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RESUMO

Desenvolveu-se este estudo com o intuito de verificar as associacdes entre a
forma dos testiculos, as alteracdes histologicas no parénquima testicular e a
qualidade seminal. Quarenta e dois animais, entre 30 e 36 meses de idade e
que seriam castrados para terminacao, tiveram o sémen coletado. Logo apos o
procedimento cirargico amostras de trés porgcdes (proximal, intermediaria e
distal) de seus testiculos foram colhidas e fixadas em formol 10%. Realizou-se
a avaliacdo androldgica destes animais e a preparacdo de laminas histologicas
para avaliagdo do parénquima testicular. Foram avaliados: forma testicular
(FORM); movimento massal (MMAS); vigor espermético (VIG); motilidade
individual progressiva (MOT); concentracdo espermatica (CONC); defeitos
espermaticos maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT);
distancia média entre os tubulos seminiferos (DISTMED); espessura média do
epitélio seminifero (ESPMED); e percentagem média de colageno intersticial
(COLMED). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Animais
com testiculo classificado como longo apresentaram menor DISTMED, maior
ESPMED e menor COLMED, além de valores superiores quanto aos aspectos
fisicos e morfolégicos do ejaculado. A DISTMED foi menor e a ESPMED foi
maior na porcdo mais distal do testiculo. As correlacbes de DISTMED,
ESPMED e COLMED com os DEFTOT foram, respectivamente, 0,51; -0,39; e
0,29. Assim, pode-se concluir que: 1) testiculos de forma alongada sofrem
menos lesbes teciduais no parénquima testicular, apresentando maior
producdo e melhor qualidade seminal; 2) as porcbes distais dos testiculos
demonstram menos lesdes ao tecido espermatico; e 3) as menores distancias
entre os tubulos seminiferos, a maior espessura do epitélio seminifero e a
menor concentracdo de colageno intersticial nos testiculos estao relacionadas

a melhoria da qualidade seminal.

Palavras-chave: andrologia, bovino, reproducéo, sémen, zebuino
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES INICIAIS

O setor agropecuario é responsavel por boa parte do produto interno
bruto brasileiro, sendo o pais detentor do maior rebanho bovino comercial do
mundo. Nesse contexto destaca-se a pecuaria de corte extensiva, composta,
em sua maioria, por animais de origem zebuina e seus cruzamentos,
principalmente tendo como base a raga Nelore.

Para a maximizacdo dos lucros deste setor é de fundamental
importancia a melhoria da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, aumentando
assim a taxa de desfrute e, consequentemente, a producdo de bezerros para
recria e engorda, abastecendo todos os elos da cadeia produtiva e fornecendo
ao consumidor final carne em quantidade e qualidade adequadas. Dito isto,
deve-se destacar o papel dos touros neste ciclo de producdo, uma vez que
estes serdo 0s progenitores dos bezerros produzidos, sendo que um Unico
reprodutor pode servir a varias matrizes.

Assim, é de fundamental importancia a aptiddo reprodutiva dos touros,
ou seja, a capacidade de realizar a copula e fertilizar os gametas femininos. No
entanto, varias sdo as causas de infertilidade ou subfertilidade dos
reprodutores, podendo-se destacar a degeneracdo testicular causada,
principalmente, pelo insulto térmico a que os testiculos de animais criados
extensivamente em regifes tropicais estdo sujeitos.

A literatura cientifica apresenta varios trabalhos que descrevem
adaptacdes morfolégicas dos testiculos de zebuinos para facilitar a
termorregulacdo do parénquima testicular nestes animais, criados sob acéo
constante das altas temperaturas ambientais. Porém, poucos estudos foram
feitos acerca das alteracfes histologicas em testiculos submetidos a insulto
térmico e suas associacfes com a producdo e qualidade esperméticas, ou
seja, 0s aspectos fisicos e morfolégicos dos espermatozoides, principalmente
em animais da raca Nelore.

Por isso, desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de se verificar a
existéncia de associagbes a histomorfometria testicular e a qualidade seminal

em animais Nelore criados extensivamente na regido sudoeste de Goias.



CAPITULO 2 — REVISAO DE LITERATURA

1 HISTOLOGIA TESTICULAR E ESPERMATOGENESE

A organizacgéo estrutural dos testiculos é altamente conservada entre os
vertebrados. Assim, nos cordados observa-se que este 6rgdo é composto por
dois compartimentos principais: o compartimento tubular e o compartimento
intersticial ou intertubular (Figura 1). O primeiro ndo é inervado nem
vascularizado, constituindo a maior parte do testiculo e sendo formado pela
tunica proépria, pelo epitélio seminifero e pelo Iimen. O epitélio seminifero é
formado por dois tipos celulares de origem embrioldgica distinta: as células
germinativas ou estratificadas e as de Sertoli. Estas tltimas, juntamente com as
células midides, sintetizam a membrana basal, que serve de suporte estrutural
para a préporia célula de Sertoli e para as células germinativas, além de
funcionar como uma barreira que isola as células germinativas da circulacéo
em geral, formando a chamada barreira hematotesticular. Ja no compartimento
intertubular estdo localizadas as células de Leydig, vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, fibroblastos e fibras de tecido conjuntivo, macréfagos,
linfécitos e, ocasionalmente, mastocitos (HAFEZ & HAFEZ, 2004; FRANCA &
CHIARINI-GARCIA, 2005).

FIGURA 1 - Tecido espermatico bovino (Tricrémio de Masson, 100x)



De acordo com BANKS (1991), os testiculos sdo 6rgaos exocrinos e
enddcrinos combinados. A porcao exdcrina € uma glandula tubular composta e
enovelada, cujo produto de secrecdo sdo os espermatozoides. Os tubulos
seminiferos (porcdo exocrina) sao revestidos por epitélio estratificado formado
pela zona basal, intermediaria e superficial, sendo que a presenca e 0sS
constituintes destas zonas dependem da atividade espermatogénica dos
tubulos. As células estratificadas sdo as espermatogbnias, 0os espermatdcitos
primarios, 0s espermatocitos secundarios, as espermatides e o0s

espermatozoides (Figura 2).
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FIGURA 2 - Células do epitélio seminifero (Adaptado de Senger, 2002)

A porgdo enddcrina é representada pelas células intersticiais de Leydig e
pelas células de sustentacdo de Sertoli. As primeiras secretam a testosterona
para o interior das veias testiculares e vasos linfaticos. Ja as outras contribuem
para a producdo de fluidos pelo tdbulo e podem produzir o fator inibidor
Milleriano encontrado nos machos adultos (HAFEZ & HAFEZ, 2004; REECE,
2006).



O processo de formacdo dos espermatozodides, a espermatogénese,
ocorre nos testiculos, mais especificamente no interior dos tubulos seminiferos,
comecando da periferia e progredindo em direcdo a luz tubular. A
espermatogénese envolve proliferacdo mitdtica, divisdo meidtica e
diferenciacédo da espermatide haploide (LINO NETO et al., 2005).
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FIGURA 3 - Esquema representativo da espermatogénese (Adaptado de
Senger, 2002)

Conforme demonstrado na Figura 3, as células germinativas imaturas,
chamadas espermatogdnias, encontram-se na periferia dos tubulos seminiferos
e se dividem continuamente por mitose, até que algumas destas deixem o ciclo
celular e sofram divisdo meiédtica, formando quatro células com metade do
material genético da célula original. Quando a espermatogdnia entra na préfase
| passa a ser chamada de espermatécito primario. Este, ao final da meiose |,
gue é reducional, forma dois espermatoécitos secundarios haploides. Concluida
a meiose Il os espermatdécitos secundarios dao origem a quatro espermatides.
Esta série de divisbes celulares € conhecida como espermatocitogénese. As
espermétides entdo passam por uma série progressiva de modificagfes

estruturais, transformando-se entdo em espermatozdides, num processo



chamado de espermiogénese. Ao final desta, os gametas formados estéo
prontos para serem liberados para a luz dos tubulos seminiferos, fase esta
conhecida como espermiagdo. O ciclo do epitélio seminifero no touro tem
duracdo de duas semanas (HAFEZ & HAFEZ, 2004; LINO NETO et al., 2005;
REECE, 2006).

No entanto, para que 0s espermatozoides estejam aptos a realizar a
fertilizagcdo dos gametas femininos, o tempo € um pouco mais longo, cerca de
65 dias, periodo necessario para a espermatogénese e maturacdo no
epididimo (BRITO et al., 2002).



2 AVALIACAO ANDROLOGICA

A fertilidade €, inquestionavelmente, uma das mais importantes
caracteristicas a ser considerada, tanto nos sistemas produtivos de carne
guanto nos de leite. Economicamente, o mérito reprodutivo é cinco vezes mais
importante para o produtor de bezerros do que o desempenho no crescimento
e dez vezes mais importante do que a qualidade do produto (TRENKLE &
WILHAM, 1977).

Quando se discute o componente “touro” isoladamente, conclui-se que a
importancia da fertilidade do macho é maior do que a de qualquer fémea
individualmente, j& que o touro pode se acasalar com nimero maior de fémeas,
tanto na monta natural como na inseminacéo artificial (BARBOSA et al., 2005).

O exame andrologico criterioso € imprescindivel para touros que se
destinam a reproducdo (BICUDO et al., 2007). Em regides tropicais
recomenda-se a primeira avaliagdo de animais Bos taurus taurus com 12
meses de idade, no inicio da maturacdo sexual, enquanto nos Bos taurus
indicus indica-se a avaliacdo entre 12 e 24 meses (VALE FILHO, 2001). Porém,
existem relatos de que, aos 12 meses, animais Bos taurus indicus ainda néo
possuem maturidade sexual que sugira a avaliacdo nesta idade (SCHMIDT-
HEBBEL et al., 2000; CHACON, 2001).

A avaliacdo da aptiddo reprodutiva de um macho destinado a
reproducao fundamenta-se na observacdo da saude geral, salde hereditaria,
saude genital, potentia coendi e potentia generandi, tendo como indicacdes:
selecdo e comercializacdo de reprodutores; avaliacdo do potencial reprodutivo
na pré-estacdo de monta; diagnostico de disturbios reprodutivos; diagndstico
da ocorréncia da puberdade; e preservacdo de sémen in vitro (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2005).

Segundo o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 1998), a
avaliacdo andrologica deve seguir o seguinte protocolo:

a) ldentificacao detalhada:

e doanimal; e

e do proprietario e da propriedade.
b) Exame clinico:

e ahamnese;



e exame fisico geral,
e do sistema genital (prepudcio, pénis, glandulas anexas, partes tubulares,
testiculos, epididimos e escroto); e
e do comportamento sexual ou libido e temperamento.
c) Espermiograma:
e método de coleta do ejaculado;
e caracteristicas fisicas do ejaculado;
e caracteristicas morfologicas dos espermatozoides; e
e outros elementos.
d) Diagndstico e/ou concluséao.
O manual editado pelo CBRA descreve minuciosamente cada etapa
acima enumerada, constituindo importante referéncia para informacgdes mais
detalhadas (CBRA, 1998).

2.1 Caracteristicas fisicas do sémen

As caracteristicas fisicas do ejaculado compreendem volume, cor,

aspecto, odor e concentracdo ou densidade (MIES FILHO, 1982).

