basada en forraje a un sustituto concentrado de fibra con el fin de
reducir el volumen intestinal. Veinticuatro horas antes de la cirugia los caballos se

dejaron completamente en ayuno, aunque tenian libre acceso a agua.

Para esta cirugia se emplearon los siguientes equipos e instrumentales.
e Torre de videoendoscopia compuesta de un monitor, una unidad para la

conexidn de la camara, un grabador de DVD y una fuente de luz para la Optica.

e Insuflador laparoscopico de CO..
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CO; de uso médico para distender el abdomen

Tubo para la insuflacion del CO,

4 cénulas laparoscopicas con un lumen de 10 mm de didmetro con sus
respectivos trocares romos y reductores para instrumentos de 5 mm.

2 cénulas laparoscopicas con un lumen de 12 mm de didmetro y sus respectivos
trocares traumaticos dotados con un mecanismo de seguridad para evitar la
perforacion de visceras abdominales.

Telescopio de 10 mm de diametro, 57 cm de longitud y un angulo de la dptica de
0° grados.

2 pinzas laparoscopicas tipo Kelly

Tijeras laparoscopicas tipo Mayo y Metzembaun

Grapadora laparoscopica, con grapas de 4.8 mm de altura, de nhombre comercial
Endohernia® (Covidien, Connecticut, USA)

Pafios y material general de cirugia

Una hora antes de la cirugia los caballos recibieron una dosis de bencil-penicilina

sodica (22000 Ul/kg, via intravenosa), gentamicina (6.6 mg/kg, via intravenosa) y

fenilbutazona (4.4 mg/ kg, via intravenosa).

Las cirugias se realizaron en una sala cerrada y habilitada para tal propoésito, en un

potro de contencién. Todos los caballos se operaron siguiendo el mismo procedimiento

y por los mismos cirujanos. Cada caballo se introdujo en el potro de contencién y se le

pelaron ambas fosas paralumbares, desde la 15° costilla hasta unos 10 cm caudal a la

tuberosidad coxal. Se sondd la vejiga de la orina para que ésta no interfiriera con el

campo quirdrgico. A continuacién se prepard quirdrgicamente la zona de abordaje con

povidona yodada y alcohol.
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La sedacidon consistid en el siguiente protocolo: en primer lugar se administré un bolo
intravenoso de medetomidina (5ug/kg) y morfina (50pug/kg, diez minutos més tarde). El
mantenimiento durante la cirugia consistié en una infusion continua de medetomidina
(5pg/Kg/hora) y morfina (30pg/Kg/hora). Ademas se infiltraron cada uno de los puertos
laparoscopicos con 10-20 ml de mepivacaina.

El primer puerto se colocd por encima del vientre muscular del musculo oblicuo
interno, a mitad de distancia entre la tuberosidad coxal y la ultima costilla. Una vez
comprobado que la canula estaba en la cavidad abdominal, se insuflé CO, hasta alcanzar
una presion maxima de 12 mm Hg. El segundo puerto, para introducir el telescopio, se
cred en el 17° espacio intercostal, 5 cm ventral respecto a la tuberosidad coxal. El
tercero, también en la fosa paralumbar, se cre6 a nivel del anillo inguinal, lo més caudal

y proximal al pliegue de la babilla (Figura 19).

Figura 19: Posicion de los puertos y canulas laparoscépicas en la fosa paralumbar.
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Una vez que los puertos estuvieron listos con sus respectivas canulas comenzé la
cirugia. Primero se infiltr6 con anestesia local (mepivacaina) la zona de donde se
obtenia el colgajo de peritoneo, de unos 10 cm de alto y 7 de ancho en forma de “U”
invertida, cuyo vértice mas caudo-medial estaba a la altura del canto lateral del anillo
inguinal interno (Figura 20). A continuacion se comenzd a disecar el colgajo de
peritoneo con las tijeras laparoscopicas y a separarlo de la grasa retroperitoneal en la
medida de lo posible (Figura 21). Una vez disecado, se rot6 caudo-ventralmente y se
llevd su vértice mas craneo-dorsal hasta la pared abdominal situada medial al canto
medial del anillo inguinal interno, por debajo del conducto deferente (Figura 22). Con
esta maniobra se cubri6 el anillo inguinal interno y el cordon espermatico parcialmente.
Posteriormente el colgajo se fijé con 5-10 grapas laparoscépicas a la pared abdominal y
a lo largo del anillo (Figura 23). El proceso se repitié con el anillo opuesto. Una vez
terminada la cirugia, se suturaron los puertos laparoscépicos en tres capas, muscular,

subcutaneo y piel.

Figura 20: Anillo inguinal interno, lado izquierdo. Las lineas muestran la zona de peritoneo a infiltrar
con anestesia local antes de disecarla (Fuente: Wilderjans et al. 2012). B= vejiga; M=mesorquio.
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Figura 21: Diseccidn del colgajo peritoneal, anillo inguinal izquierdo.

Figura 22: Transposicion del colgajo peritoneal hacia el canto caudomedial del anillo inguinal
izquierdo.

Figura 23: Fijacion del colgajo a la zona caudo-medial del anillo izquierdo mediante grapas
laparoscopicas.
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Tras la cirugia los caballos solo recibieron una dosis extra de penicilina. La
fenilbutazona se continué a dosis de 2.2 mg/kg dos veces al dia durante un par de dias.
Las incisiones de los puertos se limpiaron a diario tras la cirugia y el caballo
permanecio en reposo dentro del box durante al menos 6 semanas. Ademas, mientras los
caballos permanecieron en nuestras instalaciones se controlaron diariamente para
detectar la aparicion de cualquier patologia, relacionada o no con la cirugia.

2.2 Laparoscopia de control

Tres meses después de la cirugia se efectuaron laparoscopias exploratorias de control
para comprobar el correcto cierre de los anillos y detectar la presencia de excesiva
fibrosis o estenosis. El protocolo de ayuno, antibioterapia, antiinflamatorios,
preparacion quirdrgica, sedacién, anestesia local y cuidados postoperatorios fue similar
al descrito para la hernioplastia, con la diferencia de que se usaron sélo dos puertos, los
correspondientes con el primero y el segundo usados en la hernioplastia.

2.3 Castracion

Un afio mas tarde, cinco de los caballos (caballos n° 1, 2, 3, 4 y 6) se castraron con el
fin de obtener los testiculos, el cordon espermatico y el epididimo para su estudio
anatomopatoldgico. Como grupo control se analizaron los testiculos de otros 4 caballos
remitidos al hospital para castracion, de edades comprendidas entre los 4 y 6 afios y sin
historia o patologia relacionada con el aparato reproductor. Las castraciones se
realizaron en decubito dorsal, bajo anestesia general mediante abordaje inguinal de
acuerdo a la descripcién de Kummer y col. (Kummer et al. 2009). Para evitar artefactos
en el posterior estudio anatomopatoldgico no se empled anestesia local ni en el
testiculo, ni en el corddn espermatico.

Tras la castracion, los caballos fueron dados de alta y el estudio se considerd acabado.
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3. Palpacion e inspeccién
El escroto, testiculos y cordon espermatico fueron evaluados visualmente y mediante

palpacién al menos antes de cada extraccion de semen y ecografia

4. Anélisis del semen

La produccion diaria de espermatozoides (DSO) se calculd para cada caballo tras
estabilizarse las reservas extragonadales de espermatozoides durante 5-7 dias en funcién
del tamario testicular del animal. De cada caballo se recogieron eyaculados antes de la
cirugia y tras ésta a los 3, 6 y 12 meses (TO, T3, T6, T12). Estos tiempos fueron
elegidos con el proposito de detectar variaciones debidas al trauma quirtrgico (cambios
inmediatos y temporales T3), al cambio de estacion (T6) y finalmente, un afio mas tarde
para detectar los posibles efectos a medio plazo de la cirugia en la misma época del afio

(T12).

