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GOIOZO, P.F.l. Influencia das alterac@es testiculares diagnosticadas pela
histopatologia sobre as caracteristicas biométricas, morfométricas e
seminais em touros da raca Nelore. Botucatu, 2008. 67p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu. Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”

RESUMO:

O presente estudo objetivou avaliar a influencia de afecc¢des testiculares sobre
as caracteristicas biométricas, morfométricas e seminais em touros. Utilizou-se
56 touros da raca Nelore, pesando entre 420 e 600 kg e com idade entre 30 e
40 meses. A mensuracdo do perimetro escrotal e amostras de sémen foram
coletadas em trés periodos com intervalos de 15 dias, e o espermograma foi
realizado por métodos convencionais e coloracao de Feulgen para estimativa
dos percentuais de fragmentacao nuclear. Os animais foram orquiectomizados
e fragmentos de testiculos foram submetidos a analises bacterioldgicas,
histopatolégicas e morfométricas. Dentre os animais avaliados, 14 n&o
apresentaram alteracdes testiculares, 15 orquite bacteriana, 10 degeneracao,
10 orquite inespecifica e 7 hipoplasia testicular. As médias do perimetro
escrotal ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos. Os
resultados das andlises seminais mostraram que a motilidade em animais
normais € superior aos animais com orquite inespecifica e estatisticamente
semelhante aos demais grupos. Quanto ao percentual de espermatozoides
normais, animais normais e animais com hipoplasia testicular, apresentaram
percentuais superiores aos demais grupos. Os defeitos de cabeca espermatica
e fragmentacédo nuclear de animais com orquite inespecifica foram superiores
aos animais com testiculos normais e hipoplasicos, e semelhantes os outros
grupos. Animais com orquite inespecifica apresentaram area de epitélio
seminifero inferior aos demais grupos e area de células de Leydig superior aos
animais com testiculos normais. Os touros avaliados mostraram um alto indice
de alteracdes testiculares e um alto percentual de animais inaptos para
reproducdo. A biometria testicular ndo permitiu o diagnéstico das afecgbes

testiculares.



GOIOZO, P.F.l. Influence of the testis changes diagnosed by
histhopatology about biometrics, morphometrics and seminal
characteristics in Nelore Bulls. Botucatu, 2008. 67p. Dissertation (Master
Science) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu. Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”

ABSTRACT:

The present study aimed at to evaluate the testis changes influences about
biometrics, morphometrics and seminal characteristics in bulls. Fifty six Nelore
bulls, weighing between 420 and 600 kg and with age between 30 and 40
months were used. The scrotal perimeter measurement and semen samples
were collected in three periods with intervals of 15 days, and the
spermogrammes were evaluated by conventional methods and by Fuelgen
stain for nuclear fragmentation evaluate. The animals were orgiectomyzeds and
testis fragments were submitted to bacteriological, histhopatologicals and
morphometrical analyses. Among the evaluated animals, 14 don’t showed testis
changes, 15 bacterial orchitis, 10 testicular degeneration, 10 unspecific orchitis
and e 7 testicular hipoplasia. The scrotal perimeter averages didn't showed
significant differences between groups. The results of the seminal analyses
showed that the mobility in normal animals, it is superior to the animals with
unspecific orchitis and statistically similar to the other groups. The percentage
of the normal sperms in normal animals and animals with testicular hipoplasia
was greater that others groups. The sperm head defects and nuclear
fragmentation in animals with unspecific orchitis was greater that animals with
normal and hipoplasic testis, and similar to others groups. Animals with
unspecific orchitis showed somniferous epithelium area lower to others groups
and Leydig cells area higher to animals with normal testicles. The bulls
evaluated showed a high index of the testicular changes and a high percentage
of the inapt animals to reproduction. The testicular biometric analysis don’t

allowed testicular diseases diagnose.



Paulo Felipe Izique Goiozo Introducao

1. INTRODUCAO

O Brasil atualmente destaca-se no cenario mundial como o maior produtor
de carne bovina e detentor do maior rebanho comercial do planeta. De acordo
com dados divulgados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA, 2007) o plantel brasileiro é de aproximadamente 207,157 milhdes de
cabecas. As exportacdes de carne bovina no primeiro trimestre de 2004
totalizaram US$ 483 milhdes, representando um aumento de 51% quando
comparado com o0 mesmo periodo de 2003 (CNA, 2004).