De acordo com o manual do CBRA (1998):

a) volume: deve ser expresso em mililitros (mL). Este valor pode ser relativo,
dependendo do método de coleta de sémen. O método pela vagina artificial
apresentara valores mais proximos dos fisiol6gicos;

b) aspecto: a avaliacdo é visual e representa principalmente a cor e a
aparéncia, que depende fundamentalmente da concentracdo de
espermatozoides e eventual presenca de sangue, pus, urina, células
epiteliais, detritos, etc. A cor geralmente é esbranquicada, branca, marfim
ou amarelada. As coloracdes avermelhada, marrom e cinza escuro sao
indicativos de sangue vivo, sangue hemolisado e sujeira, respectivamente.
A aparéncia poderd ser denominada de cremosa, leitosa, opalescente,
serosa ou aquosa, correspondendo, aproximadamente, a uma determinada

concentracéo espermatica,



c)

d)

f)

movimento de massa ou turbilhdo: & observado somente em ruminantes no
sémen fresco, sendo este em forma de ondas observadas em uma gota do
ejaculado. A intensidade deste movimento é resultante da motilidade, do
vigor e da concentracdo espermatica. Esta avaliacdo € basicamente
subjetiva e devera ser expressa utilizando uma classificacdo de zero a
cinco. Esta caracteristica € muito afetada por fatores extrinsecos, tais como
método de coleta, condi¢des de preservacao e temperatura da amostra,;
motilidade: € expressa em percentagem conforme a propor¢cdo de
espermatozoides que apresentam motilidade. Também é uma avaliacéao
subjetiva, podendo estar sujeita a variagdo na dependéncia do treinamento
do técnico. O valor dever4d expressar a percentagem total de
espermatozoides moéveis. Quando a percentagem de espermatozoéides
moveis ndo representar a proporcdo de espermatozoides com motilidade
progressiva, o0s valores de motilidade deverdo ser expressos
separadamente como motilidade total e progressiva. Para um animal ser
considerado apto a reproducdo devera apresentar, pelo menos, 70% dos
espermatozoides com motilidade progressiva. Quando necessario, para
melhor visualizacéo, poder-se-a diluir o sémen em extensores, previamente
aquecidos, como por exemplo solucdo de citrato de sodio (NasCsHs07) a
2,94%. Outros métodos menos subjetivos como fotomicrografia ou
avaliacdo computadorizada poderao ser utilizados;

vigor: representa a forca do movimento que acaba influenciando a
velocidade com que os espermatozdides se movimentam. O mesmo é
classificado de zero a cinco, onde zero € auséncia de movimento
progressivo, com deslocamento de cauda lateral fraco e inexpressivo, e
cinco resulta em movimento vigoroso e veloz dos espermatozoides,
geralmente progressivos, sendo necessario, no minimo, o indice trés para o
animal ser considerado apto; e

concentracdo: representa 0 numero de espermatozoides por milimetro
ctbico (mm?®) ou centimetro ctbico (1,0 cm®*= 1,0 mL). O procedimento mais
comum para se obter a concentracdo espermatica consiste na contagem
das células na cémara de Neubauer. Pode-se utlizar ainda a

espectrofotometria e o Micro-cell-counter®. Deve vir expresso no laudo o



namero total de espermatozoides por ejaculado, resultante da concentracéo

multiplicada pelo volume.

2.2 Caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides

Williams, em 1920, nos Estados Unidos, foi responsavel pelos primeiros

relatos sobre infertilidade ou subfertilidade do touro, estabelecendo relacdes

entre essas caracteristicas e alteracdes no sémen. Mais tarde, LAGERLOF

(1934), na Suécia, classificou as alterac6es dos espermatozéides e lancou as

bases do espermiograma, bem como a sua interpretagao.

BLOM (1950) classificou as anormalidades celulares dos ejaculados em

trés grupos:

a)

b)

anomalias esperméticas primarias: este primeiro grupo reuniu aquelas
anormalidades que tiveram origem devido a desordens do epitélio
seminifero: formas anormais de cabeca, anomalias do desenvolvimento do
acrossoma e certas anomalias da peca intermediaria e da cauda;
anomalias esperméaticas secundérias: rednem aquelas anomalias que
aparecem afetando o espermatozoide formado, como resultado de
condicbes ndo fisiologicas, possivelmente desde o epididimo até o
momento da ejaculacdo. Estas compreendem: cabecas normais
destacadas, espermatozodides com gotas citoplasméticas, caudas dobradas
ou enroladas e desprendimento da galea capitis. Em touros normais as
cabecas destacadas podem ocorrer em percentagem baixa e uma elevacao
nesta pode ser um achado inicial de degeneracao testicular; e
outras células primitivas, comumente verificadas em touros com
degeneracdo testicular, tais como: hemacias em casos de acidentes,
piécitos em casos de processo inflamatério e, considerando normais as
proporcdes de 1:1.000 e 1:10.000 espermatozoides, respectivamente, para
as células epiteliais e medusas expelidas com o sémen.

Essa classificacdo foi duramente criticada (RAO, 1971). Como
consequéncia, BLOM (1973) apresentou uma nova classificacdo para as
anomalias espermaticas baseada na importancia dos defeitos, dividindo as

anormalidades em defeitos maiores, menores e totais. O autor agrupou as
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anomalias de maior gravidade dentro de defeitos maiores, incluindo os
defeitos graves de cabeca, sendo eles, cabeca piriforme, pequena anormal
e cabeca isolada anormal. Os outros defeitos maiores sao contorno
anormal, subdesenvolvido, acrossoma defeituoso (knobbed sperm),
diadema (pouch formation), defeitos da peca intermediaria, gota
citoplasmatica proximal e cauda fortemente dobrada ou enrolada (dag
defect). Os defeitos menores sdo os de menor gravidade e incluem cabeca
delgada, cabeca pequena anormal, cabeca gigante, cabeca curta ou larga,
perda da membrana acrossémica, implantacdo abaxial, gota citoplasmatica
distal, cabeca decaptada normal (isolada) e cauda simplesmente dobrada
ou enrolada. Outros defeitos compreendem a formacdo de medusa, células
espermiogénicas primitivas, células gigantes, células prepuciais, leucécitos
e hemacias. Para que o touro seja considerado apto a reproducédo, devera

apresentar, no maximo, 30% de defeitos totais.

2.3 Caracteristicas morfolégicas da bolsa testicular e dos testiculos

associadas atermorregulacao

Para producao de espermatozoides férteis, a temperatura testicular dos
touros deve ser 4,0 a 5,0 °C abaixo da corporal (KASTELIC et al., 1996).
Bovinos submetidos a temperatura ambiente elevada podem apresentar
aumento da temperatura corporal e, consequentemente, da testicular, afetando
assim a qualidade do sémen (HAFEZ & HAFEZ, 2004). LUNSTRA &
COULTER (1997) observaram que touros com temperatura testicular
aumentada apresentaram menor percentagem de espermatozéides com
cabeca ou cauda de morfologia normal, aumento de gotas proximais e queda
das taxas de concepgéo.

Varios fatores contribuem para a regulacdo da temperatura testicular. O
plexo pampiniforme € uma complexa rede de vasos que rodeia a artéria
testicular. Toda a estrutura, rede venosa e arterial, € adequadamente chamada
de cone vascular testicular. Neste o sangue arterial é refrigerado a medida em
que o calor é transferido da artéria testicular para a veia em um sistema

classico de transferéncia de calor por contra-corrente (SENGER, 2002). Além
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do cone vascular ha também a perda de calor do sangue a medida que este
penetra no parénquima testicular, uma vez que a temperatura do polo proximal
do testiculo é a mesma do sangue arterial, sendo esta inferior no poélo distal
(KASTELIC et al., 1996).

A pele escrotal é usualmente delgada e sem pelos. Existe um sistema
sanguineo e linfatico subcutaneo, com vasos localizados superficialmente,
facilitando a transferéncia de calor (KASTELIC et al., 2009). KASTELIC et al.
(2001) relataram correlacdo positiva entre a temperatura da superficie da bolsa
escrotal e a temperatura testicular. Adicionalmente, GABOR et al. (1998)
observaram correlacdo negativa entre a temperatura da superficie escrotal e a
motilidade espermatica.

A tdnica dartos, uma capa delgada de musculo liso abaixo da pele
escrotal, é controlada por nervos simpaticos e se contrai e relaxa em ambientes
frios e quentes, respectivamente, aumentando ou diminuindo a espessura da
bolsa escrotal. O musculo cremaster também se contrai ou relaxa aproximando
ou distanciando os testiculos do abdémen (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A sudorese e as respostas corporais generalizadas contribuem para o
resfriamento testicular. A densidade das glandulas sudoriparas € maior na pele
escrotal do que em qualquer outra parte do corpo em touros. A resposta geral
corporal inclui um aumento na frequéncia respiratéria quando a temperatura
escrotal superficial chega a 35,0 °C. Quando a temperatura escrotal alcanca
valores maiores (38,0 a 40,0 °C) a frequéncia respiratéria se torna bastante
acelerada, podendo reduzir toda a temperatura corporal em até 2,0 °C
(KASTELIC et al., 2009).

AlteracGes na forma do cone vascular testicular ou mesmo na forma dos
testiculos e bolsa escrotal podem afetar a forma de dissipacdo de calor e,
consequentemente, a temperatura testicular (BAILEY et al., 1996; UNANIAN et
al., 2000). BRITO et al. (2004), comparando as diferengas morfolégicas da
bolsa escrotal, do cone vascular e dos testiculos de zebuinos e seus
cruzamentos com taurinos, relataram que a parede da artéria testicular é mais
delgada e a proximidade arterio-venosa no cone vascular é maior nos
zebuinos, facilitando a perda de calor do sangue arterial que chega aos

testiculos.
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BRITO et al. (2002) estudaram touros Bos taurus indicus, Bos taurus
taurus e seus cruzamentos com o intuito de determinar o efeito da idade e do
grupo genético nas caracteristicas do escroto, testiculos, cone vascular,
producdo espermatica e qualidade do sémen. Concluiram que a reducdo da
qualidade seminal estava associada ao aumento do perimetro escrotal e
redugéo do cone vascular em animais mais velhos. Acrescentaram ainda que
as caracteristicas do escroto, dos testiculos e do cone vascular estdo
associadas com a producéo e qualidade espermatica.

O mecanismo pelo qual a temperatura afeta a funcéo testicular ainda
ndo estd bem estabelecido, embora pareca ser causado pela hipdxia que
acomete o testiculo quando o mesmo é exposto a alta temperatura, que
também pode afetar o metabolismo dos espermatozoides presentes no
testiculo (SETCHELL, 1998; BRITO et al., 2002).

O tamanho e a morfologia dos testiculos sdo dependentes de
mecanismos genéticos e do efeito ambiental. Estes, por sua vez, irdo definir a
morfologia da bolsa testicular como consequéncia da pressédo exercida pelos
testiculos e por influéncia dos andrégenos, em a¢do combinada, por ocasido da
descida testicular (PINTO, 1994).

Em estudo conduzido com caprinos nativos do nordeste brasileiro,
NUNES et al. (1983) observaram que existem animais cuja morfologia escrotal
difere daquela dos animais oriundos de clima temperado. Nestes, o saco
escrotal engloba os dois testiculos. Em alguns animais nascidos nos trépicos, o
saco escrotal se divide, a ponto de individualizar cada testiculo em uma bolsa
testicular propria, ocorrendo também situagBes intermediarias, onde a
separacao existe somente ao nivel da parte inferior do testiculo. Trata-se de
um processo de selecdo natural, onde os mais adaptados ao meio ambiente
sobrevivem e perpetuam seu material genético. A separacao da bolsa testicular
em duas unidades distintas aumenta consideravelmente a superficie escrotal
disponivel para cada testiculo, aumentando assim a superficie de evaporacdo
guando as temperaturas ambientais sdo elevadas. Neste mesmo estudo pode
ser demonstrado que 0s animais que possuiam saco escrotal bipartido
apresentaram vantagens na qualidade do sémen e poderiam, provavelmente,

mostrar maior eficiéncia reprodutiva e produtiva do que os nédo bipartidos.
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PINTO (1987) observou que, durante as mensuracdes que envolviam o
perimetro escrotal (PE) em reprodutores zebuinos da raca Nelore, a morfologia
da bolsa testicular e dos testiculos de alguns animais apresentavam-se
diferenciadas daquelas de animais europeus e que, portanto, deveriam ser
estudados os padrbes de medidas testiculares para os zebuinos. Segundo
esse autor, a tendéncia em bipartir ou dividir parcialmente a bolsa testicular de
reprodutores zebuinos, de clima tropical e subtropical, seria resultante de uma

selecéo natural para melhor termorregulacéo.