Los eyaculados se recogieron usando un potro (maniqui) para dicho propdsito o bien en
la estacion, mediante una vagina artificial tipo Missouri, lubricada con gel no
espermicida, calentada a unos 45-50 grados Celsius y dotada de un filtro en su
recipiente de recoleccion para separar la fraccion de gel del resto del eyaculado. Los
eyaculados se transportaron inmediatamente al laboratorio para su procesado y posterior
analisis. Se midio el volumen libre de gel mediante una probeta y la concentracién
espermatica, antes de diluir el semen. La produccion diaria de espermatozoides (DSO)
se calculo multiplicando el volumen de semen obtenido y la concentracion de
espermatozoides, obtenida mediante espectrofotometria (Sperma-cue®, Minitub iberica,
Barcelona, Espafia). Seguidamente, el semen se diluyé en un medio comercial (INRA
96, IVM Technologies, Francia) atemperado a 37°C hasta obtener una concentracion de

50x10° espermatozoides/ml para realizar el analisis de motilidad espermatica. Los
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parametros de motilidad espermatica fueron determinados mediante el sistema CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis, ISAS, Proiser, Valencia, Espafia). Para dicho
analisis se examinaron 60 imagenes digitalizadas por segundo en un mismo campo
obtenidas mediante un microscopio de contraste de fases, con un objetivo de 10
aumentos. Se emple6 la funcion “playback” para descartar las particulas identificadas
erroneamente como espermatozoides. El programa informatico del sistema CASA se
configurd de manera que los espermatozoides con una VAP inferior a 15 pum/s, fueron
considerados inmdviles; los espermatozoides que se desviaban menos de un 45% de una
trayectoria recta se definieron como espermatozoides con motilidad lineal y aquellos
espermatozoides con una VCL por encima de 45 um/s, se clasificaron como
espermatozoides de movimiento rapido.

Los pardmetros cinematicos calculados fueron los siguientes: porcentaje total de
espermatozoides mdtiles (MOT%), porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva (PMOT %), velocidad rectilinea (mean straight-line velocity, VSL,
expresada en pm/s), velocidad curvilinea (mean curvilinear velocity, VCL, expresada
en um/s) y la velocidad media (average path velocity, VAP, expresada en pm/s).

4.1 Estudio estadistico de los datos obtenidos del anélisis del semen

Se calcul6 la media y la deviacion estdndar de los valores obtenidos en cada caballo y
se agruparon de acuerdo a los tiempos de recogida del semen (TO, T3, T6, and T12). Se
determiné la distribucion de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk. En
aquellos casos en los que las variables presentaban una distribucion normal se aplico el
andlisis de varianza, contrastando posteriormente los valores obtenidos en los distintos
tiempos mediante el método de Bonferroni. Cuando las variables no siguieron una

distribucion normal se compararon aplicando la prueba Kruskal-Wallis. El nivel de
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significacion se establecio por debajo de 0,05. Todos estos datos fueron estudiados con

el programa informético SPSS 19 (IBM, Chicago IL).

5. Evaluacién del flujo sanguineo testicular

El estudio ecografico del flujo sanguineo testicular se realizé antes de la cirugia y a los
3, 6 y 12 meses después de ésta (TO, T3, T6, T12). Durante todo el estudio las
mediciones fueron realizadas por la misma persona para evitar la variabilidad inter-
individual. El examen ecogréafico se realizd en un potro de contencion, bajo sedacion
con un bolo de xilacina intravenoso (0.5 mg/kg). Dicha dosis fue elegida ya que no
produce efectos detectables sobre el flujo sanguineo testicular (Pozor et al. 2002). El
examen ecogréafico se realizé con sondas lineal y sectorial, ambas multifrecuencia de 5-
7,5 MHz (Mylab 30; Essaote, Genova, lItalia). En primer lugar se realiz6 un examen
ecogréafico de los testiculos mediante ecografia en modo bidimensional para descartar
anomalias anatdmicas o tisulares. Posteriormente, se emple6 el modo Doppler color
para identificar las estructuras vasculares, en concreto la arteria testicular en su porcion
tortuosa (en el cordon espermatico) y marginal (margen dorso-caudal del testiculo). Una
vez identificadas estas porciones, se midié la velocidad del flujo sanguineo mediante
ecografia Doppler pulsado usando una frecuencia de 7,5 MHz. La ventana de medicién
(“Doppler gate”) se coloc6 sobre la arteria testicular haciéndola coincidir con su
diametro total. EI angulo Doppler fue de entre 30 y 60° (Figura 24). Los parametros de
velocidad estudiados fueron: el pico de velocidad sistélica (PSV, cm/s), la velocidad al
final de la diastole, justo anterior al inicio de una nueva sistole (EDV, cm/s) y la media
de la velocidad méaxima a lo largo de todo el ciclo sistole/diastole (TAMV cm/s). A

partir de estos pardmetros se calcularon los indices de Pulsatilidad (IP) y de Resistencia
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(IR) (Figura 25). De cada uno de los pardmetros se tomaron de 3 a 5 medidas en cada

una de las localizaciones.

Figura 24: Colocacion de la ventana de medicion sobre la porcion marginal (izquierda) y tortuosa
(derecha) de la arteria testicular. En la parte inferior de la imagen se puede observar el espectro de
velocidades registrados durante el ciclo cardiaco.

RIGHT

Figura 25: Medicion de los parametros de velocidad del flujo sanguineo e indices Doppler en ambas
porciones de la arteria testicular
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5.1 Estudio estadistico de los datos obtenidos del flujo sanguineo

Se calcul6 la media y la deviacion estdndar de los valores obtenidos en cada caballo y
se agruparon de acuerdo a los tiempos de evaluacion ecogréafica (TO, T3, T6, and T12).
Se determino la distribucion de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las
medias fueron contrastadas por pares mediante la prueba t para muestras
independientes, cuando las variables presentaron una distribucion normal. Cuando las
variables no siguieron una distribucién normal se compararon aplicando la prueba U de
Mann Whitney. El nivel de significacion se establecié por debajo de 0,05. Todos estos

datos fueron estudiados con el programa informéatico SPSS 19 (IBM, Chicago IL).

6. Estudio anatomopatoldgico

Tras la escision quirdrgica, los testiculos (10 de caballos sometidos a hernioplastia y 7
de caballos control) fueron remitidos al Servicio de diagnostico de Anatomia Patologica

del Hospital Clinico Veterinario de la UEX para su valoracion morfoldgica.

En el laboratorio, los 6rganos fueron evaluados macroscépicamente recogiéndose todos
aquellos datos de interés. Se seccionaron sagitalmente los testiculos (Steril Surgical
Blades. Braun) y se procedio a la toma de una muestra con un tamafio de 1’5 x 1 x 0'5
cm de parénquima de la porcion central de una de las secciones del testiculo. También
se recogieron muestras representativas de epididimo y de la red pampiniforme. Dichas
muestras se introdujeron en un tarro con tapa precintable (Deltalab) que contenia un
volumen adecuado de liquido de Bouin (Panreac). Tras su correcta fijacion, las muestras
fueron introducidas en un cassette de inclusion tisular (Scharlau) siendo procesadas en
el procesador de tejidos Leica TP 1020. La primera etapa de este proceso correspondio a

la deshidratacién o eliminacién del agua del tejido a través de una cadena ascendente
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(70%, 96% y 100%) de etanol (Panreac). La segunda etapa fue el aclaramiento y en ella,
gracias al empleo de xilol (Scharlau), se facilito la penetracion en el tejido del medio de
inclusion. El procesado finaliz6 con la etapa de inclusion, que correspondid a la fase de
infiltracion de la muestra con el medio de inclusion favoreciendo su dureza y facilitando
la obtencion de los posteriores cortes. EI medio de inclusién empleado fue parafina

plastica de 56-58°C (Scharlau).

Tras la finalizacion del procesado se realizaron los correspondientes bloques utilizando
moldes metalicos precalentados (Estacion DDMO0065 Medim) y parafina plastica de 56-
58°C (Scharlau) fundida y suministrada a través del dispensador de parafina P Selecta.
Los bloques se solidificaron mediante una estacion de refrigeracion (DDMO0064
Medim). De los blogues obtenidos se realizaron cortes de 5 um de grosor (Microtomo
Leica RM 2255/Cuchillas Deshechables Leica DB80 HS) que se extendieron en un
bafio termostatico (P Selecta), siendo recogidos posteriormente mediante portaobjetos
de banda mate (Thermo scientific. Menzel-Glaser) y secados al aire para evitar su
desprendimiento. Antes de su tincion los cortes se desparafinaron en estufa a 60°C
(Eurotherm) y las secciones se colorearon con técnicas histoquimicas de rutina
necesarias para su evaluacion (Hematoxilina-Eosina, Van Gieson y PAS) siendo
protegidas mediante la colocacién de un cubreobjetos de 24x60mm (Menzel-Glaser),
previa deshidratacion del corte en una cadena ascendente de etanol y aclarado en varios

bafos de xilol, gracias al empleo del medio de montaje Eukitt®.