A posicdo de destaque do Brasil no comércio mundial de carne é
inversamente proporcional com a produtividade da cadeia produtiva nacional. E
consenso entre técnicos e pesquisadores que os indices de produtividade do
rebanho brasileiro € inaceitavel na atual conjuntura (CORREIA, et al. 2001).
Um dos fatores responsaveis pelos baixos indices € a fertilidade dos animais
envolvidos no processo produtivo. Como no Brasil predomina o sistema de
criacdo extensiva, a producdo esta altamente correlacionada com a
reproducdo, neste contexto a fertilidade ira determinar o sucesso ou fracasso
da atividade (SILVA et al, 1993).

Um dos principais fatores que afeta a fertiidade dos touros sédo as
afeccoes testiculares (CAMP, 1997). Dentre as alteragbes mais frequentes,
destacam-se a degeneracdo, hipoplasia, atrofia, orquite, distarbios circulatérios
e neoplasias (LADDS, 1993; CAMP, 1997; ACLAND, 1998; JONES et al. 2000;
NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

3
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Estudos envolvendo as mensuracfes testiculares e a qualidade do
sémen, séo realizados com grande frequéncia no Brasil (ALENCAR et al.
1993; GABALDI et al. 1999; UNANIAM et al. 2000; NOGUEIRA et al. 2001,
ORTIZ PENA et al. 2001; SILVA et al. 2002). Entretanto, pouco se sabe sobre
o comportamento tecidual nas diferentes afec¢cdes que afetam os testiculos,
touros que ndo apresentam medidas satisfatérias, sdo descartados, com isto a
etiologia e a freqiiéncia destas afeccBes sdo desconhecidas. E com base
neste contexto que o presente estudo foi embasado, almejando determinar a
freqUiéncia das patologias testiculares, bem como averiguar o comportamento
tecidual e sua correlacdo com as caracteristicas seminais dos animais, desta
forma, os resultados obtidos irdo contribuir para casuistica nacional e fornecer

subsidios para futuras pesquisas nesta area.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. MORFOLOGIA TESTICULAR

Os testiculos sédo 6rgaos que possuem duas funcdes distintas: a producao
de espermatozodides via espermatogénese, realizada nos tubulos seminiferos
(porcao exdcrina) e a sintese e liberacdo de horménios como testosterona e
estrogeno produzidos nas células intersticiais ou células de Leydig, e nas
células de Sertoli, respectivamente (porcdo enddcrina). Estes 6rgdos estdo
contidos em uma bolsa especial derivada da pele, o escroto (Banks, 1992). Séao
elipséides e sdlidos, ndo havendo relacdo fixa entre volume testicular e o
tamanho do animal. Apresentam consisténcia macia e coloracdo amarelada ou
acastanhada (Dyce et al., 1997). Nos bovinos seu tamanho varia conforme a
idade, raca e genética, medindo de oito a 16 cm no seu eixo longitudinal e de
cinco a 10 cm de largura (Hosken, 1997).

Os testiculos estao envoltos por uma capsula rica em fibras colagenas e
tecido conjuntivo denso, denominada tunica albuginea, que emite septos para o
interior do 6rgdo (mediastino testicular) e o subdivide em l6bulos. Cada I6bulo
contém diversos tubulos seminiferos imersos em tecido conjuntivo frouxo
contendo vasos, nervos e as células de Leydig (Junqueira e Carneiro, 1999).

Externamente, a tunica albuginea é revestida por um tecido conjuntivo frouxo

5
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(tunica vaginal) derivado do peritbnio que se mescla imperceptivelmente com o
tecido conjuntivo denso da tunica albuginea (Banks, 1992; Hosken, 1997).

Histologicamente compdem-se de glandulas tubulares enoveladas,
denominadas tubulos seminiferos, e tecido intersticial, no qual encontram-se as
células de Leydig, dispostas em pequenos grupos e sustentadas por delicado
arcabouco de tecido conjuntivo, onde se situam pequenos vasos sanguineos e
linfaticos, além de nervos (Dyce et al., 1997).