2.4 Volume e formato testiculares

O PE é uma mensuracéao facilmente obtida, com alta repetibilidade entre
avaliadores, além de ser uma caracteristica que possui herdabilidade
moderada a alta (DIAS et al.,, 2003), correlacionada favoravelmente com o
ganho em peso (VALENTIM et al., 2002), producdo espermatica (PALASZ et
al., 1994; SANTOS et al., 1998; KASTELIC et al., 2001) e qualidade seminal
dos touros (SILVA et al., 2002). No entanto, segundo BAILEY et al. (1998), o
PE € uma medida indireta da massa testicular, que ndo considera a variacao
individual na forma dos testiculos e na qual a espessura da parede da bolsa
escrotal é erroneamente somada.

Na preocupacédo de aumentar a precisdo da escolha de reprodutores,
novas caracteristicas tém sido estudadas como, por exemplo, o volume
testicular (BAILEY et al., 1996; UNANIAN et al., 2000), a forma dos testiculos
(BAILEY et al., 1998) e o formato da bolsa testicular (PINTO, 1994).

Os testiculos de um touro normal sédo simétricos e de forma ovoide. De
uma vista caudal do escroto, os testiculos sdo geralmente mais largos que o
funiculo espermatico. Porém, alguns touros tém testiculos mais longos e
delgados ou estreitos. Esta forma é uma variacdo normal e touros que tém
esse tipo de formato testicular possuem PE menor do que a média da raga.
Porém, quando se procede a avaliacdo andrologica, estes animais apresentam
producdo e qualidade espermatica semelhante aos touros com testiculos mais
esféricos (BAILEY et al., 1996).



14

O formato testicular, sendo uma caracteristica de conformacéo, possui
herdabilidade de moderada intensidade (LOPES et al., 2011). Os formatos
bésicos sdo o normal ou em formato de garrafa, o achatado nas laterais e 0 em
forma de cunha. Os touros com testiculos de formato normal, geralmente
apresentam melhor desenvolvimento gonadal, mas o mais importante € que
esses animais provavelmente possuem melhor termorregulagao, fazendo com
que a forma influencie diretamente a producéo espermatica (COULTER, 1994).

Segundo revisdo de UNANIAN et al. (2000), as formas testiculares mais
alongadas apresentaram vantagens morfofisiologicas, sendo apontadas como
favoraveis a reproducéo.

Os estudos de BAILEY et al. (1996) mostraram que somente o PE né&o
constitui medida representativa da producdo espermatica e, portanto, do
potencial reprodutivo dos machos. Segundo estes autores, os testiculos mais
longos, como frequentemente encontrados nas racas zebuinas, apresentam
maior superficie de contato com o0 meio ambiente, o que facilta a
termorregulacédo. Além disso, a distribuicdo dos vasos sanguineos e do tecido
espermatico é mais uniforme, melhorando qualiquantitativamente o sémen.
Eles também observaram que os testiculos de forma mais longa apresentaram
volumes semelhantes as demais formas.

De acordo com UNANIAN et al. (2000), frequentemente os reprodutores
bovinos apresentam a forma ovodide dos testiculos, porém a variacdo para
formas alongadas € comum, principalmente em zebuinos, podendo causar a
ocorréncia de perimetros menos expressivos que em taurinos. Essa
caracteristica pode ser extremamente vantajosa, ainda mais considerando que
testiculos menos esféricos apresentam maior superficie de contato com o meio
ambiente, facilitando a termorregulacéo, além de possibilitar a distribuicdo mais
uniforme dos vasos sanguineos e tecido espermatico, favorecendo os padrdes
seminais.

Em estudo de BAILEY et al. (1996) para se determinar a forma dos
testiculos usou-se a razdo entre a sua largura e 0 seu comprimento
(largura/comprimento), na escala 1,00 a 0,50, onde 1,00 significa largura =
comprimento e 0,50 largura = % do comprimento. Em fungédo desta escala
foram estabelecidas as seguintes formas: razdo 1 < 0,50 = testiculo longo;

razdo 2 de 0,51 a 0,625 = testiculo longo/moderado; razdo 3 de 0,626 a 0,750
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= testiculo longo/oval; razédo 4 de 0,751 a 0,875 = testiculo oval/esférico; e
razdo 5 > 0,875 = testiculo esférico.

UNANIAN et al. (2000) analisaram caracteristicas de volume e forma
testiculares em touros jovens da raca Nelore e relataram que os valores médios
de PE, comprimento, largura e volume aos 18 meses de idade, foram
236,81+22,36 mm; 79,31+11,16 mm; 42,92+5,83 mm e 239,26+90,56 mm?®,
respectivamente. Acrescentaram ainda que 87% dos animais apresentaram
testiculos com forma longa e, em 74%, houve mudanca da forma com a idade.

VIU et al. (2006) trabalharam com touros Nelore de 17 a 24 meses de
idade e observaram que predominaram as formas alongadas dos testiculos e o
volume médio variou com a idade. Encontraram ainda correlacao fenotipica
positiva (r= 0,36) entre forma testicular e PE, além de correlacdo fenotipica
negativa entre forma e defeitos maiores (r= -0,27), defeitos menores (r= -0,13)
e defeitos totais (r= -0,26). Da mesma forma, também relataram correlacdo
fenotipica negativa entre volume testicular e defeitos maiores (r= -0,27),
defeitos menores (r= -0,20) e defeitos totais (r=-0,28).

Considerando estas diferencas, possivelmente o volume testicular seja
mais apropriado para comparar o tamanho testicular entre taurinos e zebuinos
e, talvez, o volume testicular seja um melhor preditor do desenvolvimento

testicular em zebuinos (VIU, 2009).
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3 AVALIACAO ANDROLOGICA POR PONTOS

A padronizagdo da avaliacdo androldgica de touros deve ser creditada a
CHENOWETH & BALL (1980) que propuseram o sistema denominado
“Breeding Soundness Evaluation” (BSE) para Bos taurus taurus. No Brasil,
VALE FILHO (1988) criou o sistema “Classificagdo Androlégica por Pontos”
(CAP) para a selecdo de touros zebuinos.

O BSE classifica os animais de acordo com uma pontuacao dada ao PE
em funcdo da faixa etaria, aos aspectos fisicos do sémen e a morfologia
espermética, sendo os valores méaximos de 40, 20 e 40 pontos,
respectivamente. Segundo CHENOWETH & BALL (1980), os animais podem
ser enquadrados em trés categorias quanto ao potencial reprodutivo:
satisfatorio - de 60 a 100 pontos; questionaveis - de 30 a 59 pontos; e
insatisfatorios - de 0 a 30 pontos.

VALE FILHO (1988) sugeriu o dobro da idade para o mesmo PE
proposto para taurinos, chamando atencéo para o fato de que, dependendo do
nivel nutricional, tais medidas somente serdo alcancadas em uma idade muito
avangada.

FONSECA et al. (1989), com a finalidade de obter um sistema de
simples aplicagdo que pudesse predizer a fertilidade de touros Bos taurus
indicus, propuseram uma tabela especifica para avaliagcdo androldgica do
reprodutor de origem zebuina. De forma similar ao padrdo norte-americano
BSE e aquele proposto por VALE FILHO (1988), esse método avalia as
mesmas caracteristicas reprodutivas, porém com outros valores de PE em
diferentes faixas etérias.

No entanto, com o melhoramento e os avancos genéticos do rebanho
zebuino, que ja vinham sendo selecionados h& alguns anos, a mesma tabela
proposta por FONSECA et al. (1989) foi reformulada e atualizada. Para isso
foram avaliados mais de 2.000 animais, predominantemente da raga Nelore.
Diante desses dados, a tabela proposta por FONSECA et al. (1997) da uma
nova classificacdo ao PE de acordo com a faixa etaria e propde modificacbes
na pontuacdo quanto aos aspectos fisicos e morfolégicos do sémen,

pontuados, no maximo, em 25 e 35 pontos, respectivamente (Tabela 1).



17

TABELA 1 - Classificacdo andrologica sugerida para touros Bos taurus indicus,
baseada no perimetro escrotal e nas caracteristicas fisicas e

morfolégicas do sémen

Caracteristicas Excelente Bom Regular Fraco

Aspectos fisicos do sémen

Vigor (0 -5) 5 4<5 3<4 <3
Motilidade (%) 275 60-75 30<60 <30
Pontuacao 21-25 16<21 10<16 <10
Morfologia espermética

Defeitos Maiores (%) 5 >5-10 >10-20 >20
Total de Defeitos 10 >10-15 >15-30 >30
Pontuacao 30-35 25<30 15<25 <15
Perimetro escrotal (cm)

12 -18 meses 26,0 24,0<26,0 21,5<24,0 <215
18 - 24 meses 31,5 28,5<31,5 26,0<28,5 <26,0
24 - 36 meses 35,0 32,0<35,0 29,0<32,0 <29,0
Pontuacao 35-40 25<35 15<25 <15
Total de Pontos 86-100 66<86 40<66 <40

Fonte: FONSECA et al. (1997)

Segundo FONSECA et al. (1997), ao final do somatério de pontos os
touros serdo considerados:
a) aptos - aqueles que ndo apresentam restricbes de qualquer natureza, sendo
subdivididos em trés categorias: excelentes, muito bons e bons, conforme a
pontuacao obtida;
b) aptos com restricdo - aqueles que apresentam, em algum parametro
avaliado, alguma caracteristica indesejavel, mas que se pressupde reversivel
ou tida como de alta variabilidade, por exemplo, um defeito individual acima do
percentual indicado como limite ou motilidade abaixo de 50%. Nesses casos
novos exames devem ser realizados e, enquanto a caracteristica indesejavel
nao for corrigida, o animal pode ser utilizado com nimero menor de vacas;
c) inaptos temporarios - aqueles que apresentam quadros comuns a problemas
genéticos e adquiridos, porém sem condi¢cédo de diferenciacdo no momento por

falta de indicadores bioldgicos. Novos exames devem ser realizados apos
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cuidados terapéuticos e/ou de manejo. Se o problema for de causa genética o
animal sera descartado; se for adquirido, o animal sera liberado para o servigco
apos total recuperacao; e

d) inaptos definitivos ou de descarte - aqueles que apresentam quadros
conclusivos de patologias irreversiveis, herdaveis ou ndo, como a hipoplasia
gonadal, a disfuncdo genética dos epididimos, alteracbes de aprumos e
degeneracdo testicular de carater irreversivel. Os animas que nédo alcangaram
o PE minimo estabelecido para a sua faixa etaria também s&o considerados

inaptos a reproducao.

3.1 Pacote computacional SW-CAP 2.0

O SW-CAP 2.0 se baseia em normas estabelecidas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA (Portaria SDR 26 de
05/09/1996), publicadas no Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de
Sémen Animal, 22 edicdo (CBRA, 1998), elaborado conforme convénio
MAPA/CBRA n° 021/1997, que foi revogada pela Instrugcdo Normativa n° 53, de
27 de setembro de 2006.

O software objetiva organizar as informacdes obtidas na avaliacdo
clinica e seminal do reprodutor, padronizando o julgamento da aptidao
reprodutiva e os relatérios que poderdo ser emitidos para o grupo de animais
examinados, ou seja, por lote de touros ou individualmente em forma de laudo
ou Certificado Androloégico, sempre considerando os critérios estabelecidos
pelo MAPA.