La valoracion microscépica y posterior captura de imagenes representativas de las
alteraciones se realizO mediante el fotomicroscopio Nikon Eclipse 80i, con camara

fotografica DXM 1200F y programa de captura de imagenes ACT-1.
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En primer lugar se describieron las caracteristicas histoldgicas de acuerdo al sistema
utilizado en medicina humana propuesto por McLachland y col. en 2007 (tabla 6). Las
caracteristicas valoradas fueron las siguientes: 1) homogeneidad/heterogeneidad del
parénquima testicular, 2) el diametro de los tabulos seminiferos 3) presencia/ausencia
de fibrosis peri-tubular y lumen, 4) tipos de células germinales presentes asi como su
valoracion de la disminucion o ausencia de éstas 5) etapa de cese de la
espermatogénesis, 6) numero de células de Sertoli presentes, asi como sus
caracteristicas o si éstas son las Unicas células presentes en el epitelio seminifero, 7)
presencia de hialinizacién de los tubulos seminiferos (término usado cuando en el tejido
examinado los tabulos carecen de células germinales y de Sertoli, evidenciando ademas
una marcada fibrosis y el acimulo de una sustancia hialina amorfa similar a la
membrana basal del tibulo, 8) evaluacion del tejido intertubular, haciendo hincapié en
las células de Leydig y sus caracteristicas con presencia/ausencia de formacion de
micronddulos, y 9) presencia/ausencia de algun tipo de célula inflamatoria y su
distribucion que puede oscilar desde focal a difusa y otras alteraciones como

microlitiasis, tabulos disgenésicos, signos de degeneracion, necrosis etc.

Homogeneidad/heterogeneidad del parénquima testicular

Diametro de los tabulos seminiferos (micrémetros)

Presencia/ausencia de luz tubular y fibrosis peritubular

Tipos de células germinales presentes asi como su valoracion de la disminucion o

ausencia de éstas

Cese de la espermatogénesis y estadio

Presencia y caracteristicas de las células de Sertoli (normal, disminuidas, ausentes,

morfologia alterada)
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Hialinizacion de los tubulos seminiferos

Células de Leydig (normal, agregadas en micronodulos, aplasia)

Otras alteraciones como presencia/ausencia de algun tipo de células inflamatorias,

microlitiasis, tabulos disgenésicos, etc.

Tabla 6: Caracteristicas histoldgicas evaluadas.

En segundo lugar se realizé una evaluacion histologica cuantitativa. Los resultados se
compararon con los testiculos una poblacion control compuesta por 4 caballos de
edades comprendidas entre los 4 y 6 afios, sin historia de problemas relacionados con el
aparato reproductor, y castrados con la misma técnica empleada en los caballos del
experimento. Las muestras se evaluaron de acuerdo a la escala modificada de Johnsen
(Johnsen 1970, de Krester and Holstein 1976) (Figura 17). Para ello se valoraron 100

tibulos seminiferos de cada muestra de tejido testicular.

Score Histological criteria
10 Full spermatogenesis
9 Many late spermatids, disorganized epi-

theliom
Few late spermatids
No late spermatids, many early spermatids
No late spermatids, few early spermatids
No spermatids, many spermatocytes
No spermatids, few spermatocytes
Spermatogonia only
No germinal cells, Sertoli cells only
Mo seminiferous epithelium

— D e Im LA DN ] 00

Figura. 17: Escala de Johnsen modificada por de Krester y Holstein (Fuente: de Krester y
Holstein).

Para obtener la puntuacién media de dicha muestra/testiculo, el nimero de tdbulos de
una determinada puntuacion se multiplico por ésta. Luego se sumaron todos los valores

obtenidos y se dividieron por 100.
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Todo el examen anatomopatoldgico fue llevado a cabo por el mismo patélogo con el
fin de evitar la variacion inter-individual.

Las caracteristicas histolégicas no cuantificables fueron comparadas subjetivamente.
Las medias de las caracteristicas histolégicas cuantificables fueron comparadas
estadisticamente entre los caballos sometidos a hernioplastia y los caballos control
(puntuacién de acuerdo a la escala modificada de Johnsen, porcentaje de tubulos con
espermatogénesis completa y diametro tubular).

6.1 Estudio estadistico de las variables histoldgicas cuantitativas

Se calcul6 la media y la deviacion estdndar de los valores obtenidos en cada caballo y
se agruparon segun pertenecieran al grupo control o al grupo operado. Se determind la
distribucion de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las muestras fueron
contrastadas por pares mediante la prueba t para muestras independientes cuando las
variables presentaron una distribucion normal. Cuando las variables no siguieron una
distribucion normal se compararon aplicando la prueba U de Mann Whitney. El nivel de
significacion se establecio por debajo de 0,05. Todos estos datos fueron estudiados con

el programa informético SPSS 19 (IBM, Chicago IL).
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Resultados
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Resultados

1. Complicaciones intra y postoperatorias. Seguimiento durante el periodo de estudio

No hubo complicaciones destacables durante la cirugia o tras ésta. Durante el periodo

de estudio no aparecieron patologias relacionadas o no con el aparato reproductor.

No se detectaron modificaciones del tamafio y consistencia del escroto, testiculos y
cordon espermatico durante el estudio, con la excepcion del caballo nimero 5. En este
caballo se pudo apreciar a los 12 meses un incremento de la consistencia del

parénquima testicular.

2. Laparoscopia de control a los tres meses

Las laparoscopias de control tres meses después de la hernioplastia no mostraron
ninguna alteracion destacable. Los anillos inguinales estaban correctamente obliterados
y el defecto peritoneal de la pared abdominal estaba correctamente epitelizado. No se
aprecié fibrosis o excesiva compresion del colgajo peritoneal sobre el corddn

espermatico

Cierre perfecto del anillo inguinal en el caballo n2 3, tres meses después de la hernioplastia
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3. Resultados del analisis del semen

En esta parte del estudio se excluyo el caballo n° 5 ya que el examen ecogréafico del
flujo sanguineo mostro diferencias significativas con el resto de caballos (los detalles se

muestran en la siguiente seccion).

La hernioplastia laparoscépica en la estacion mediante colgajo peritoneal no produjo
variaciones significativas en ninguna de las variables estudiadas a lo largo de un afio

(DSO, MOT, PMOT, VCL, VSL y VAP) (tabla 7).

Tiempo
Parametro T0 T3 T6 T12
DSO

(espermatozoideSX106) 3560+1070 4788+3504 4323+2224 3798+1542
MOT (%) 64.42+23.32 | 68.22+15.55 | 64.92+17.55 | 67.95+13.90
PMOT (%) 44.37+17.32 | 50.78+11.80 | 44.38+16.40 | 52.53+16.26
VSL (pm/s) 41.66+8.6 | 46.76+7.95 | 47.50+13.00 | 51.63+12.86
VCL (um/s) 83.17£14.39 | 90.80+£13.99 | 90.45+17.72 | 97.60+17.11
VAP (um/s) 56.83+12.86 | 63.54+10.65 | 65.25+17.23 | 68.06+13.73

Tabla 7: Valores medios y desviacion estandar del analisis seminal a lo largo del estudio. No hay
diferencias significativas (el caballo numero 5 no esta incluido).

4. Resultados del estudio del flujo testicular

En esta parte del estudio se incluyeron todos los caballos menos el nimero 5. En el
caballo nimero 5 se detectd varicocele e hidrocele a los 12 meses, ademéas de
diferencias significativas en TO de todos los parametros estudiados respecto al resto de
caballos (Figura 26).

La PSV aumento significativamente en la porcion tortuosa de la arteria testicular de

todos los caballos en cada medicion tras la cirugia (T3, T6, T12). La EDV aumento
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significativamente en T3y T6 respecto a TO, aunque entre TO y T12 no hubo diferencias

significativas. LA TAMV aument6é de forma significativa en cada medicion tras la

cirugia (tabla 8).

Porcion IP IR PSV (cm/s) | EDV (cm/s) | TAMV
tortuosa (cm/s)
TO 2.13+0.14 [ 0.77#0.01 |26.03%+0.85 | 5.72°+0.29 | 10.47+0.40
T3 2.38+0.15 | 0.76+0.01 |29.15°+0.91 | 6.97°+0.31 | 11.68"+0.43
T6 2.44+0.15 |0.78+0.01 |30.66°+0.92 | 6.54°+0.31 | 11.64"+0.43
T12 2.06x0.14 [ 0.77#0.01 |29.11°+0.84 | 6.25+0.29 | 11.30°+0.40

Tabla 8: Los superindices “a” y “b” indican valores con diferencias significativas. Medias y desviaciones
estandar medidas en la porcion tortuosa de la arteria testicular.
La PSV, EDV y TAMV aumentaron significativamente en la porcién marginal de la

arteria testicular en T12 respecto a TO (tabla 9).
El IR disminuyd de manera progresiva en la porcion marginal de la arteria testicular en
T12 respecto a TO de manera significativa. La IP disminuyd de forma significativa en

T12 respecto a TO (tabla 9).