As células de Leydig sdo poliédricas com um grande nucleo esférico,
nucléolos evidentes e citoplasma acidéfilo contendo inimeros granulos e
goticulas de gordura (Banks, 1992). Os tubulos seminiferos se irradiam do
mediastino na forma de adendmeros tubulares enovelados. Sao revestidos por
epitélio estratificado da zona basal intermediaria e superficial. Embora o epitélio
seja estratificado, ndo é um epitélio estratificado tipico.

As células tubulares formam a linhagem espermatogénica, composta de
espermatogbnias, espermatocitos primarios e secundarios, espermatides e
espermatozoides (Bacha e Woods, 1990; Banks, 1992). Além das células da
linhagem germinativa, estdo presentes também as células de Sertoli, sendo
que estas se encontram em numero reduzido comparado as células
germinativas. Sao distintas histologicamente por possuir um nucleo claro e de
forma oval ou triangular. Possuem formato colunar, se ap6éiam na membrana
basal e podem chegar até a luz tubular (Bacha e Woods, 1990). Banks (1992)
acrescenta que o nacleo tem cromatina finamente dispersa e nucléolo distinto,
o citoplasma é claro, tem contorno mal delineado e forma irregular.

Os tubulos seminiferos sdo continuos com os tdbulos retos e
posteriormente com a rede testicular. Essas regides séo revestidas por epitélio
pavimentoso, cubico ou cilindrico, sendo semelhantes e melhor identificadas
pelas suas posicBes nos testiculos. Nos touros, a rede testicular pode ser
revestida por epitélio cubico biestratificado. Diferentemente dos tubulos retos, a

rede testicular € formada por tubulos anastomosados ao acaso (Banks, 1992).
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2.2 BIOMETRIA TESTICULAR

Na criagcdo e exploracdo de bovinos de corte no Brasil predomina o
sistema extensivo ou a pasto, em que 0 sucesso da producao depende quase
que exclusivamente da reproducdo. A capacidade reprodutiva do touro € uma
das mais importantes caracteristicas no rebanho de corte. A fertilidade do
touro é avaliada pela taxa de prenhez/ano e quase que exclusivamente pela
capacidade funcional do touro bem como pela qualidade do sémen produzido
(Love e Kenney, 1998).

Para avaliar o perfil reprodutivo de um touro, diversos parametros
envolvendo as mensuracdes testiculares e a qualidade do sémen tém sido
propostos (Silva et al., 1993). Entre estes, o mais utilizado é a mensuracao do
perimetro escrotal, devido a facilidade de realizagdo e onde o tamanho
testicular foi relacionado com o volume de esperma produzido (Lunstra et al.,
1978). O perimetro escrotal (P.E.), também chamado de circunferéncia escrotal
(C.E) € um excelente indicador do tamanho testicular, da capacidade de
producdo espermatica, das caracteristicas fisico-quimicas, da idade a
puberdade e também da capacidade de fertilizacdo de touros jovens (Coulter e
Keller, 1982; Toelle e Robison, 1985; Alencar et al., 1993; Silva et al., 1993;
Arias e Slobodzian, 1998 e Gressler et al., 1998). Além de ser de facil
mensuragao Cyrillo et al. (2001) citam que o P.E. apresenta herdabilidade de
0,54 e 0,44, e alta repetibilidade, indicando o potencial do P.E. na selecdo de
touros. Bergmann et al., (1996) acrescentam que o coeficiente de correlacéo

entre perimetro escrotal e caracteristicas de crescimento € alto.

Ortiz Pefia et al.,, (2001) comparando os critérios de selecao de
precocidade associados ao desenvolvimento de bovinos da raca Nelore,
concluiram que a utilizacdo do P.E. associado ao peso e idade do animal
resultar4 na selecdo de individuos com potencial diferenciado, melhorando o

perfil genético do plantel.

Por outro lado Silva et al., (2002) estudando o P.E. e a qualidade do
sémen em touros da raca Nelore, afirmaram que o tamanho da circunferéncia
escrotal em touros jovens até 18 meses de idade € um dos mais importantes
critérios para selecao de reprodutores, e pode indicar a qualidade do sémen

representada pela motilidade progressiva dos espermatozoides. O tamanho da
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circunferéncia escrotal, independentemente da idade, ndo influenciou a taxa de

patologias espermaticas.