O SW-CAP 2.0 possibilita ainda uma classificacdo androlégica por
pontos, preconizada por varios especialistas da area (CHENOWETH & BALL,
1980; VALE FILHO, 1988; FONSECA et al. 1997; LOBO et al., 1997). Esta
classificacdo atribui pontuagdo para os critérios de motilidade progressiva e
vigor; morfologia espermatica e PE. Quanto a este ultimo, avalia o valor minimo
aceitavel em diferentes faixas etarias, conforme as subespécies Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus, de acordo com proposta de VALE FILHO (1988),
baseada na tabela preconizada por CHENOWETH & BALL (1980). Para o Bos

taurus indicus ainda sao oferecidas outras opc¢oes de classificagdo do PE, uma
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conforme FONSECA (1997), predominantemente para animais da raca Nelore,
sendo mais indicada para touros criados a campo, e outra para touros jovens,
especificamente da raca Nelore, sugerida para animais submetidos a maior
pressdo de selecdo, proposta pelo professor Raysildo Barbosa Lobo
(comunicacédo pessoal de 1997), ambas publicadas no Manual do CBRA de
1998. Como inovacgéao estas tabelas foram teoricamente adaptadas a atribuicdo
de pontos, visto que originalmente atribuiam o0s conceitos excelente, muito
bom, bom, regular, questionavel e fraco. Em qualquer das opcdes de calculo
oferecidas para Bos taurus indicus, valera ao profissional usuério do sistema
comparar os animais através do ranking de pontos alcancados, obtendo assim
nocéo de importancia de cada animal dentro do lote em avaliacao.

E importante salientar que o SW-CAP 2.0 n&o substitui a analise critica
do profissional, sendo seu principal atributo permitir a organizacdo desta
andlise.

Diante do exposto fica claro que, embora as caracteristicas de biometria
testicular sejam consideradas importantes na selecdo de touros e que varios
estudos mencionem as caracteristicas seminais como indicadoras da eficiéncia
reprodutiva do macho, poucos trabalhos se preocuparam em estabelecer uma
relacdo direta entre estas variaveis. Em zebuinos € deficiente o conhecimento
sobre a relacéo entre as caracteristicas de biometria testicular e a qualidade do
sémen, o0 que valida qualquer esforco que venha a ser feito para o melhor

entendimento destas associagdes (VIU, 2009).
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4 QUADRO SEMINAL E HISTOLOGICO DE DEGENERACAO TESTICULAR

As falhas na fertilizagdo sao importante causa de infertilidade em
reprodutores com libido normal e capazes de cobertura e ejaculacdo, sendo as
patologias adquiridas, dentre elas a degeneracdo testicular, muito mais
frequentes que as causas hereditarias. A degeneracdo pode variar de leve a
grave e é mais comum ocorrer bilateralmente, pois quase sempre se deve a
processos morbidos generalizados (ROBERTS, 1979; HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Segundo PTASZYNSKA (2003), as principais causas de degeneracao
testicular sdo: causas toxicas, como por exemplo a ingestdo de gossipol
(CHENOWETH et al., 2000; HASSAN et al., 2004); deficiéncias nutricionais,
como a falta de vitamina A (HAFEZ & HAFEZ, 2004) ou baixa ingestao de
matéria seca em periodos de escassez de pastagens (CHACON et al., 2002);
e, principalmente em animais criados em condi¢cdes tropicais, altas
temperaturas ambientais (FUERST-WALTL et al., 2006), causando 0 aumento
do metabolismo do tecido espermatico e a consequente hipoxia do parénquima
testicular, levando a diminuicdo da producdo e qualidade espermatica
(SETCHELL, 1998; BRITO et al., 2002; KOIVISTO et al., 2008).

O quadro seminal em touros expostos ao insulto térmico comeca a se
modificar ap6s cerca de 11 a 14 dias (VOGLER at al., 1993; BRITO et al.,
2003), com diminuicdo da concentracdo espermatica, da motilidade individual
progressiva, do vigor espermatico e da porcentagem de espermatozéides
morfologicamente normais (FERNANDES et al., 2008; KOIVISTO et al., 2008).
Os efeitos deletérios da insulacdo dependem do tempo de agressdo térmica
(ARTEAGA et al., 2005) e podem ser reversiveis em funcdo da severidade das
alteracdes causadas no epitélio seminifero (NAGESWARA-RAO, 1997). Cerca
de sessenta dias apos a retirada da fonte de calor intenso o quadro seminal
pode voltar ao normal, desde que a lesdo tecidual ndo tenha sido
extremamente grave (BRITO et al., 2002), num fenbmeno conhecido como
reversibilidade (ROBERTS, 1979).

De acordo com BUERGELT (1997), histologicamente a degeneracao
testicular € caracterizada pela circunferéncia irregular dos tubulos seminiferos,

colapso tubular, estreitamento da lamina basal dos tubulos e reacgéo
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inflamatoria intersticial, incluindo a deposicdo de colageno na resolucdo do
processo inflamatério (JONES et al., 2000).

HOFLACK et al. (2008), estudando touros da raca Belgian Blue,
observaram aumento na percentagem de colageno intersticial testicular e sua
correlagcdo com a percentagem de espermatozoéides normais (r=-0,47), defeitos

primérios (r= 0,48) e degeneracao testicular (r= 0,63) nestes animais.
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CAPITULO 3 - BIOMETRIA TESTICULAR E QUALIDADE SEMINAL EM
MACHOS NELORE (Bos taurus indicus) CRIADOS EXTENSIVAMENTE NO
SUDOESTE DE GOIAS

RESUMO

Desenvolveu-se este estudo com o objetivo de avaliar a relacdo entre medidas
biométricas testiculares e a qualidade seminal em touros da raca Nelore
criados extensivamente na regido Sudoeste do Estado de Goias. O conjunto de
dados deste trabalho provém de 42 avaliacdes androlégicas realizadas em
machos com idade variando entre 30 e 36 meses, criados em pastagem de
Brachiaria brizantha cv. Marandd. Foram estudadas as caracteristicas
reprodutivas: perimetro escrotal (PE); forma testicular (FORM); comprimento
médio dos testiculos (COMPM); largura média dos testiculos (LARGM); volume
testicular médio (VOLTEST); movimento massal (MMAS); vigor espermético
(VIG); motilidade individual progressiva (MOT); concentracdo espermatica
(CONC); defeitos maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT); e
certificacdo androldgica por pontos (CAP). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado. Os aspectos fisicos (MMAS, VIG e MOT) e
morfolégicos (DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT) do ejaculado, assim como o
indice CAP, mostraram diferenca (P<0,05) entre os animais classificados como
aptos ou inaptos a reproducao. Nao foram verificados, em nenhum individuo,
os formatos testiculares classificados como oval-esférico e esférico. O
VOLTEST diferiu (P<0,05) entre as trés formas testiculares observadas (longo,
longo-moderado e longo-oval), sendo maior nos animais com testiculos longo-
ovais. O peso vivo dos animais apresentou correlacdo negativa de moderada
intensidade (P<0,10) com DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT. Pode-se concluir que
para estudar variaveis biométricas testiculares e de qualidade seminal é
necessario um universo de avaliagbes muito maior do que o utilizado no

presente trabalho.

Palavras-chave: andrologia, bovino, reproducédo, sémen, zebuino
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TESTICULAR BIOMETRY AND SEMINAL QUALITY IN NELLORE (Bos
taurus indicus) MALES EXTENSIVELY RAISED IN SOUTHWEST OF GOIAS

ABSTRACT

Developed this study aiming to evaluate the relationship between testicular
biometry measurements and seminal quality in Nellore bulls extensively raised
in the southwest of Goias State. The data set of this work comes from breading
soundness evaluation of 42 males aged between 30 and 36 months, raised on
Brachiaria brizantha cv. Marandu. Were studied the reproductive traits, scrotal
circumference (PE); testicular form (FORM); average length of the testes
(COMPM); average width of the testes (LARGM); average testicular volume
(VOLTEST); grass motility (MMAS); spermatic vigor (VIG); individual
progressive motility (MOT); sperm concentration (CONC); major defects
(DEFMAI); minor defects (DEFMEN); total defects (DEFTOT); and andrological
certification by points (CAP). The experimental design was completely
randomized. The physical aspects (MMAS, MOT and VIG) and morphological
(DEFMAI, DEFMEN and DEFTOT) of the ejaculate, as well as the CAP rate,
showed difference (P<0.05) among animals classified as apt or inapt to
reproduction. Was not observed, in any individual, testicular forms classified as
oval-spherical and spherical. The VOLTEST differ (P <0.05) between the three
observed testicular forms (long, long-moderate and long-oval), being higher in
animals with long-oval testicles. Body weight showed a negative correlation of
moderate intensity (P<0.10) with DEFMAI, DEFMEN and DEFTOT. It can be
concluded that to study testicular biometric variables and seminal quality it's

necessary a much larger universe of assessments than that used in this work.

Keywords: andrology, bovine, reproduction, semen, zebuine
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1 NTRODUCAO

A selecdo de touros que serdo utilizados em monta natural é de
fundamental importancia, uma vez que o reprodutor € responsavel pela
transmissdo de 50% dos seus genes a grande parte do rebanho (QUIRINO,
1999) e, devido a isto, a intensidade de selecdo nos mesmos deve ser muito
maior do que nas fémeas.

Em estudo realizado por FONSECA et al. (2000), constatou-se elevada
proporcao de touros questionaveis quanto as medidas biométricas testiculares,
as caracteristicas de qualidade seminal (aspectos fisicos e morfoldégicos dos
espermatozdides) e, até mesmo, quanto a fatores comportamentais
reprodutivos ou libido. Segundo VIU (2009), a utilizacdo de reprodutores
selecionados ap6s avaliacdo da saude reprodutiva feita pelo exame
androldgico tem como finalidade garantir a qualidade seminal, melhorando a
eficiéncia reprodutiva do rebanho e, assim, a lucratividade média por animal
nascido.

Para avaliacdo da capacidade reprodutiva de touros varios parametros
podem ser utilizados, entre eles as medidas de biometria testicular,
destacando-se o perimetro escrotal (PE), mensuracdo facilmente obtida e de
alta repetibilidade entre diferentes avaliadores. Além de herdabilidade
moderada a alta, essa medida estd correlacionada ao ganho de peso
(VALENTIN et al., 2002; KEALEY et al., 2006); a puberdade em machos e
fémeas (PEREIRA et al., 2000; CORREA et al. 2006); e a producdo
espermatica e a qualidade seminal dos animais (SILVA et al., 2002; QUIRINO
et al.,, 2004; VIU et al., 2006; DIAS et al., 2008). Por estas razdes o PE é
bastante utilizado, representando a quantidade da area ocupada pelo tecido
testicular, responsavel pela producédo de andrégenos e espermatozoéides (VIU,
2009).

No entanto, o PE é uma medida indireta da massa testicular, que nao
considera a variagdo individual na forma dos testiculos e na qual a espessura
da parede da bolsa escrotal € erroneamente somada (BAILEY et al., 1998). Por
isso, outras medidas como volume testicular médio, peso testicular médio e a

forma testicular tem sido propostas para aumentar a acurcia da selecdo dos
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reprodutores tendo como base as medidas de biometria testicular (BAILEY et
al., 1996; BAILEY et al., 1998; UNANIAN et al., 2000).

Nesse contexto, desenvolveu-se este estudo com o objetivo de se
avaliar a relacdo entre medidas biométricas testiculares e a qualidade seminal
em touros da raca Nelore criados extensivamente na regido Sudoeste do

Estado de Goias.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido na Fazenda Santa Rosa, localizada no
municipio de Cacu, sudoeste do Estado de Goias, durante o més de outubro de
2008. Geograficamente, esta propriedade situa-se a 18° 53’ 03" de latitude sul
e 50° 59’ 58” de longitude oeste do Meridiano de Greenwich, a cerca de 450
metros de altitude. Segundo o INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA -
INMET (2011), a regiéo é caracterizada por temperatura média anual de 24 °C
(méaxima de 33 °C e minima de 18 °C) e precipitacdo média de 1.600 mm, com
vegetacao predominante de cerrado.