Porcion IP IR PSV (cm/s) | EDV (cm/s) | TAMV
marginal (cm/s)

TO 1.20%£0.05 | 0.65°+0.08 | 16.38°+0.66 | 5.45°+0.28 | 8.69°+0.37
T3 1.23+0.05 | 0.64+0.09 | 19.13°+0.65 | 6.88°+0.28 | 10.59°+0.37
T6 1.17#0.05 | 0.63+0.07 |17.18+0.68 |[6.24°+0.29 |9.49+0.38
T12 1.11°+0.05 |0.61°+0.08 |18.84°+0.68 | 6.77°+0.29 | 10.40°+0.39

Tabla 9: Los superindices “a” y “b” indican valores con diferencias significativas. Medias y desviaciones
estandar medidas en la porcion marginal de la arteria testicular.

El caballo n°® 5 mostr6 valores de la PSV, IR e IP en TO mayores que el resto de

sementales. Ademas, todos los pardmetros estudiados (PSV, EDV, TAMV, IR e IP)
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aumentaron significativamente en la porcion marginal de la arteria testicular en T12

respecto a TO (tabla 10).

P IR PSV (cm/s) EDV (cm/s) TAMV (cm/s)

Otros | N25 | Otros | N25 | Otros Ne5 Otros | N95 | Otros Ne5

TO | 1.26 | 1.78°| 0.67° | 0.77° | 16.38° | 20.02° | 5.45° | 4.6° | 8.69° | 8.6°
T12 | 1.16 | 1.95° | 0.64° | 0.81° | 18.84° | 35.55" | 6.77° | 6.72° | 10.40° | 14.87°

Tabla 10: Los superindices

“un
a

desviaciones estandar medidas en la porcién marginal de la arteria testicular.

-~

Figura 26: Presencia de varicocele (imagenes superiores, distension de las venas del plexo
pampiniforme) e hidrocele (imagenes inferiores) en el caballo n2 5.

y “b” indican valores con diferencias significativas. Medias y
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5. Resultados del estudio anatomopatoldgico
En esta parte del estudio se incluyeron las muestras de los caballos operados (n° 1, 2, 3,

4y 6) y las de un grupo control (10 y 7 testiculos respectivamente).

Destacar en primer lugar que los especimenes de los diferentes tejidos analizados
(testiculo, red pampiniforme y epididimo) mostraron un aspecto homogéneo, no
encontrandose diferencias significativas entre los caballos del grupo operado y los
incluidos en el grupo control. En ninguno de los testiculos de los caballos tratados
quirdrgicamente se observo fibrosis peritubular ni hialinizacion de los tabulos

seminiferos (Figuras 27 y 28).

La modificacion més generalizada a nivel testicular correspondio a las alteraciones
vasculares apreciadas en todas las muestras del grupo operado (10/10), siendo estas
alteraciones moderados fendmenos de congestion vascular y edema intersticial. Estos
cambios también se describieron en los dos testiculos de un animal incluido en el grupo

control.

Aungue la imagen de la mayoria de las células intersticiales (células de Leydig)
pertenecientes a los testiculos de los animales del grupo operado fue similar a la
apreciada en los testiculos de los caballos del grupo control, siendo esta imagen
compatible con la normalidad (Figura 28), destaca la presencia de ocasionales
micronddulos en tres muestras de testiculo de animales del grupo control y la tendencia
a la vacuolizacion del citoplasma de estas células en uno de ellos. Estas variaciones
también se identificaron en las muestras pertenecientes a animales del grupo operado.

Concretamente, los micronddulos se apreciaron en secciones de testiculo de tres
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animales, mientras que la vacuolizacion de las células intersticiales fue ligeramente

superior, afectando a los testiculos de cuatro individuos (Figura 29).

La media y la desviacion estandar del diametro de los tdbulos seminiferos fue de
2304+34pm para el grupo control y de 186+10um para el grupo de caballos operados.
Esta diferencia fue significativa (p=0.002). La espermatogénesis sélo cesd en un
testiculo perteneciente a un animal del grupo operado, siendo el porcentaje de tabulos
seminiferos en los que se observd espermatogénesis completa de 24.85+14.31 para el
grupo control y de 14.1+9.68 para el grupo operado, no existiendo diferencias

significativas entre dichos porcentajes (p=0.083).

En lo referente a las células de Sertoli, al comparar las muestras pertenecientes a ambos
grupos, no se detectaron variaciones destacables ni a nivel numérico ni a nivel de sus

caracteristicas morfoldgicas.

Otros cambios no relevantes identificados en las secciones de testiculo de caballos del
grupo operado fueron la aparicion de ocasionales areas de hemorragia (Figura 30), las
cuales se visualizaron en dos testiculos de dos animales diferentes, y un foco puntual de
inflamacidn cronica apreciado en un Unico testiculo. Este mismo 6rgano mostrd rotura
de algunos tubulos seminiferos con pérdida de células germinales hacia el estroma. En
tan solo un animal perteneciente al grupo control se distinguen ocasionales focos de

necrosis de tlbulos seminiferos en ambos testiculos.
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En cuanto a la puntuacion media y a la desviacion estandar de los testiculos valorados
segun la escala modificada de Johnsen, ésta fue de 7.22+0.17 para el grupo control y de
7.13+0.19 para el grupo operado. La diferencia no fue significativa (p=0.31).
Al valorar la red pampiniforme de los animales del grupo control, solo en los dos
testiculos pertenecientes a un animal de dicho grupo se evidencia cierto grado de
congestion vascular y edema intersticial. Esta alteracion vascular se hace més patente y
generalizada en dicha estructura en los caballos del grupo operado. Destacar la
presencia en uno de estos animales de varios focos de perivasculitis linfocitaria en la red
pampiniforme de ambos testiculos (Figura 31).

La normalidad en el aspecto del epididimo de los animales del grupo control es la
imagen més habitual, salvo en uno de los caballos incluidos en dicho grupo en el que se
distingue nuevamente un proceso de congestion y edema. Congestion y edema que
también se han descrito en los testiculos y en ambas redes pampiniformes de este
mismo animal. Estos cambios vasculares se identificaron en ocho de las diez muestras

pertenecientes a los animales del grupo operado (Figura 32)

Figura 27: Ausencia de fibrosis del parénquima testicular. Tincién Van Gieson.
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1.

Figura 28: Carencia de hialinizacién de los tubulos seminiferos. Dichas estructuras asi como las células
intersticiales (células de Leydig) muestran una clara imagen de normalidad. Tincién Acido Peryédico
de Schiff (PAS).

Figura 29: Cierta congestion vascular acompafiada con degeneracién vacuolar de células intersticiales en
uno de los caballos operados (células de Leydig) (flecha). Tincién Hematoxilina-Eosina.
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Figura 30: Presencia de varias areas hemorragicas moderadamente extensas. Tincién Hematoxilina-
Eosina

Figura 31: Foco de inflamacidn perivascular en red pampiniforme. Los linfocitos constituyen el
componente celular principal de dicho foco de inflamacién.

Tincion Hematoxilina-Eosina.
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2.

Figura 32: Seccidon de epididimo en el que se aprecia congestion vascular y edema intersticial. Las luces
del conducto evidencian una destacada concentracion de espermatozoides. Tincion Hematoxilina-Eosina.
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Discusion
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Discusion

Con la excepcion de los dos caballos que pudieron sufrir atrofia testicular, ninguna de
las técnicas laparoscépicas de hernioplastia publicadas hasta la fecha describe la
aparicion de efectos adversos relacionados con la reproduccién. En otras especies
animales y en el hombre, si que estan descritos tras la realizacion de hernioplastia
mediante diferentes técnicas. En general, los efectos negativos suelen ser mas
acentuados cuando se usan mallas protésicas, aunque también se puede producir
obstruccion del conducto deferente y disminucion del flujo sanguineo testicular cuando
no se emplean (Fitzgibbons et al. 1994, Uzzo et al. 1999, Peiper et al 2005, Peiper et al.

2006).

La hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo peritoneal es una de las
técnicas mas recientemente desarrolladas en équidos que evita la aparicion y/o
recurrencia de la hernia inguinal y preservan los testiculos. Sin embargo, como se ha
mencionado en el parrafo anterior, se han descrito dos casos de sementales que fueron
sometidos a esta técnica y en los que se observaron atrofia testicular bilateral de acuerdo
a sus propietarios. Los autores de ésta técnica no pudieron examinar dichos caballos
para confirmar dicho hallazgo (Wilderjans et al. 2012). A pesar de esto, si se acepta el
hecho de que los caballos sufrieron atrofia testicular, seria dificil determinar la causa o
conjunto especifico de causas. Todos los caballos incluidos en el estudio de Wilderjans
y col. fueron operados porque habian padecido hernia inguinal, por lo que la propia
hernia, la duracion de ésta hasta su reduccion, el tratamiento y la recurrencia en algunos
casos pudieron haber contribuido a la aparicion de la atrofia testicular (Peiper et al.
2005, Metcalf 2012, Schumacher 2012). Por lo tanto, con el fin de determinar si la
técnica puede ser empleada de manera preventiva sin efectos adversos se utilizaron

sementales sanos y sin historia previa de hernia inguinal en el presente estudio.
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En el hombre la incidencia de infertilidad derivada de la hernioplastia, y en concreto
tras producirse atrofia testicular, es baja (0.6-1%) y no hay diferencias significativas
entre las distintas técnicas y abordajes (Schmedt et al. 2005, Shin et al. 2005, Simons et
al. 2009, Hallén et al. 2012). Las causas mas comunes por las que se produce atrofia
testicular son una diseccién masiva del saco herniario, dafio sobre el cordon espermatico
durante la cirugia, seccidn accidental de la arteria cremastérica, compresion excesiva
sobre el corddn espermético y una obliteracion excesiva del anillo inguinal (Wantz
1986, Reid y Devlin 1994, Shin et al. 2005, Simons et al. 2009). La obstruccion del
conducto deferente tras la hernioplastia también puede causar infertilidad
(oligospermia/azoospermia), con una prevalencia que oscila entre el 0.3 y el 7.2%. Las
causas mas comunes son el dafio iatrogénico durante la cirugia, el compromiso vascular
y la compresion sobre el conducto deferente (Sheynkin et al. 1998, Di Vita et al. 2000,
Shin et al. 2005). En cualquier caso, todas estas complicaciones no estan relacionadas
especificamente con la técnica o abordaje elegido, sino con la mera manipulacién

quirdrgica.

Basandose en la informacion ofrecida por Wilderjans y col. (atrofia testicular), en los
estudios en otras especies animales y en el hombre se puede especular sobre los posibles
mecanismos fisiopatologicos que podrian afectar la funcionalidad reproductiva en
caballos sometidos a hernioplastia laparoscépica en la estacion mediante colgajo
peritoneal. El dafio sobre el cordon espermatico, incluyendo el conducto deferente,
durante la cirugia no es probable. A diferencia con el hombre, los caballos adultos
padecen hernias inguinales indirectas, por lo que no es necesario realizar diseccion
alguna del saco herniario (que es la propia tunica vaginal) o del anillo herniario (que es
el anillo inguinal). Ademas el colgajo de peritoneo se diseca del tercio craneo-lateral del

anillo inguinal por lo que existe una separacion clara entre esta zona y el corddn
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espermatico (Figura 21). Otro mecanismo que podria ser considerado es la compresién
producida por el colgajo peritoneal sobre el cordon espermatico, que hipotéticamente
podria producir una disminucion del flujo sanguineo arterial o del retorno venoso. La
reduccion del flujo arterial produce atrofia testicular y disminucion de la DSO (Love et
al. 1991, Kay et al. 1992, Pinggera et al. 2008). Por otra parte, la reduccion del retorno
Venoso se asocia con estasis venoso, hidrocele y varicocele que a su vez pueden alterar
el intercambio de nutrientes y oxigeno y los mecanismos de termorregulacién del
testiculo. La variacion patologica de la temperatura de los testiculos, y en especial la
elevacion, afectan negativamente la espermatogénesis. Cuando esta situacion se
prolonga en el tiempo, se puede llegar a producir degeneracion testicular, reduccién de
la DSO, disminucién de la calidad seminal y finalmente atrofia testicular (Watson et al.
1994, Blanchard et al. 2000, Turner 2007). Por altimo, la constriccion del conducto
deferente podria reducir la DSO, aunque en el hombre y otras especies animales se ha
relacionado principalmente con el uso de mallas (Di Vita et al. 2000, Ridgway et al.

2002, Shin et al. 2005).

1. Complicaciones intra y post operatorias de las hernioplastias y de las laparoscopias

de seguimiento:

Como se ha mencionado en la seccion de resultados no hubo ninguna complicacion
destacable. En todos los caballos incluidos en este estudio se pudo realizar la cirugia
con éxito. Al igual que en la descripcién de la técnica por Wilderjans y col. durante la
cirugia hubo sangrado del colgajo y en ocasiones se rompid. Sin embargo, no es un
hecho excepcional que haya cierto grado de sangrado, ya que tras el peritoneo se

encuentra grasa retroperitoneal en intimo contacto y en ningin caso fue lo
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suficientemente importante como para dificultar la vision del campo quirdrgico. En
cuanto a la rotura del colgajo, ésta no tuvo ninguna consecuencia en el resultado final ya
que en todos los casos el anillo aparecié perfectamente cerrado en la laparoscopia de
control a pesar de que el colgajo se rompiera durante la diseccion. Quiza el hecho de
que se trate de un colgajo pediculado y de recibir cierta vascularizacion propicio el que

los desgarros causados durante la diseccidn se repararan.

El mayor contratiempo durante la cirugia fue debido al caracter de los caballos.
Algunos de los caballos usados no tenian mucho manejo lo que dificultd y alargo
algunas de las cirugias. Tanto en éste como en otros procedimientos quirdrgicos en la
estacion es esencial la cooperacion del paciente, ya que la sedacion y la anestesia local
pueden no ser suficiente. Por lo tanto se debe seleccionar cuidadosamente el tipo de

pacientes que se pueden operar mediante técnicas en la estacion.

2. Estudio del analisis del semen

La hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo peritoneal no afecté a la
calidad del semen un afio después de la cirugia (evaluada a partir de la determinacion de

la DSO, MOT, PMOT, VSL, VCL and VAP).

Para este estudio se eligieron la DSO y las caracteristicas cinematicas de los
espermatozoides porgue son los principales parametros del espermiograma. En estudios
previos se ha demostrado que dichos parametros estan relacionados con la calidad
seminal e incluso de manera indirecta con la fertilidad (Jasko et al. 1992, De Geyter et

al. 1998, Sieme 2009, Baumber-Skaife 2011).
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Otra razén para estudiar la DSO es que esta directamente relacionada con la masa de
parénquima testicular funcional (Love et al. 1991). Sin embargo, conviene recordar que
la DSO varia de forma fisioldgica con factores tales como la edad, la estacion del afio, la
frecuencia de eyaculacion, la temperatura ambiente y la dieta entre otros (Squires y
Pickett 2011). El disefio de este estudio tuvo en cuenta dichos factores y se plane con
el fin de reconocerlos y evitar su influencia en la medida de lo posible. La edad de los
caballos incluidos vari6 entre los 4 y los 12 afios, aungue en este rango de edad la DSO
suele permanecer bastante estable (Amann et al. 1979, Johnson y Neves 1981, Johnson
y Thompson 1983, Johnson et al. 1991). La estacionalidad tiene una gran influencia en
la DSO. Como se puede observar en los resultados la DSO aumento, aunque no de
forma significativa, en T3 y T6 en comparacion con TO y T12. Este incremento era
esperado ya que T3 y T6 correspondieron con la temporada de reproduccion. Por este
motivo, el seguimiento durante un afio elimino el efecto estacional (Pickett et al. 1976,
Love et al. 1991, Rodriguez Martinez 1992, Johnson et al. 2008). Finalmente, los
caballos empleados en el estudio permanecieron todo el tiempo en nuestras
instalaciones por lo que los factores ambientales, dietéticos y de manejo fueron

similares para todos ellos.

El caballo nimero 5, que habia sufrido una hernia inguinal crénica antes del estudio, se
incluyd inicialmente en este estudio, ya que el lado afectado habia sido castrado y el
anillo inguinal cerrado. De acuerdo a la historia clinica, al examen fisico y
laparoscaépico, y los datos del espermiograma previos al estudio, se trataba de un animal
sano desde el punto de vista reproductivo. Sin embargo, conforme el estudio progresé y
se empezaron a obtener y comparar los datos del flujo sanguineo testicular, se constato

que ya existian diferencias de perfusion testicular con el resto de los caballos desde
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antes de la cirugia. Ademas, en el examen fisico a los 12 meses tras la cirugia se detecto

un aumento de la consistencia en el testiculo.

3. Estudio del flujo sanguineo testicular:

En general no existen muchos estudios en equinos en los que se haya usado la ecografia
Doppler pulsada como método diagnéstico en problemas de infertilidad (Pozor y
McDonnell 2004, Boyd 2006, Pozor 2007, Pozor et al. 2011). De hecho ésta es la
primera vez que se emplea esta técnica para detectar alteraciones del flujo sanguineo
testicular relacionadas con una técnica quirurgica como la hernioplastia inguinal (en
concreto con la hernioplastia laparoscépica en la estacion mediante colgajo peritoneal).