Para touros da raca Nelore o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(CBRA, 1998) estabelece os padrdes do perimetro escrotal de acordo com a

idade, conforme descrito na Tabela - 1

TABELA 1: Classificacdo touros jovens (NELORE) criados a pasto, baseado no

perimetro escrotal.

IDADE MEDIA MUITO BOM BOM QUESTIONAVEL
(meses) (cm) (cm) (cm) (cm)
11-13 19,5 > 23,5 21-235 <21
14 -16 22,8 > 28,0 24,5 -28 <245
17-19 25,9 >31,5 28-31,5 <28
20-22 28,2 > 33,5 30-33,5 <30
23-25 29,8 > 35,0 31,5-35 <315
26 - 28 31,1 > 36,0 32,5-36 <325
29-31 32,2 > 36,5 33,5-36,5 <335
>31 35,2 > 40,5 37-40,5 <37

Programa de melhoramento genético de NELORE — CBRA (1998).

Além do PE, outras mensuracdes testiculares vém sendo avaliadas, como
o formato e o volume testicular. Nogueira et al., (2001) avaliaram as
caracteristicas seminais de touros jovens da raca Nelore de acordo com a
biometria testicular e concluiram que o indice testicular é de grande valia para
avaliacdo de animais pré-pubere. Bailey et al.,, (1998) averiguaram que 0
perimetro escrotal isoladamente ndo € um bom parametro para escolher um
reprodutor, tornando-se necessaria a inclusdo de outras mensuracées, como o
volume testicular. Unanian et al., (2000) citam que ao avaliar um touro jovem, o
volume testicular aliado ao perimetro escrotal tornam a sele¢@o mais precisa.
Fields et al., (1979) avaliaram testiculos in vitro por deslocamento de
liquido e compararam com a seguinte expressao matematica:
Vol = 2[(r?) x zx C] onde:
r = raio de largura testicular (L/2);
7= constante matematica (3,14);

C = comprimento testicular.
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A partir desta equacédo, chegaram a valores que ndo diferiram daqueles

avaliados pelo deslocamento de liquido.

2.3 MORFOMETRIA TESTICULAR

No que concerne & morfometria testicular, escassos sdo o0s dados
referentes a estas medidas em bovinos da raca Nelore. Castro et al., (1997)
descreveram a importancia do ciclo do epitélio seminifero (CES) nos estudos
sobre a espermatogénese. Estes autores acrescentam que a andlise
qualitativa do CES, além de ser essencial no estabelecimento do padrédo de
divisdo e renovacdo das espermatogbnias, permite estimativas da eficiéncia
do processo espermatogénico. Sousa et al. (2004), estudaram o diametro
tubular de testiculos de touros da raca “Pé-duro”, e ressaltam a importancia de
novos estudos envolvendo a morfometria testicular em bovinos.

O ciclo do epitélio seminifero foi descrito em coelhos (Berndtson e Foote,
1997), caprinos (Franca et al., 1999), bufalos (Guraya e Bilaspuri, 1976),
varroes (Garcia-Gil et al., 2002), e em touros Nelore (Cardoso e Godinho,
1983). Rao Veeramachaneni et al.,, (1986), descreveram que tubulos
seminiferos de animais com degeneracao testicular, apresentaram diferenca de
acordo com a severidade do processo degenerativo. Estes autores
acrescentam que o tamanho dos tubulos possuem alta correlagdo com o

tamanho testicular, com as caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen.