O conjunto de dados deste estudo provém de 42 avaliacbes
androldgicas realizadas em machos da raca Nelore de um rebanho comercial
destinado ao corte, com idade variando entre 30 e 36 meses, criados
extensivamente em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Marandd. Foram
estudadas as caracteristicas: peso corporal (PC); perimetro escrotal (PE);
comprimento médio dos testiculos (COMPM); largura média dos testiculos
(LARGM); volume testicular médio (VOLTEST); movimento massal (MMAS);
vigor espermatico (VIG); motilidade individual progressiva (MOT); concentracao
espermatica (CONC); defeitos maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais
(DEFTOT); e certificacdo androlégica por pontos (CAP).

Os animais foram submetidos a exame clinico geral e do sistema
reprodutor de acordo com as recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998), incluindo a mensuracdo do PE com o uso
de fita métrica no maior didmetro da bolsa testicular. As medidas de
comprimento e largura dos testiculos foram obtidas com o uso de paquimetro
digital.

O sémen foi colhido pelo método de eletroejaculacdo e uma aliquota foi
avaliada imediatamente para CONC (sptz/mL), MOT (0 a 100%), VIG (0 a 5) e
MMAS (0 a 5), todos em microscopia Optica com aumento de 100 vezes. Em
seguida foi realizada a avaliagdo da morfologia espermatica, usando
microscopia de contraste de fase em aumento de 1.000 vezes, agrupando-se
as patologias espermaticas em DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT, conforme
preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodugédo Animal (CBRA, 1998).
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Com base nas informacdes obtidas determinaram-se as categorias por
aptidao reprodutiva, sendo: considerados aptos a reproducdo aqueles com
motilidade = 50%, vigor = 3 e defeitos totais < 30%, e inaptos a reproducéo
aqueles com motilidade < 50%, vigor < 3 ou defeitos totais > 30% (CBRA,
1998).

Quanto a determinacdo da FORM, a classificagdo de cada animal foi
realizada obtendo-se a razdo entre LARGM (média das larguras do testiculo
esquerdo e direito) e COMPM (média dos comprimentos do testiculo esquerdo
e direito), de acordo com o método empregado por BAILEY et al. (1996) e
BAILEY et al. (1998) na escala de 0,5 a 1,0, em que 0,5 significa largura igual a
metade do comprimento e 1,0 largura igual ao comprimento. Para cada classe

um valor limite foi estabelecido:

1 - testiculos com formato longo: razao < 0,5;

2 - testiculos com formato longo-moderado: razdo de 0,51 a 0,625;
3 - testiculos com formato longo-oval: razao de 0,626 a 0,750;

4 - testiculos com formato oval-esférico: razéo de 0,751 a 0,875; e

5 - testiculos com formato esférico: razao > 0,875.

O volume testicular foi calculado segundo FIELDS et al. (1979),

empregando-se a férmula:

VT = 2[(r®) x ™ x L]

onde:

VT = volume testicular;

r = raio da largura testicular;
T = constante (3,14); e

L = comprimento testicular.

O VOLTEST foi a média aritmética do volume dos testiculos esquerdo e
direito.
Apbs avaliagdo androldgica, os touros receberam pontuagdo com auxilio

do aplicativo computacional SW-CAP versao 2.0, no qual se adotou o sistema
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de classificacdo preconizado por FONSECA et al. (1997), pontuando-se os
seguintes parametros: PE até 40 pontos, aspectos fisicos do ejaculado até 25
pontos e morfologia espermética até 35 pontos que, somados, permitiram a
obtencéo de um indice denominado certificacdo andrologica por pontos (CAP).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo 0s
parametros obtidos analisados utilizando-se o pacote computacional SAS - v.
8.0 (SAS, 2000). Foram realizadas analises de critica e consisténcia
(frequéncias, distribuicdo de frequéncias e homogeneidade de variancias).
Mediante a utilizacdo do programa computacional SAEG (2005) empregaram-
se 0s seguintes testes: Lilliefors, para determinar se os erros das variaveis
possuiam distribuicdo normal de probabilidade; e o de Bartlett, para determinar
se as variaveis possuiam homogeneidade de variancia dos erros
experimentais.

ApGs as analises de critica e consisténcia dos dados foram realizadas
transformacdes nas varidveis que ndo obedeceram ao pressuposto de que 0s
erros experimentais deveriam ter distribuicdo normal de probabilidade e
homogeneidade de variancia. Os melhores ajustes foram obtidos pelas

seguintes transformagoes:

1) Comprimento testicular médio (COMPM) = [log(COMPM)]
2) Largura testicular média (LARGM) = [1/(LARGM)?]

3) Motilidade (MOT) = [log(MOT)]

4) Defeitos maiores (DEFMAI) = [log(DEFMAI)]

5) Defeitos totais (DEFTOT) = [log(DEFTOT)]

6) Certificacédo androlégica por pontos (CAP) = [arcsen(VX)]

O banco de dados gerado foi submetido as analises de variancia
utilizando-se o procedimento General Linear Models (GLM) do programa
computacional SAS - v. 8.0 (SAS, 2000), cujo modelo matematico foi:

Yijk =u+ APT; + FORJ' + €jik

onde:

Yix = observagdes das variaveis dependentes em estudo;
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K = média geral da variavel dependente em estudo;
APT, = efeito fixo da i-ésima aptiddo reprodutiva do animal;
FOR,; = efeito fixo da j-ésima forma testicular do animal; e

ejjik = erro aleatério associado a cada observacéo

O teste de média “t" foi feito por meio da opcdo LSMEANS do
procedimento GLM do programa computacional referido anteriormente. Para o
estudo da intensidade com que se manifesta uma associacdo entre duas
variaveis, optou-se pelo uso do coeficiente de correlacdo de Spearman,
calculado pelo procedimento CORR do programa SAS - v. 8.0 (SAS, 2000).
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As médias, ajustadas pelos quadrados minimos, das variaveis

estudadas nos animais classificados em aptos ou inaptos a reproducéo podem

ser observadas na Tabela 1.

TABELA 1 — Médias ajustadas pelos quadrados minimos (W), desvio padréo

(DP) e coeficiente de variacdo (CV) das variaveis perimetro

escrotal (PE); comprimento médio dos testiculos (COMPM);

largura média dos testiculos (LARGM); volume testicular médio

(VOLTEST); movimento massal (MMAS); vigor espermético

(VIG); motilidade individual progressiva (MOT); concentracao

espermatica (CONC); defeitos maiores (DEFMAI), menores
(DEFMEN) e totais (DEFTOT); e certificacdo androldgica por

pontos (CAP) dos animais classificados como aptos ou inaptos a

reproducdo — Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO, 2008

Aptos (n=36)

Inaptos (n=6)

Variavel

pxDP CV (%) pxDP CV (%)
PE (cm) 31,34+2,09 6,65 31,80+4,82 15,15
COMPM (cm) 9,99+1,09 10,91 10,30+1,79 17,37
LARGM (cm) 5,46+0,56 10,33 5,30+0,76 14,31
VOLTEST (cm®) 261,56+78,82 30,13 245,71+11,93 45,55
MMAS (0-5) 3,91+0,85% 21,81 2,50+1,23" 49,01
VIG (0-5) 4,03+0,75% 18,54 2,75+0,83" 30,16
MOT (%) 82,35+8,42° 10,23 63,13+22,64" 35,86
CONC (x10%ptz/mL) ~ 1862,59+1969,88 105,76 1200,25+561,64 46,79
DEFMAI (%) 5,56+4,15% 74,71 19,88+12,18" 61,30
DEFMEN (%) 1,82+1,82% 99,96 6,87+10,69" 155,61
DEFTOT (%) 7,38+5,00° 67,74 26,75+13,26" 49,56
CAP (%) 79,82+9,24° 11,57 50,50+9,59" 18,99

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05) pelo teste “t” do

procedimento LSMEANS (SAS, 2000)
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Analisando-se a Tabela 1 pode-se verificar que os aspectos fisicos
(MMAS, VIG e MOT) e morfoloégicos (DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT) do
ejaculado mostraram diferenca entre os grupos. Isto ocorreu, provavelmente,
porque estes sao os critérios utilizados para determinar se um animal € apto ou
ndo a reproducdo, seguindo-se 0s parametros estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998). A excecdo foi a variavel
CONC, que néo diferiu entre os grupos. Este fato pode ser explicado por
guestbes relacionadas a propria coleta, uma vez que existe uma variacao
individual muito grande entre o ejaculado dos animais colhido por
eletroejaculacdo, podendo este estar diluido com urina, interferindo, inclusive,
na avaliagdo da MMAS, do VIG e da MOT, justificando assim os elevados
coeficientes de variacdo destas variaveis.

Quanto a proporcao de defeitos espermaticos maiores, menores e totais
dos animais considerados aptos a reproducao, os valores obtidos neste estudo
foram préximos aos descritos por outros autores que também trabalharam com
animais da raca Nelore, como SILVEIRA (2004), que obteve 15,86%; 6,33% e
22,19% para defeitos maiores, menores e totais, respectivamente; VIU et al.
(2006), que relataram 5,93%; 4,26% e 10,19%; e VIU (2009), que observou
12,6%, 6,4% e 19,0%, respectivamente para estas mesmas caracteristicas.

O indice CAP obtido neste estudo também diferiu entre os animais aptos
ou ndo (Tabela 1) e isto pode ser explicado pelo fato de que, além do PE, os
aspectos fisicos e morfolégicos do ejaculado sdo utilizados para obtencao do
mesmo (FONSECA et al., 1997) e, como estes diferiram entre animais aptos ou
nao, era de se esperar que o indice CAP seguisse essa tendéncia.

A Tabela 2 traz informacbes referentes as médias, ajustadas pelos
quadrados minimos, das caracteristicas estudadas quando se considera como
efeito fixo a forma dos testiculos. Neste pequeno grupo de animais estudados
ndo foi verificado, em nenhum individuo, os formatos oval-esférico e esférico.
Isto estd de acordo com a literatura pois, VIU (2009) e LOPES (2010), ambos
trabalhando com touros da ragca Nelore num universo de avaliagbes muito
maior do que o do presente estudo, observaram poucos animais com estes
formatos e a predominancia das formas longo-moderado e longo-oval.
Adicionalmente, UNANIAN et al. (2000) também relataram a predominancia da

forma longo-moderada em touros Nelore de 18 meses de idade.
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O VOLTEST foi maior nos animais com testiculos classificados com
longo-ovais, diferindo entre as trés formas testiculares. Isto pode estar
relacionado ao fato de que a LARGM e o COMPM dos testiculos, usados no
calculo do volume, também variaram entre as formas, uma vez que a razao

entre estas medidas também é utilizada na determinacdo da FORM.
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TABELA 2 - Média ajustada pelos quadrados minimos (i), desvio padréo (DP) e coeficiente de variagdo (CV) das variaveis perimetro escrotal
(PE); comprimento médio dos testiculos (COMPM); largura média dos testiculos (LARGM); volume testicular médio (VOLTEST);
movimento massal (MMAS); vigor espermatico (VIG); motilidade individual progressiva (MOT); concentracao espermatica (CONC);
defeitos maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT); e certificacdo androldgica por pontos (CAP) dos animais com
testiculos classificados, quanto a forma, em longo, longo-moderado e longo-oval — Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO, 2008

y Longo (n=17) Longo-moderado (n=18) Longo-oval (n=7)