Como se ha comentado con anterioridad en la revision bibliogréfica, el flujo sanguineo
testicular puede estar influenciado por ciertos factores fisioldgicos. En el hombre, los
individuos adultos presentan valores del IR en la arteria testicular menores (0.5-0.7) que
en individuos pre-puberales (0.87), lo que indica una mayor vascularizacién del
testiculo en adultos (Middleton et al. 1989, Barder et al. 1997, Oyen 2002, Dudea et al.
2010). En sementales, s6lo se han podido detectar cambios significativos en el flujo
sanguineo del testiculo entre caballos menores y mayores de 16 afios, en los que la EDV
disminuyd y el IR aumentd, y que podria estar relacionado con la senectud y la
consiguiente fibrosis de los tejidos (Pozor y McDonnell 2004). Por tanto, la edad de los
caballos empleados en este estudio no deberia haber influido a los resultados. El otro
factor fisiologico descrito que podria haber tenido influencia en el presente estudio es la
estacionalidad. Anteriormente se ha podido comprobar que la PSV, el flujo sanguineo
de la arteria testicular y su relacién con la masa de parénquima testicular aumentan de

forma significativa durante la estacion reproductiva, llegandose incluso a sugerir que la
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variacion en el flujo sanguineo podria ser la responsable Gltima de los cambios de la
produccidn espermatica durante la época reproductiva (Boyd 2006, Pozor 2007). Para
confirmar esta idea, se ha demostrado que un agente reoldgico como la pentoxifilina
(que mejora la vascularizacion a nivel del lecho capilar) retrasa los cambios estacionales
gue se producen en la vascularizacion de testiculos de caballos miniatura (Pozor et al.
2011). Una vez mas, el periodo de seguimiento de un afio usado en el presente estudio

permitio controlar dicho efecto.

Durante este estudio se detectdé un aumento significativo, tanto en la porcién tortuosa
como en la marginal de la PSV tras la cirugia. Un aumento de la PSV suele estar
relacionada lo general con procesos patoldgicos agudos y de tipo inflamatorio, debido a
un incremento en el flujo sanguineo. En el hombre este parametro se encuentra
aumentado en casos de orquitis, orquitis isquémica y varicocele patoldgico. En caballos
con varicocele también se ha encontrado una cierta tendencia hacia el incremento de la
PSV (Pozor y Mcdonnell 2004). Sin embargo, en los caballos de este estudio no se
detectaron signos clinicos relacionados con orquitis, varicocele u otras patologias del
aparato reproductor durante el afio posterior a la cirugia. Es mas, estos sementales
mostraron un ligero incremento no significativo de la produccién espermatica durante
un afo tras la cirugia. Otro factor a tener en cuenta que podria elevar la PSV es cierto

grado de oclusion venosa y/o arterial debido al colgajo.

Tanto en la porcion marginal como en la tortuosa de la arteria testicular se observo un
aumento significativo de la EDV en T12, aunque dicho pardmetro no es excesivamente
fiable y ademas, hasta la fecha, no se ha encontrado una correlacion especifica con la
fertilidad (Conchard et al. 2000, Biagiotti et al. 2002, Pinggera et al. 2008). La TAMV
corresponde con la velocidad maxima en cada momento durante el ciclo cardiaco, por lo

que si laPSV y la EDV estan elevadas es l6gico que la TAMYV también lo esté en T12.
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En cuanto a la medicion en las distintas localizaciones anatémicas cabe destacar que las
mediciones en la porcién marginal de la arteria testicular son mas fiables y precisas que
en la porcién tortuosa (Pozor y Mcdonnell 2004). La porcién marginal es recta y mas
facil de localizar, por lo que es mas facil realizar y repetir las mediciones en las mismas
condiciones y obtener resultados méas consistentes. El angulo Doppler o de insonacién
es un factor que tiene una influencia muy importante a la hora de calcular las distintas
velocidades del flujo sanguineo ya que el valor de éstas se obtienen de una formula que
incluye el coseno de dicho angulo. Dicho &ngulo es fécil de mantener constante en
vasos relativamente rectos, como por ejemplo en la arteria car6tida. Sin embargo, no
ocurre lo mismo con la arteria testicular, cuya porcion en el cordon espermatico es
extremadamente tortuosa, por lo que mantener el mismo &ngulo, incluso en el mismo
caballo, resulta dificil (Ghinter 2004, Pozor y Mcdonnell 2004). Con el fin de evitar el
efecto del angulo de insonacion, se emplean los indices Doppler, que son cocientes
derivados de las velocidades. Al ser cocientes de las velocidades, el angulo desaparece
de esa relacion, y por tanto no influye en el valor de dicho indice. Otra ventaja adicional
que presentan es que son indicadores mas precisos del flujo sanguineo arterial (Pozor y

McDonnell 2004).

En este trabajo se detectd una disminucion progresiva y significativa del IR e IP en la
porcion marginal de la arteria testicular a los 12 meses tras la cirugia con respecto a TO.
En casos de obstruccion arterial aguda (Bude et al. 1995), inflamacién aguda (Dudea et
al. 2010), hiperemia y azoospermia no obstructiva en el hombre (Pinggera et al. 2008)
se produce una disminucion del IR. Pero como se ha mencionado anteriormente no se
detectaron signos clinicos, ni ecograficos compatibles con la presencia de patologia

testicular alguna y la DSO permanecio estable.
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Las hipotesis para explicar el aumento de la PSV y disminucion del IR e IP en este
estudio son dos. En primer lugar, el colgajo pudo crear cierta compresion sobre el
cordon espermatico. La compresion parcial de la arteria testicular y la disminucién
correspondiente del diametro de esta pudo llevar a un incremento de la velocidad del
flujo para mantener en volumen perfundido al testiculo. La compresion afectd también
al retorno venoso. La venas, en comparacion con las arterias, tienen una pared mucho
mas fina y elastica por lo que el grado de oclusién sobre éstas pudo ser mayor. Dicho
efecto se reflejé en un aumento en la EDV que fue de mayor extension que la PSV. Esa
mayor diferencia se vio reflejada en unos menores IP e IR. En segundo lugar, los
caballos de este estudio, a pesar de ser enteros, no se habian empleado como
reproductores, ni habian estado en contacto con yeguas anteriormente. Al someterlos a
una recogida regular y relativamente mas intensa de semen, se produjo un aumento de la
demanda funcional del tejido testicular, lo que llevé a un aumento de la vascularizacién
(Paltiel et al. 1994). Se ha observado también que cambios en la estructura social y el
contacto con yeguas afecta la funcion testicular y por tanto a su perfusion en

sementales. (Mcdonnell 2000).

El caballo n® 5 padecio antes del estudio una hernia unilateral no estrangulada y
reducible del lado derecho, por lo que fue castrado de ese lado un afio y medio antes de
incluirse inicilamente en el presente estudio. De acuerdo con su historial, el caballo no
habia mostrado ninguna patologia relacionada con el testiculo izquierdo, al menos en
los tres afios anteriores. En el momento del estudio el caballo tenia 12 afios. El examen
ecogréafico correspondiente a TO mostré que tanto las velocidades del flujo sanguineo
como los indices Doppler estaban elevados en comparacion con los otros caballos,
aunque no de manera significativa. A pesar de estos hallazgos, se decidié continuar

estudiando la vascularizacion del testiculo en este caballo, aunque sus resultados no se
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incluyeron con las medias del resto de los caballos. El objetivo fue obtener datos de un
caballo que habia padecido hernia inguinal y en el que se habia tenido la oportunidad de
estudiar su semen y el flujo sanguineo testicular antes de realizar la hernioplastia, hecho

improbable cuando se trata de caballos adultos con hernias inguinal agudas.

Al final del estudio (T12) los valores de las velocidades e indices Doppler estaban
significativamente aumentados comparados con TO. Ademas, se pudo detectar la
presencia de varicocele e hidrocele. Ninguno de los otros caballos mostraron esos
signos clinicos, por lo que no creemos que la hernioplastia fuera la Gnica responsable de
estos hallazgos. Se puede especular con tres causas: 1) la hernia crénica del lado
derecho pudo haber producido alteraciones de la termorregulacién o haber expuesto el
testiculo izquierdo a temperaturas por encima de lo normal durante un periodo
prolongado (Metcalf 2007, Schumacher 2012). La elevacién de la temperatura del
testiculo de forma prolongada puede producir alteraciones importantes como
degeneracion del parénquima testicular que queda reflejada en un incremento de los
valores de PSV e IR (Watson et al. 1994, Blanchard et al. 2000, Turner 2007); 2) el
caballo pudo haber sufrido también hernia inguinal en el lado izquierdo en algun
momento, que se resolvié de forma espontanea. La presion ejercida por las visceras
herniadas sobre el cordon espermatico pudo haber dafiado los vasos de dicha estructura.
La hernioplastia pudo haber producido cierto grado de constriccion sobre unos vasos ya
dafados lo que llevd a un aumento del IR y la aparicion de varicocele; y 3) una
combinacion de ambos. Por tanto se puede especular que, aunque en caballos sanos la
hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo peritoneal no afecta
draticamente al flujo sanguineo testicular, en caballos que han sufrido hernia inguinal

podria incrementarse el riesgo a padecer cierto dafio vascular tras la cirugia.
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Por tanto le hernioplastia laparoscépica en la estacién mediante colgajo peritoneal tuvo
efectos en la vascularizacion de los sementales sanos un afio tras la cirugia. Sin embargo

son necesarios mas estudios largo plazo para saber si dichos efectos son negativos.