No que concerne ao uso da morfometria nas alteracdes testiculares,
Franca et al., (2000) utilizaram este método para avaliar o efeito de Cimetidine
no epitélio seminifero de ratos e, averiguaram que a porcentagem de epitélio
seminifero decresce a medida em que aumenta o processo degenerativo das
espermatogbnias. Ladds (1993) cita que alteracbes na espessura da
membrana basal dos taubulos seminiferos podem ser constatadas em testiculos
com hipoplasia ou degeneragcdo. Este autor acrescenta que nos casos de
hipoplasia os tubulos diminuem o diametro, porem, as células de Leydig entram

em hiperplasia, podendo mascarar o tamanho testicular.
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2.4 CARACTERISTICAS SEMINAIS

Outro método classico e amplamente utilizado para avaliar a fertilidade de
um touro é o exame andrologico, este, constitui-se das seguintes avaliacdes:
exame clinico com énfase nos aparelhos locomotor e reprodutor; avaliacdo do
interesse sexual do touro ou teste da libido e espermograma (Johnson, 1997).

No espermograma sdo avaliadas as caracteristicas fisicas do ejaculado e
as caracteristicas morfoldégicas dos espermatozéides. Nos aspectos fisicos
examina-se principalmente a motilidade, o vigor, o turbilhonamento e a
concentracdo (Johnson, 1997; CBRA, 1998; Parkinson 2004).

A motilidade é uma analise subjetiva que expressa os percentuais de
espermatozoides vivos e mortos. O vigor representa a forca do movimento dos
espermatozoides e, o turbilhonamento, também chamado de movimento em
massa, caracteriza-se por movimentos em ondas observadas em uma gota de
ejaculado. A intensidade do movimento € resultante da motilidade, vigor e
concentracdo espermatica (Hafez, 1988).

No que diz respeito as alteracdes morfologicas dos espermatozoides,
Johnson (1997) e Parkinson (2004) explicam que as alteracbes podem ser
classificadas de acordo com a regido dos espermatozolides (cabeca, peca
intermediaria, cauda e gotas citoplasmaticas) ou de acordo com o lugar de
origem (testiculos = defeitos primarios, epididimos = defeitos secundarios e
glandulas acessorias = defeitos terciarios ou pdés-ejaculado). Além destas
classificacbes, Barth e Oko (1989) descreveram um método simples e
funcional, neste método sdo quantificados os percentuais de espermatozoides
normais, defeitos de cabeca (subdesenvolvidos, piriformes, crateras, delgados
na base, vacuolos e defeitos de contorno), acrossomo (vesiculoso, ausente,
granular e dobrado), peca intermediaria (fraturada, hipoplasica dupla e
enrolada), gota citoplasmatica proximal, cauda (fortemente dobrada, retro-axial
e fortemente enrolada) e cabeca isolada normal.

Animais com degeneracao testicular severa apresentam oligospermia ou
azospermia, dependendo da gravidade, aumento no niumero de anormalidades
espermaticas, especialmente de cabeca e peca intermediaria. Quanto a
cinética espermatica, o0 percentual de motilidade progressiva dos

espermatozoides diminui concomitantemente ao aumento das anormalidades
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(Brito et al. 2003; Kastelic et al., 1997; Vogler et al., 1993; Fonseca e Chow,
1995; Parkinson, 2004; Camp, 1997; Rote et al. 1995).

No Brasil, todas as classificacfes supracitadas sédo aceitas pelo Colégio
Brasileiro de Reproducéo Animal (CBRA, 1998). De acordo com este 6rgao, um
touro sera considerado apto para reproducdo quando apresentar 70% de
motilidade, 3 de vigor, 3 de turbilhonamento e menos de 30% de

espermatozoides anormais.

2.5 ALTERACOES TESTICULARES

No que concerne a degeneracédo testicular, esta afeccdo caracteriza-se
por processos degenerativos e necroticos das células germinativas (Santos,
1979), e € uma leséo relativamente comum (Acland, 1998). Pode apresentar-se
de maneira uni ou bilateral, a depender da causa (localizada ou sistémica),
temporaria ou permanente e podendo variar de discreta a severa sob o ponto
de vista patoldgico (Blanchard et al., 1991; Camp, 1997; Nascimento e Santos,
2003).

Este processo constitui a principal fonte de infertilidade do macho
(Nascimento e Santos, 2003). Estudos envolvendo analises histoldgicas dos
testiculos indicam que a degeneracdo testicular € a alteracdo encontrada com
maior freqiiéncia em touros.

Maia (1979) e Goiozo et al. (2005) avaliaram microscopicamente 0s
testiculos de touros e a degeneracéo testicular foi a afec¢cdo mais freqliente em
ambos os estudos, representando 42,66% e 54,10% respectivamente.