Vanavel p+DP CV (%) p+DP CV (%) p+DP CV (%)
PE (cm) 31,24+1,86 5,94 31,58+3,07 9,73 31,29+2,36 7,54
COMPM (cm) 10,76+0,94° 8,71 9,56+1,21° 12,68 9,43+0,45" 4,77
LARGM (cm) 5,06+0,43% 8,48 5,56+0,57" 10,19 6,00+0,29" 4,81
VOLTEST (Cm3) 207,46+51,852 24,99 277,27+83,57" 30,14 341,31+49,21° 14,42
MMAS (0-5) 3,70+0,89 24,07 3,55+1,34 37,76 3,71+0,70 18,85
VIG (0-5) 3,88+0,83 21,43 3,66+1,05 28,75 3,85+0,63 16,57
MOT (%) 80,88+9,11 11,26 75,55+19,28 25,52 81,4248,33 10,23
CONC (x10°sptz/mL) 2357,71+2566,07 108,83 1239,06+760,32 61,36 1506,57+716,12 47,53
DEFMAI (%) 7,3516,24 84,87 9,11+11,01 120,80 8,4245,75 68,29
DEFMEN (%) 2,35+2,24 95,54 3,61+7,72 213,97 1,71+1,16 67,72
DEFTOT (%) 9,70+7,60 78,38 12,72+13,75 108,10 10,14+5,49 54,13
CAP (%) 77,88+12,24 15,72 73,94+15,06 20,36 78,71+11,50 14,60

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05) pelo teste “t” do procedimento LSMEANS (SAS, 2000)
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TABELA 3 - Coeficientes de correlacdo e nivel de significancia entre as
variaveis biométricas peso corporal (PC); perimetro escrotal
(PE); comprimento médio (COMPM) e largura média (LARGM)
dos testiculos; forma (FORM) e volume (VOLTEST) testiculares;
e 0s aspectos morfolégicos do sémen: defeitos maiores
(DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT) - Fazenda
Santa Rosa, Cacu-GO, 2008

Caracteristica PC PE COMPM LARGM FORM VOLTEST
DEFMAI -0,37 0,20 -0,04 0,04 0,07 0,04
(P=0,0168) (P=0,2037)  (P=0,7969)  (P=0,8237)  (P=0,6769) (P=0,8237)
DEFMEN -0,27 -0,08 -0,13 -0,12 -0,05 -0,12
(P=0,0800) (P=0,6136)  (P=0,4040)  (P=0,4680)  (P=0,7300) (P=0,4680)
DEFTOT -0,35 0,16 -0,08 0,03 0,09 0,03

(P=0,0241) (P=0,3167)  (P=0,6036)  (P=0,8347) (P=0,5847) (P=0,8347)

Analisando-se a Tabela 3 pode-se observar que a variavel peso vivo
(PV) apresentou correlacdo negativa de moderada intensidade (P<0,05) com
os aspectos morfologicos seminais (DEFMAI e DEFTOT). Isto pode ser
explicado pelo fato de que, com o avanco da idade e, portanto, aumento do PC,
as patologias espermaticas tendem a diminuir, assim como relatado por
TROCONIZ et al. (1991), PALASZ et al. (1994), VALENTIN et al. (2002) e VIU
et al. (2006). As demais variaveis biométricas ndo apresentaram correlacdo
significativa com a porcentagem de defeitos seminais neste estudo,
provavelmente devido ao reduzido numero de animais utilizados no

experimento.
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4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo podemos
concluir que:
v" A melhoria dos aspectos fisicos e morfologicos do sémen esta
diretamente relacionada a aptidao reprodutiva dos machos;
v' O volume testicular € maior em touros com formato testicular
classificado como longo-oval; e
v' Para se estudar variaveis biométricas testiculares e de qualidade
seminal € necessario um universo de avaliacbes maior do que o

utilizado no presente trabalho.
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CAPITULO 4 — HISTOMETRIA E FORMA TESTICULARES ASSOCIADAS A
QUALIDADE SEMINAL EM MACHOS NELORE (Bos taurus indicus)
CRIADOS EXTENSIVAMENTE NO SUDOESTE DE GOIAS

RESUMO
Desenvolveu-se este estudo com o intuito de verificar as associagdes entre a
forma dos testiculos, as alteragcfes histoldgicas no parénquima testicular e a
qualidade seminal. Quarenta e dois animais, entre 30 e 36 meses de idade e
que seriam castrados para terminacao, tiveram o sémen coletado. Logo apos o
procedimento cirargico amostras de trés porgcbes (proximal, intermediaria e
distal) de seus testiculos foram colhidas e fixadas em formol 10%. Realizou-se
a avaliacdo androldgica destes animais e a preparacdo de laminas histologicas
para avaliacdo do parénquima testicular. Foram avaliados: forma testicular
(FORM); movimento massal (MMAS); vigor espermético (VIG); motilidade
individual progressiva (MOT); concentracdo espermatica (CONC); defeitos
espermaticos maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT);
distancia média entre os tubulos seminiferos (DISTMED); espessura média do
epitélio seminifero (ESPMED); e percentagem média de colageno intersticial
(COLMED). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Animais
com testiculo classificado como longo apresentaram menor DISTMED, maior
ESPMED e menor COLMED, além de valores superiores quanto aos aspectos
fisicos e morfolégicos do ejaculado. A DISTMED foi menor e a ESPMED foi
maior na porcdo mais distal do testiculo. As correlacdes de DISTMED,
ESPMED e COLMED com os DEFTOT foram, respectivamente, 0,51; -0,39; e
0,29. Assim, pode-se concluir que: 1) testiculos de forma alongada sofrem
menos lesbes teciduais no parénquima testicular, apresentando maior
producdo e melhor qualidade seminal; 2) as por¢des distais dos testiculos
demonstram menos lesdes ao tecido espermatico; e 3) as menores distancias
entre os tdbulos seminiferos, a maior espessura do epitélio seminifero e a
menor concentragdo de colageno intersticial nos testiculos estédo relacionadas

a melhoria da qualidade seminal.

Palavras-chave: andrologia, bovino, reproducédo, sémen, zebuino
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TESTICULAR HISTOMETRY AND SHAPE ASSOCIATED WITH SEMINAL
QUALITY IN NELLORE (Bos taurus indicus) MALES EXTENSIVELY
RAISED IN SOUTHWESTH OF GOIAS

ABSTRACT
This study was developed to verify the associations between the shape of the
testicles, the histological changes in testicular parenchyma and seminal quality.
Fourty two animals, between 30 and 36 months of age who were castrated for
termination, had the semen collected. Immediately after surgery, samples of
three portions (proximal, middle, and distal) of the testes were harvested and
fixed in formol 10%. It was do breading soundness evaluation of these animals
and preparation of slides for histological evaluation of testicular parenchyma.
Were evaluated: testicular form (FORM); grass movement (MMAS); spermatic
vigor (VIG); individual progressive motility (MOT); sperm concentration (CONC);
major (DEFMAI), lower (DEFMEN) and total (DEFTOT) sperm defects; average
distance between the seminiferous tubules (DISTMED); the average thickness
of the seminiferous epithelium (ESPMED); and average percentage of
interstitial collagen (COLMED). The experimental was design completely
randomized. Animals with testicular classified as long had lower DISTMED,
higher ESPMED, lower COLMED, and higher values regarding physical and
morphological semen. The DISTMED was lower and ESPMED was higher in
the distal portion of the testis. The correlations of DISTMED, ESPMED and
COLMED with DEFTOT were respectively 0.51; -0.39; and 0.29. Thus, one can
conclude that: 1) elongated testes suffer less tissue damage in the testicular
parenchyma, with higher production and better semen quality; 2) the most distal
portions of the testis show less tissue damage sperm; and 3) the smallest
distances between the seminiferous tubules, the greater thickness of the
seminiferous epithelium and the lowest concentration of interstitial collagen in

the testis are related to the improvement of sperm quality.

Keywords: andrology, bovine, reproduction, semen, zebuine
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1 INTRODUCAO

O parénquima testicular é composto por dois compartimentos principais:
o0 compartimento tubular e o compartimento intersticial ou intertubular. O
primeiro ndo é inervado nem vascularizado, constituindo a maior parte do
testiculo e sendo formado pela tdnica prépria, pelo epitélio seminifero e pelo
limen. No compartimento intertubular estdo localizadas as células de Leydig,
vasos sanguineos e linfaticos, nervos, fibroblastos e fibras de tecido conjuntivo,
macrofagos, linfocitos e, ocasionalmente, mastocitos (FRANCA & CHIARINI-
GARCIA, 2005).

Para producdo de espermatozoéides férteis a temperatura testicular dos
touros deve ser de 4,0 a 5,0 °C abaixo da corporal. Assim, animais submetidos
a temperatura ambiente elevada podem apresentar elevacdo da temperatura
corporal e, consequentemente, da testicular, afetando a qualidade do sémen
(KASTELIC et al., 1996). Varios trabalhos mostraram que o insulto térmico dos
testiculos resulta em diminuicdo da producdo e qualidade espermética
(VOGLER et al., 1991; VOGLER et al., 1993; BRITO et al., 2002; FERNANDES
et al., 2008). Adicionalmente, FUERST-WALTL et al. (2006) observaram, em
touros da raca Simental criados na Austrdlia, que a temperatura ambiental
entre 5,0 e 15,0 °C foi a que apresentou melhores resultados na producdo
seminal. VIU (2009) relatou tendéncia ao aumento das patologias espermaticas
de touros Nelore andrologicamente avaliados em épocas de elevada
temperatura ambiental.

KASTELIC et al. (2001) encontraram correlacdo positiva entre a
temperatura da superficie da bolsa escrotal e a temperatura testicular.
Adicionalmente, GABOR et al. (1998) observaram correlacdo negativa entre a
temperatura da superficie escrotal e a motilidade espermética. Segundo
KASTELIC et al. (1997), em temperatura ambiente de 25,0 °C, a diferenca de
temperatura da superficie escrotal entre o p6lo proximal e o distal do testiculo
atingiu valores de 1,50 °C, reforcando a hipétese de que, conforme penetra no
parénquima testicular, o sangue arterial continua sendo refrigerado.

Alteragbes na forma do cone vascular testicular ou mesmo na forma dos
testiculos e bolsa escrotal podem afetar na forma de dissipacdo de calor e,

consequentemente, na temperatura testicular (BAILEY et al., 1996; BRITO et
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al., 2002; BRITO et al., 2004). De acordo com UNANIAN et al. (2000), as
formas testiculares mais alongadas apresentam vantagens morfofisiologicas,
sendo apontadas como favoraveis a reproducao.

Segundo PTASZYNSKA (2003), as principais causas de degeneracao
testicular séo: causas téxicas, como por exemplo a ingestdo de gossipol
(CHENOWETH et al., 2000; HASSAN et al., 2004); deficiéncias nutricionais,
como a falta de vitamina A (HAFEZ & HAFEZ, 2004) ou baixa ingestao de
matéria seca em periodos de escassez de pastagens (CHACON et al., 2002);
e, principalmente em animais criados em condi¢cdes tropicais, altas
temperaturas ambientais (FUERST-WALTL et al., 2006), causando o0 aumento
do metabolismo do tecido espermético e a consequente hipoxia do parénquima
testicular, levando a diminuicdo da producdo e qualidade espermatica
(SETCHELL, 1998; BRITO et al., 2002; KOIVISTO et al., 2008).

O quadro seminal em touros expostos ao insulto térmico comeca a se
modificar ap6s cerca de 11 a 14 dias (VOGLER at al., 1993; BRITO et al.,
2003), com diminuicdo da concentracdo espermatica, da motilidade individual
progressiva, do vigor espermatico e da porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais (FERNANDES et al., 2008; KOIVISTO et al., 2008).
Os efeitos deletérios da insulagcdo dependem do tempo de agressdo térmica
(ARTEAGA et al., 2005) e podem ser reversiveis em funcédo da severidade das
alteracdes causadas no epitélio seminifero (NAGESWARA-RAO, 1997). Cerca
de sessenta dias apos a retirada da fonte de calor intenso o quadro seminal
pode voltar ao normal, desde que a lesdo tecidual ndo tenha sido
extremamente grave (BRITO et al., 2002), num fenbmeno conhecido como
reversibilidade (ROBERTS, 1979).