4. Estudio anatomopatoldgico:

La hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo peritoneal produjo
cambios microscépicos leves en el parénquima testicular, el plexo pampiniforme y

epididimo un afio mas tarde, no mostrando modificaciones macroscépicas destacables.

El diametro de los tubulos seminiferos disminuy6 significativamente en los testiculos
de los caballos que fueron operados. El tubulo seminifero consiste en un epitelio
estratificado complejo acompariado de su correspondiente membrana basal, y en torno a
ésta se sitla la lamina propia. Dicho epitelio estd compuesto por células germinales y
células de Sertoli. La lamina propia esta formada por células mioides, fibroblastos,
laminina y otros componentes no celulares que forman la matriz extracelular. El tejido
conectivo entre los tdbulos incluye a las celulas de Leydig (Ross et al. 1995). En
general, la reduccion del diametro de los tdbulos seminiferos estd relacionada
principalmente con una diminucion en el nimero de células germinales, ya que éstas
son las celulas del testiculo mas sensibles a alteraciones tales como la hipertermia
(fiebre), la oclusion de los vasos sanguineos o la exposicion a sustancias toxicas. El
envejecimiento también tiene un efecto similar (Jones 1997, Morales et al. 2004, Moffit
et al. 2007). La disminucion del numero de células germinales y por tanto del diametro
del tubulo seminifero se manifiesta habitualmente como atrofia testicular, reduccion del
grado de espermatogénesis de acuerdo a la escala de Johnsen y de la produccién de

espermatozoides (Markey et al. 1994, Ross 1995, Jones 1997). Como se viene
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mencionado a lo largo de la discusidn, las hernias inguinales, su duracién hasta que son
reducidas, la recurrencia de éstas, la terapia aplicada o una combinacion de estos
factores pueden producir atrofia testicular (Peiper et al. 2006, Metcalf 2007,
Schumacher 2012), por lo que para detectar los posibles efectos adversos derivados de

la cirugia se emplearon animales sanos sin historia previa de hernia inguinal.

Basandose en los estudios en otras especies animales y en el hombre, en la descripcion
de la técnica de hernioplastia en caballos publicada por Wilderjans y col. en el afio 2012
y en los resultados del presente estudio, se puede especular que la compresion causada
por el colgajo peritoneal sobre el cordon espermético fue la responsable de la
disminucion del diametro de los tibulos seminiferos. Tedricamente, dicha compresion
pudo haber alterado el flujo sanguineo arterial y/o el retorno venoso. Como se ha
demostrado con anterioridad, la reduccion del flujo arterial al testiculo estd asociada a
una reduccion de la masa testicular y por tanto del recuento de espermatozoides en el
eyaculado (Love et al. 1991, Kay et al 1992, Pinggera et al 2008). Los hallazgos de
nuestro estudio se pueden comparar con dos modelos experimentales de oclusion de la
arteria testicular. En el primero, se ocluyé completamente la arteria testicular en un
grupo de ratas. Los cambios histoldgicos observados fueron mucho méas marcados y
avanzados comparados con los vistos en nuestro estudio. A las 24 horas se pudo
apreciar exfoliacion de espermatidas y espermatocitos en el lumen tubular, edema
marcado del parénquima testicular y vacuolizacion de las células de Sertoli. A los siete
dias se produjo necrosis tubular. Dos semanas mas tarde las células de Leydig
mostraron signos de degeneracion. Tras siete meses, el parénquima testicular presentd
una fibrosis marcada e infiltracion de leve a moderada de células plasmaticas (Jones
1997). En el segundo estudio, se mostraron los efectos de diferentes grados de oclusion

arterial, de leve a completa, sobre el parénquima testicular en un grupo de carneros. Las
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conclusiones mas importantes fueron que la magnitud del dafio sobre el parénquima
testicular se relacion6 con el grado de oclusion, siendo el dafio fue focal y no difuso y
gue cuanto mayor era el dafio observado en los tabulos mayor infiltracién de células
inflamatorias habia. También se comprob6 que era necesario un determinado grado de
oclusion para producir dafios detectables en el parénquima testicular y alterar la propia
espermatogénesis (Markey et al. 1994). Por otra parte, la disminucion del retorno
venoso, producida por compresion proximal, puede resultar en un incremento de la
presion venosa del testiculo, estasis venoso, hidrocele y varicocele que pueden conducir
a hipoxia del tejido testicular, una disminucion del aporte de nutrientes y/o alteracion de
los mecanismos de termorregulacion (Porter et al. 2006, Reyes et al. 2012). El
incremento de la presidn venosa en el testiculo desencadena una serie de mecanismos,
tanto fisioldgicos como patoldgicos, cuyo fin es mantener la presion intra-testicular
constante. Por un lado se produce derivacion arterio-arterial y por otro reflujo de la
sangre en las arterias, con lo que la sangre oxigenada no alcanza el lecho capilar
(microcirculacion) (Sweeney at al. 1995, Artyukhin 2007). Todo esto lleva a un estado
de hipoxia-isquemia que afecta a todos los componentes celulares del testiculo

empezando por las células germinales (Gat et al. 2005).

Ademas de la reduccion del didametro tubular, se observaron fendmenos de congestion
vascular y edema intersticial, tanto en el parénquima testicular, en la red pampiniforme
y en el epididimo que fueron mas acentuados en los caballos operados que en los
caballos del grupo control, e incluso en uno de ellos habia infiltracion linfocitaria, signo
de cronicidad. Ademas de producir hipoxia y alteraciones en la termorregulacion, el
liquido que forma el edema puede contener ciertas proteinas, mediadores quimicos o
incluso radicales libres que suprimen el proceso de diferenciacion de la

espermatogénesis o inducen la apoptosis de las espermatogonias (Lysiak et al. 2002,
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Porter et al. 2006). Otros efectos del edema testicular pueden ser debidos a los cambios
en la presion oncoética e hidrostatica que podrian alterar el transporte paracrino de
hormonas o el intercambio de fluidos a nivel del lecho capilar, necesarios para una
correcta espermatogénesis, como por ejemplo la testosterona (Naughton et al 2001,
Roser et al. 2011). Finalmente el edema también altera el suministro de nutrientes y
energia entre los capilares vasculares, situados en el tejido conectivo intertubular, y los
tubulos seminiferos (Hsu et al. 1995). Las células germinales de los tdbulos seminiferos
tienen una tasa metabdlica muy elevada por lo que son muy susceptibles a variaciones
leves del aporte de nutrientes y oxigeno. De hecho, algunos autores han postulado que
la disminucién del didmetro tubular asociada al aumento de la edad se debe a un
aumento de la deposicion de matriz extracelular en la tunica propia del epitelio
seminifero, lo que dificulta el aporte de nutrientes y produce una pérdida de células
germinales (Bustos-Obregon 1976, Paniagua et al. 1987). En las muestras de los
caballos del grupo control también se observd congestion vascular y edema, aunque en
menor grado. Este hallazgo se podria explicar por el método de hemostasia empleado
antes de seccionar el cordon espermatico. El corddn espermatico se secciond en todos
los casos mediante un sellador vascular electrotérmico bipolar (Ligasure Atlas™).
Dicho instrumento consiste en una pinza que sella una seccién de 22 mm de grosor.
Tras el sellado una cuchilla corta por el medio, por lo que ni hay hemorragia (lado
proximal) ni se extravasa la sangre que permanece en el testiculo extirpado. Si se
compara por ejemplo con el uso de emasculadores tipo Sand, Reimer o Serra, los vasos
del lado del testiculo quedan sin emascular o sellar por lo que al cortar el cordén

espermatico se extravasa toda la sangre que permanece retenida en la porcion amputada.
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El ultimo hallazgo destacable fue que el porcentaje de tubulos seminiferos con
espermatozoides (espermatogénesis completa) fue menor en los caballos operados que

en los caballos del grupo control.

Estos tres hallazgos podrian ratificar la hipétesis de que el colgajo peritoneal produjo
una compresion significativa sobre el cordon espermaético (también detectado mediante
ecografia Doppler pulsada), aunque no se acompafiara de signos clinicos apreciables. Ni
el tamafio, ni la consistencia de los testiculos cambiaron cuando se evaluaron de forma
subjetiva, y los datos objetivos de la produccién espermatica permanecieron inalterados.
Por otra parte no todas las caracteristicas estudiadas mostraron diferencias entre los
grupos, y si las mostraron no fueron significativas. Asi, el valor de las biopsias
testiculares de acuerdo a la escala de Johnsen (que evalla la espermatogénesis) fue
similar entre los caballos operados y los caballos control, y aunque el porcentaje de
tubulos seminiferos con espermatogénesis completa fue menor en los caballos operados,
esta diferencia no fue significativa. Otros estudios meramente descriptivos en caballos y
burros sanos mostraron porcentajes similares (14.1% -hernioplastia-, 15.9% -caballos-,

9.9% -burros-) (Swierstra et al. 1974, Neves et al. 2002).

Por tanto, nuestra conclusion del estudio histolégico es que hubo Unicamente cierto
grado de oclusién venosa, que condujo a modificaciones histoldgicas leves que no
tuvieron un reflejo a nivel clinico en un plazo de un afio. Lo que no se puede preveer es
la evolucion de estos hallazgos, ya que de progresar la reduccién del tamafio tubular,
debida a la pérdida de células germinales, es probable que se hubiera observado una

reduccidn de la produccion espermatica y una disminucion del tamafio de los testiculos.
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Conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

La hernioplastia laparoscépica en la estacion mediante colgajo peritoneal no
afecté negativamente a la calidad seminal tras un afio de seguimiento. En
concreto, los valores de DSO, MOT, PMOT, VSL, VCL and VAP no mostraron

alteraciones significativas.

La disminucién de los IP e IR y el aumento de los pardmetros de velocidad
muestran que hubo cierta alteracion del flujo sanguineo al testiculo. Dichos
cambios se pudieron deber a la compresion del colgajo sobre el cordon
espermatico y/o al incremento de la actividad sexual de los caballos y a su

contacto con yeguas como parte del proceso de extraccion seminal.

La ecografia en modo Doppler pulsado o espectral es una herramienta Gtil para
evaluar cambios en la vascularizacion testicular tras la realizacion de cirugias
relacionadas con el aparato reproductor o para detectar de manera temprana

alteraciones vasculares de los 6rganos genitales.

La hernioplastia laparoscopica mediante colgajo peritoneal produce cambios
histologicos leves en el parénguima testicular (con disminucion del diametro de
los tubos seminiferos, congestion y edema), en el plexo pampiniforme y en el
epididimo (congestion y edema) un afio después de la cirugia. Dichos cambios
podria estar relacionados con oclusién leve del retorno venoso que no tienen
significado clinico, al menos tras un afio de seguimiento, aunque si podrian

tenerlo en caso de que progresaran con el tiempo.

La hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo peritoneal no

afecta al rendimiento reproductivo de los sementales a medio plazo (un afo),
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aunque se deberian realizar estudios a méas largo plazo para determinar

completamente su inocuidad sobre éste.
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Resumen

Objetivos: Evaluar los posibles efectos reproductivos adversos de la hernioplastia
laparoscépica en la estacion mediante colgajo peritoneal. Para ello se evaluaron la
calidad seminal, la vascularizacion testicular y las caracteristica anatomopatoldgicas de
los testiculos de un grupo de 7 caballos sin historia previa de hernia inguinal tras un afio

de seguimiento.

Disefio del estudio: Estudio experimental prospectivo.

Animales: Siete sementales sin historia previa de hernia inguinal.

Métodos: Los sementales se sometieron a hernioplastia laparoscopica en la estacion
mediante colgajo peritoneal. La calidad seminal y las caracteristicas de la
vascularizacion testicular se analizaron antes, a los 3, 6, y 12 meses después de la
hernioplastia. Las variables del semen estudiadas fueron la produccion diaria de
espermatozoides (DSO), el porcentaje total de espermatozoides moviles (MOT%), la
motilidad progresiva (PMOT %), la velocidad media en linea recta de los
espermatozoides (VSL, pm/s), velocidad curvilinea media de los espermatozoides
(VCL, um/s) y la velocidad media del trayecto recorrido por los espermatozoides (VAP,
um/s). En la arteria testicular se estudiaron el pico de velocidad sistolica (PSV, cm/s), la
velocidad al final de la diastole, justo anterior al inicio de una nueva sistole (EDV,
cm/s), la media de la velocidad maxima a lo largo de todo el ciclo sistole/diastole
(TAMV cm/s), el indice de resistencia (IR) y el indice de pulsatilidad (IP). Un afio
después de la cirugia, 5 sementales se castraron y se realizO un estudio
anatomopatologico cualitativo y cuantitativo del parénquima testicular, del corddn
espermatico y del epididimo que se compar6 con un grupo de caballos no operados y

castrados.
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Resultados: No se encontraron diferencias significativas en la calidad del semen a lo
largo de un afo de seguimiento. La PSV, EDV y TAMV aumentaron y el IR e IP
disminuyeron un afio después de la cirugia. Un caballo operado habia padecido
anteriormente una hernia crénica en el lado opuesto y se habia castrado. Al final del
periodo de estudio este caballo mostré un aumento de todas las variables vasculares
estudiadas y ademas presentd hidrocele y varicocele. Los caballos en los que se practicd
hernioplastia mostraron un afio después cambios histoldgicos leves en el parénquima
testicular (reduccion del didmetro tubular, edema y congestion venosa), epididimo y el

plexo pampiniforme (edema y congestion venosa) comparado con un grupo control.

Conclusiones: La hernioplastia laparoscopica en la estacion mediante colgajo peritoneal
no afectd negativamente a la calidad seminal durante un afio. El incremento de la PSV,
EDV y TAMV vy la disminucién del IR e IP se pudieron deber a la compresion del
colgajo sobre el corddn espermatico o a un incremento de la actividad sexual en los
caballos de este estudio. Los cambios histologicos fueron leves y no estuvieron
acompariados de signos clinicos, aunque no se puede determinar qué hubiera pasado si

se hubiera hecho un seguimiento mas prolongado.
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Summary

Objectives: Assessment of the possible impact of the standing laparoscopic peritoneal
flap hernioplasty on the seminal quality, testicular vascularization and histopathology of

7 stallions without previous history of inguinal herniation based on 1 year follow-up.

Study Design: Experimental prospective study.

Animals: Seven stallions that lacked a history of inguinal herniation.

Methods: Standing laparoscopic peritoneal flap hernioplasty was performed in seven
adult stallions that lacked a history of inguinal herniation. Semen quality and testicular
vascularization variables were assessed before surgery and after 3, 6 and 12 months.
The seminal variables included the daily sperm output (DSO), percentage of total
motility (MOT), progressive motility (PMOT), mean straight-line velocity (VSL), mean
curvilinear velocity (VCL) and average path velocity (VAP). The vascular variables
studied included peak systolic velocity (PSV), end-diastolic velocity (EDV), the time-
averaged maximum velocity (TAMV), and the derived indexes (resistive index [RI) and
pulsatility index [PI]) of the testicular artery measured in two localizations, in the
convoluted aspect and in the marginal aspect. At the end of the study, 5 stallions were
castrated. The testicles, the spermatic cords and the epididymis underwent qualitative
and quantitative histopathological examination, and the results were compared with a
group of non-operated and castrated horses.

Results: There were no significant differences in the sperm quality variables during one
year follow up. The PSV, EDV, and TAMYV increased and the RI and PI decreased one
year after the surgery. One horse with previous history of inguinal hernia on the
contralateral side (which was castrated previously) showed increase of all the testicular

vascular variables studied, hydrocele and varicocele. The horses which underwent to
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standing laparoscopic peritoneal flap hernioplasty of the inguinal rings showed mild
histological changes in the testicular parenchyma (reduction of the seminiferous tubuli
diameter, edema and congestion), epididymis and pampiniform plexus (congestion and

edema) compared with a control group after 1 year of follow-up.

Conclusions: Standing laparoscopic peritoneal flap hernioplasty of the inguinal rings
did not affect the seminal quality during 1-year follow-up. The increase of the PSV,
EDV and TAMV and the reduction of the IR and Pl may be related to the compression
of the flap over the spermatic cord or the increased sexual activity of the horses enrolled
in the study. The histological changes were mild and did not produced clinical signs,
although we are not aware if longer follow-up might have shown more advanced

changes.
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