De acordo com BUERGELT (1997), histologicamente a degeneragao
testicular é caracterizada pela circunferéncia irregular dos tibulos seminiferos,
colapso tubular, estreitamento da lamina basal dos tdbulos e reacdo
inflamatoria intersticial, incluindo a deposicdo de colageno na resolugdo do
processo inflamatério (JONES et al., 2000). HOFLACK et al. (2008), estudando
touros da raca Belgian Blue, observaram aumento na percentagem de
colageno intersticial testicular e sua correlagdo com a percentagem de
espermatozoides normais (r= -0,47), defeitos primérios (r= 0,48) e degeneragao

testicular (r= 0,63) nestes animais.
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A literatura consultada é pobre quanto a trabalhos relacionando
alteracdes histologicas dos testiculos, indicativas de degeneracédo testicular,
associadas a diminui¢cdo da producédo ou qualidade seminal em bovinos. Assim,
considerando-se que o0s touros utilizados no Brasil sao criados,
predominantemente, de maneira extensiva e que, portanto, estdo
constantemente expostos aos efeitos das temperaturas ambientais elevadas,
desenvolveu-se este estudo com o intuito de verificar as possiveis associa¢cfes
entre a forma dos testiculos, as alteragcbes histologicas no parénquima
testicular e a qualidade seminal de touros Nelore criados extensivamente na

regido Centro-Oeste do Brasil, mais especificamente no Sudoeste de Goias.
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2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido na Fazenda Santa Rosa, localizada no
municipio de Cacu, sudoeste do Estado de Goias, durante o més de outubro de
2008. Geograficamente, esta propriedade situa-se a 18° 53’ 03” de latitude sul
e 50° 59’ 58” de longitude oeste do Meridiano de Greenwich, a cerca de 450
metros de altitude. Segundo o INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA -
INMET (2011), a regido é caracterizada por temperatura média anual de 24 °C
(méaxima de 33 °C e minima de 18 °C) e precipitacdo média de 1.600 mm, com
vegetacao predominante de cerrado.

O conjunto de dados deste trabalho provém de 42 avaliacdes
androldgicas realizadas em machos da raca Nelore de um rebanho comercial
destinado ao corte, com idade variando entre 30 e 36 meses, criados
extensivamente em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Marandd. Foram
estudadas as caracteristicas reprodutivas: forma testicular (FORM); movimento
massal (MMAS); vigor espermatico (VIG); motilidade individual progressiva
(MOT); concentracdo espermatica (CONC); e defeitos espermaticos maiores
(DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT).

Os touros foram submetidos a exame clinico geral e do sistema
reprodutor de acordo com as recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal (CBRA, 1998). As medidas de comprimento e largura dos
testiculos foram obtidas com o uso de paquimetro digital.

O sémen foi colhido pelo método de eletroejaculacdo e uma aliquota foi
avaliada imediatamente para CONC (sptz/mL), MOT (0 a 100%), VIG (0 a 5) e
MMAS (0 a 5), todos em microscopia Optica com aumento de 100 vezes. Em
seguida foi realizada a avaliagdo da morfologia espermatica, usando
microscopia de contraste de fase em aumento de 1.000 vezes, agrupando-se
as patologias espermaticas em DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT, segundo
preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (CBRA, 1998).

Com base nas informacdes obtidas determinaram-se as categorias por
aptidao reprodutiva, sendo considerados aptos a reproducdo aqueles com
motilidade = 50%, vigor = 3 e defeitos totais < 30% e inaptos a reproducao

agueles com motilidade < 50%, vigor < 3 ou defeitos totais > 30%.
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Quanto a determinacdo da FORM, a classificacdo de cada animal foi
realizada obtendo-se a razdo entre média das larguras do testiculo esquerdo e
direito e a média dos comprimentos dos dois testiculos, de acordo com o
método empregado por BAILEY et al. (1996) e BAILEY et al. (1998) na escala
de 0,5 a 1,0, em que 0,5 significa largura igual a metade do comprimento e 1,0

largura igual ao comprimento. Para cada classe um valor limite foi estabelecido:

1 - testiculos com formato longo: razao < 0,5;

2 - testiculos com formato longo-moderado: razdo de 0,51 a 0,625;
3 - testiculos com formato longo-oval: razéo de 0,626 a 0,750;

4 - testiculos com formato oval-esférico: razdo de 0,751 a 0,875; e

5 - testiculos com formato esférico: razdo > 0,875.

Para o estudo das caracteristicas histoldgicas testiculares, apos a
castracdo, foram colhidas amostras de tecido dos dois testiculos de cada
animal. Para tanto, foram realizados trés cortes transversais nas gbnadas,
sendo um no poélo mais proximal, um na regido intermediaria e outro no polo
distal. Imediatamente apds a colheita, este material foi devidamente
armazenado e identificado em cassetes especificos para histologia, sendo
entdo mantido em formol a 10%. Na etapa laboratorial, apds a fixacdo em
formol as amostras foram submetidas a desidratacdo em doses crescentes de
alcool (70, 80, 90 e 100 °GL) e diafanizadas em xilol por 90 minutos.
Posteriormente, foram incluidas em parafina histolégica. A microtomia do
material foi realizada em micrétomo automatico (Leica® 2155), obtendo-se
cortes de seis micras para confeccao das laminas histologicas.

As caracteristicas histolégicas avaliadas foram: distancia entre os
tubulos seminiferos (um), a espessura do epitélio seminifero (um) e a
percentagem de colageno intersticial. Para determinacdo de quantas repeti¢cdes
destas medidas seriam necessarias para obtencdo de uma média
estatisticamente representativa, foi utilizada a metodologia descrita por
WILLIAMS (1977), que mostrou serem necessarias, pelo menos, 56 repeti¢des.
Assim, foi possivel obter as seguintes variaveis: distancia meédia entre os
tubulos seminiferos (DISTMED); espessura média do epitélio seminifero

(ESPMED); e percentagem média de colageno intersticial (COLMED), todas
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obtidas a partir da média das 56 repeticbes de cada porcao testicular em todos
0S animais.

Para afericdo da distancia entre os tubulos e da espessura do epitélio
seminifero as laminas histolégicas foram coradas utilizando-se o tricrobmio de
Masson (YOUNG & HEATH, 2000). Posteriormente estas foram fotografadas
em microscopio Optico com sistema digital de captura de imagens,
possibilitando assim a mensuracgéao feita com auxilio do software livre ImageJ.
As imagens foram obtidas em aumento de 250 vezes, procedendo-se a leitura
em zigue-zague da lamina e fotografando-se campos que apresentavam cortes
transversais dos tubulos seminiferos. Em cada imagem foram feitas oito
mensurac¢des da distdncia entre os tubulos e oito da espessura do epitélio

seminifero (Figura 1). Portanto, foram necessarias sete fotos de cada lamina.

n!'ﬁ \
FIGURA 1 - Afericao da distancia entre os tubulos (tracos verdes) e espessura
do epitélio seminifero (tracos pretos) - Tricromio de Masson (250x)

Para determinacdo da percentagem de colageno intersticial, as laminas
foram coradas com o Picrosirius Red e fotografadas utilizando-se microscopia
com luz polarizada (MONTES & JUNQUEIRA, 1991). A mensuracdo da
percentagem de colageno também foi feita utilizando-se o software livre

ImageJ, através da determinacdo da proporcdo de colageno existente no
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campo fotografado. Este foi obtido em aumento de 32 vezes, apos leitura em
zigue-zague das laminas. Optou-se pelo menor aumento possivel para se ter
maior representatividade da regido intersticial no campo analisado. Para se ter

as 56 repeticOes necessarias, foram feitas 56 fotos digitais (Figura 2).

FIGURA 2 - Afericdo da percentagem de colageno intersticial (vermelho
fluorescente) - Picrusirius Red (32x)

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo os
parametros obtidos analisados utilizando-se o pacote computacional SAS - v.
8.0 (SAS, 2000). Foram realizadas analises de critica e consisténcia
(frequéncias, distribuicdo de frequéncias homogeneidade de variancias).
Mediante a utilizacdo do programa computacional SAEG (2005) empregaram-
se 0s seguintes testes: Lilliefors, para determinar se os erros das variaveis
possuiam distribuicdo normal de probabilidade; e o de Bartlett, para determinar
se as variaveis possuiam homogeneidade de variancia dos erros
experimentais.

Apoés as analises de critica e consisténcia dos dados foram realizadas
transformacdes nas variaveis que ndo obedeceram ao pressuposto de que 0s

erros experimentais deveriam ter distribuicdo normal de probabilidade e
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homogeneidade de variancia. Os melhores ajustes foram obtidos pelas

seguintes transformagoes:

1) Motilidade (MOT) = [log(MOT)]
2) Defeitos maiores (DEFMAI) = [log(DEFMAI)]
3) Defeitos totais (DEFTOT) = [log(DEFTOT)]

As caracteristicas histologicas foram submetidas as analises de
variancia utilizando-se o procedimento General Linear Models (GLM) do

programa computacional SAS - v. 8.0 (SAS, 2000), cujo modelo matemaético foi:

Yi = + POR; + FOR; + AR+ EAA + ejy¢

onde:

Yi = observagdes das variaveis dependentes em estudo;

K = média geral da variavel dependente em estudo;

POR; = efeito fixo da i-ésima porcao (proximal, intermediaria e distal) do
testiculo do animal;

FOR; = efeito fixo da j-ésima forma testicular (longo, longo moderado e longo-
oval) do animal,

ARy = efeito fixo da k-ésima aptiddo reprodutiva (apto e inapto) do animal,

EAA = é o efeito aleatério do animal; e

ejia = erro aleatorio associado a cada observagéo.

As caracteristicas seminais foram submetidas as analises de variancia
utilizando-se o procedimento General Linear Models (GLM) do programa

computacional SAS - v. 8.0 (SAS, 2000), cujo modelo matematico foi:
Yijk =p+ FOR; + ARj+ EAA + e
onde:

Yix = observagdes das variaveis dependentes em estudo;

U = média geral da variavel dependente em estudo;



55

FOR; = efeito fixo da i-ésima forma testicular (longo, longo moderado e longo-
oval) do animal;

AR; = efeito fixo da j-ésima aptidédo reprodutiva (apto e inapto) do animal;

EAA = é o efeito aleatdrio do animal; e

ejjik = erro aleatério associado a cada observacao

O teste de média “t” foi feito por meio da opcdo LSMEANS do
procedimento GLM do programa computacional referido anteriormente. Para o
estudo da intensidade com que se manifesta uma associacdo entre duas
variaveis, optou-se pelo uso do coeficiente de correlacdo de Spearman,
calculado pelo procedimento CORR do programa SAS - v. 8.0 (SAS, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra as médias, ajustadas pelos quadrados minimos, das

variaveis histoldgicas testiculares e de qualidade seminal (aspectos fisicos e

morfologicos) do presente estudo quando se considera a aptiddo reprodutiva

dos animais.

TABELA 1 —

Média ajustada pelos quadrados minimos (U), desvio padréo (DP)
e coeficiente de variacdo (CV) das variaveis distancia média entre
os tubulos seminiferos (DISTMED); espessura média do epitélio
seminifero (ESPMED); concentragdo média de colageno
intersticial (COLMED); movimento massal (MMAS); vigor
espermatico (VIG); motilidade individual progressiva (MOT);
concentracdo espermatica (CONC); e defeitos espermaticos
maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT) dos
animais classificados como aptos ou inaptos a reproducdo —
Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO, 2008

Aptos (n=36) Inaptos (n=6)
Variavel CVv CcVv
pxDP pxDP
(%) (%)
DISTMED (pm) 14,88+2,74% 18,46 23,78+8,03° 33,77
ESPMED (um) 74,84+13,71° 18,32 63,94+14,18° 22,17
COLMED (%) 0,75+0,76° 100,63 1,83+1,40° 76,14
MMAS (0-5) 3,91+0,85% 21,81 2,50+1,23" 49,01
VIG (0-5) 4,03%0,75% 18,54 2,75+0,83" 30,16
MOT (%) 82,35+8,42° 10,23 63,13+22,64° 35,86
CONC (x10°sptz/mL)  1862,59+1969,88% 105,76  1200,25+561,64° 46,79
DEFMAI (%) 5,56+4,15% 74,71 19,88+12,18" 61,30
DEFMEN (%) 1,82+1,82° 99,96 6,87+10,69" 15561
DEFTOT (%) 7,38+5,00° 67,74 26,75+13,26" 49,56

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengca (P<0,05) pelo teste “t” do
procedimento LSMEANS (SAS, 2000)
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Os animais classificados como aptos a reproducao apresentaram menor
DISTMED (P<0,05), maior ESPEMED (P<0,05) e menor COLMED (P<0,05) do
que aqueles classificados como inaptos (Tabela 1). Analisando-se estes
achados pode-se dizer que nos animais aptos a espermatogénese € mais ativa,
comprovada pela maior espessura do epitélio seminifero, uma vez que, de
acordo com BANKS (1991), a presenca e o0s constituintes deste epitélio
dependem da atividade espermatogénica dos tubulos. Provavelmente, o
intersticio dos testiculos destes animais contém menos infiltrado inflamatorio
(FRANCA & CHIARINI-GARCIA, 2005), comprovado pela menor DISTMED,
além de uma proporgdo menor de coldgeno, sugerindo que nesses animais as
reacfes teciduais a agentes agressores, principalmente as elevadas
temperaturas ambientais (FUERST-WALTL et al., 2006), foi menor.

Todas as variaveis de qualidade seminal (MMAS, VIG, MOT, CONC,
DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT) mostraram-se favoraveis a reproducédo
(P<0,05) nos animais aptos (Tabela 1). Isto é facilmente explicado
considerando-se o fato de que estas mesmas varidveis sdo utilizadas como
critério para classificacdo dos touros quanto a sua capacidade reprodutiva
(CBRA, 1998).

Na Tabela 2 estdo demonstradas as médias, ajustadas pelos quadrados
minimos, das variaveis histologicas e seminais dos animais classificados
guanto a forma de seus testiculos. Pode-se observar que aqueles com testiculo
classificado como longo apresentaram menor DISTMED (P<0,05), maior
ESPMED (P<0,05) e menor COLMED (P<0,05), além de valores desejaveis
guanto aos aspectos fisicos e morfolégicos do ejaculado (P<0,05), exceto na
variavel DEFMEN. Vale ressaltar que esta € uma variavel muito sujeita a
efeitos ndo pertinentes a alteracées morfoldgicas do espermatozdéide por falhas
na espermatogénese, como, por exemplo, a contaminagéo da coleta com urina,
gue provoca o aumento destes defeitos (CBRA, 1998).

Os achados mostrados na Tabela 2 vao ao encontro do sugerido por
BAILEY et al. (1996) e BAILEY et al. (1998), que propuseram a consideragao
do volume e da forma testiculares como preditores do potencial
espermatogénico, além do consagrado perimetro escrotal, uma vez que,
segundo esses mesmos autores, o0s testiculos mais alongados teriam maior

facilidade em dissipar calor do parénquima testicular para o ambiente.
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UNANIAN et al. (2000), avaliando animais da raca Nelore, também relataram

melhor qualidade seminal em animais com testiculos mais longos.
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TABELA 2 - Média ajustada pelos quadrados minimos (u), desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) das variaveis
distdncia média entre os tubulos seminiferos (DISTMED); espessura média do epitélio seminifero (ESPMED);
concentracdo media de colageno intersticial (COLMED); movimento massal (MMAS); vigor espermatico (VIG);
motilidade individual progressiva (MOT); concentracdo espermatica (CONC); e defeitos espermaticos maiores
(DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT) dos animais com testiculos classificados, quanto a forma, em

longo, longo-moderado e longo-oval — Fazenda Santa Rosa, Cagu-GO, 2008

y Longo (n=17) Longo-moderado (n=18) Longo-oval (n=7)

Vaniavel u+DP CV (%) utDP CV (%) putDP CV (%)
DISTMED (um) 15,79+4,35% 27,58 17,63+6,78° 38,47 15,75+3,75" 23,84
ESPMED (um) 74,12+14,27° 19,25 71,12+14,49° 20,38 73,72+14,37° 19,50
COLMED (%) 0,730,772 104,87 1,19+1,22° 102,57 0,90+0,73" 81,08
MMAS (0-5) 3,70+0,89% 24,07 3,55+1,34° 37,76 3,71+0,70° 18,85
VIG (0-5) 3,88+0,83% 21,43 3,66+1,05" 28,75 3,85+0,63°¢ 16,57
MOT (%) 80,88+9,11% 11,26 75,55+19,28" 25,52 81,42+8,33" 10,23
CONC (x10°sptz/mL) 2357,71+2566,07° 108,83 1239,06+760,32" 61,36 1506,57+716,12° 47,53
DEFMAI (%) 7,35+6,24° 84,87 9,11+11,01° 120,80 8,42+5,75° 68,29
DEFMEN (%) 2,35+2,242 95,54 3,61+7,72° 213,97 1,71+1,16° 67,72
DEFTOT (%) 9,70+7,60° 78,38 12,72+13,75° 108,10 10,14+5,49° 54,13

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05) pelo teste “t” do procedimento LSMEANS (SAS, 2000)
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Analisando-se a Tabela 3 é possivel verificar as variaveis histologicas
em estudo nas diferentes por¢des do testiculo (proximal, intermediaria e distal).
Conforme demonstrado nesta tabela a DISTMED foi menor (P<0,05) e a
ESPMED foi maior (P<0,05) na por¢cdo mais distal do testiculo, evidenciando
menor agressao ao tecido espermatico (FRANCA & CHIARINI-GARCIA, 2005)
e maior atividade espermatogénica nesta regido (BANKS, 1991). Isto pode ser
explicado pelo fato de que o sangue que chega aos testiculos continua sendo
refrigerado ao passar pelo parénquima, de tal maneira que atinge a porcao
distal com até 1,50 °C a menos (KASTELIC et al., 1997), tornando esta regido
menos sujeita ao calor conduzido pelo sangue da artéria testicular, uma vez
gue para a boa espermatogénese a temperatura testicular deve ser 4,0 a 5,0
°C mais baixa que a temperatura corporea (KASTELIC et al., 1996). A maior
COLMED (P<0,05) na porcao distal pode ser biologicamente explicada pelo
fato de que este é oriundo da resolucdo do processo inflamatério (JONES et
al., 2000) e o infiltrado inflamatério, por ser um fluido, tende a se acumular nas
por¢cdes mais baixas do corpo. Adicionalmente, nas extremidades do corpo o
retorno venoso € deficiente em funcdo da menor pressdo com que 0 sangue
chega a essas regides (REECE, 2006), diminuindo a drenagem do infiltrado

inflamatorio.
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TABELA 3 - Média ajustada pelos quadrados minimos (u), desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) das variaveis
distancia média entre os tubulos seminiferos (DISTMED); espessura média do epitélio seminifero (ESPMED); e
concentracdo meédia de colageno intersticial (COLMED) nas porcdes proximal, intermediaria e distal dos testiculos —
Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO, 2008

_ Proximal Intermediaria Distal
Variavel
pu+DP CV (%) puxDP CV (%) pu+DP CV (%)
DISTMED (um) 16,68+5,11% 30,63 16,6615,69% 34,14 16,36%5,76" 35,21
ESPMED (pum) 69,62+12,57° 18,06 73,03+13,79° 18,89 75,66+16,13° 21,31
COLMED (%) 0,59+0,74% 125,81 0,89+1,05" 117,08 1,39+1,03° 74,24

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05) pelo teste “t” do procedimento LSMEANS (SAS, 2000)
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A Tabela 4 mostra as correlagcdes fenotipicas entre as variaveis
histologicas (DISTMED, ESPMED e COLMED) e aquelas relacionadas a
morfologia espermatica (DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT). A DISTMED
apresentou correlacdo de moderada a alta intensidade com os defeitos
espermaticos (P<0,001), permitindo afirmar que quanto maior for o
distanciamento entre os tdbulos seminiferos, maiores serdo as patologias
seminais. A ESPMED demonstrou correlagbes negativas de moderada a alta
intensidade com os defeitos espermaticos (P<0,001), mostrando que com a
menor atividade espermatogénica e diminuicdo da espessura do epitélio
seminifero (BANKS, 1991) aumentam as altera¢cdes morfolégicas seminais. A
COLMED apresentou correlagdo de moderada intensidade com as patologias
espermaticas (P<0,001). Corroborando com estes achados, HOFLACK et al.
(2008), trabalhando com touros Belgian Blue, observaram correlacdes entre a
percentagem de colageno intersticial e a percentagem de espermatozoéides
normais (r= -0,47); percentagem de defeitos espermaticos primarios (r= 0,48); e

graus de degeneracao testicular (r= 0,63).

TABELA 4 - Coeficientes de correlacdo e nivel de significancia entre as
variaveis histologicas distancia média entre o0s tubulos
seminiferos (DISTMED), espessura média do epitélio seminifero
(ESPMED), e concentracdo média de colageno intersticial
(COLMED); e os aspectos morfolégicos do sémen defeitos
maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT) -
Fazenda Santa Rosa, Cacu-GO, 2008

Caracteristica DISTMED ESPMED COLMED
DEFMAI 0,49 -0,34 0,28
(P<0,001) (P<0,001) (P<0,001)
DEFMEN 0,30 -0,30 0,20
(P<0,001) (P<0,001) (P<0,001)
DEFTOT 0,51 -0,39 0,29

(P<0,001)

(P<0,001)

(P<0,001)
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4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

v" A melhoria dos aspectos fisicos e morfoldgicos do sémen
estd diretamente relacionada a aptiddo reprodutiva dos
machos;

v" Bovinos com testiculos de forma alongada sofrem menos
lesbes teciduais no parénquima testicular, apresentando
maior producéo e melhor qualidade seminal,

v' As porcbes distais dos testiculos demonstram menos
lesbes ao tecido espermatico, provavelmente por uma
melhor termorregulacéo; e

v As menores distancias entre os tubulos seminiferos, a
maior espessura do epitélio seminifero e a menor
concentragdo de colageno intersticial nos testiculos estdo

relacionados a melhoria da qualidade seminal.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

A superioridade dos zebuinos frente aos taurinos, quanto a capacidade
de adaptacdo ao clima tropical, continua inquestionavel. No entanto, pode-se
constatar que mesmo animais de origem indiana sofrem acfes deletérias das
altas temperaturas ambientais no tecido espermatico, interferindo diretamente
na qualidade seminal.

A adocao de critérios como a morfologia dos testiculos na selecédo de
reprodutores € de fundamental importancia na melhoria da fertilidade dos
rebanhos, pois animais com formato mais alongado, portanto com menor
perimetro escrotal, demonstram melhor qualidade seminal devido a facilidade
da termorregulacéo do parénquima testicular.

Alteracfes histologicas do tecido espermatico estdo diretamente
relacionadas a qualidade seminal, sendo que estas modificagdes ocorrem de
maneira distinta entre as diferentes por¢cdes dos testiculos, e aquelas mais
distais sdo melhor termorreguladas. Assim, existe variacdo na capacidade

espermatogénica nas diferentes porcdes testiculares do animal.