A degeneracao testicular € uma afeccdo de origem multi-fatorial sendo, a
injuria térmica ou condicbes que resultam no aumento da temperatura
testicular, as causas mais comuns (Blanchard, 1991; Kastelic, et al., 1997) .
Além destas, disturbios hormonais, deficiéncias nutricionais, orquites,
dermatites escrotais, queda acentuada da temperatura ambiente, obstrucdes
epididimarias, estresse, lesdes no plexo pampiniforme e atrofia testicular senil,
culminam com a degeneracao testicular (Blanchard, 1991; Ladds, 1993, Camp,
1997; Hafez, 2004).
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Macroscopicamente, os testiculos degenerados sao tumefeitos, de
coloracéo pélida e em casos iniciais podem estar discretamente diminuidos de
tamanho. Ja nos casos mais avancados apresentam-se significativamente
diminuidos, firmes e resistentes ao corte, em razdo da proliferacdo de tecido
conjuntivo (Camp, 1997, Acland, 1998; Nascimento e Santos, 2003)

No que refere aos aspectos histopatolégicos, os tubulos seminiferos estao
diminuidos de tamanho, ocorrendo o espessamento da membrana basal,
descamacdo do epitélio seminifero e com a presenca de células gigantes. O
aspecto morfolégico € de fundamental importancia na diferenciacdo entre
hipoplasia e degeneracdo, pois na degeneracdo ha maior numero de
espermatogbnias com citoplasma vacuolizado e, apesar de existir o
espessamento e hialinacdo da membrana basal, na degeneracdo estas
possuem um contorno irregular (Blanchard, 1991; Ladds, 1993; Acland, 1998;
Nascimento e Santos, 2003). Rao Veearamachaneni et al. (1995) acrescentam
que animais com degeneracgdo testicular severa apresentam atrofia das células
de Leydig.

No que diz respeito aos impactos da degeneracdo testicular sobre a
qualidade seminal do touro, é consenso entre pesquisadores que animais com
degeneracédo testicular severa apresentam oligospermia ou azospermia,
dependendo da gravidade, aumento no numero de anormalidades
espermaticas, especialmente de cabeca e peca intermediaria. Quanto a
cinética espermatica, o percentual de motilidade progressiva dos
espermatozoides diminui concomitantemente ao aumento das anormalidades
(Brito et al. 2003; Kastelic et al. 1997; Vogler et al. 1993; Fonseca e Chow,
1995; Parkinson, 2004; Camp, 1997; Rote et al. 1995).

A hipoplasia testicular particulariza-se pelo ndo desenvolvimento das
células germinativas dos tubulos seminiferos. Esta alteracdo ocorre em
associacdo com diversos fatores, tais como: distirbios no desenvolvimento,
genéticos e cromossdémicos (Jones et al., 2000). Nascimento e Santos (2003)
citam que a hipdtese aceita para esta anomalia nos bovinos é a presenca de
um gene autossdmico de penetrancia incompleta.

De acordo com Steffen (1997), a hipoplasia testicular em touros é a
afeccao genética descrita com maior frequéncia. Quanto a incidéncia, Ladds

(1993) cita que aproximadamente 0,5% dos diagnosticos das lesdes
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testiculares sao de hipoplasia. Oashi et al., (1988) encontraram um caso (1,1%)
da referida afeccdo em 95 touros Nelore criados em clima amazonico. Maia
(1979) avaliou histologicamente os testiculos de 150 touros abatidos no
municipio de Belo Horizonte-MG e diagnosticou um caso de hipoplasia,
representando 1,33% de todas afeccdes encontradas. Goiozo et al., (2005)
estudaram os testiculos de 80 touros da raca Nelore criados no centro-oeste
brasileiro e observaram hipoplasia testicular em 15% (12) dos animais
avaliados.

Sob o ponto de vista anatomo-patoldgico, a hipoplasia pode ser dividida
em discreta (leve), moderada (intermediaria) e severa (total). Pode ser uni ou
bilateral, sendo o testiculo esquerdo afetado com maior freqiiéncia (Ladds,
1993; Steffen, 1997; Acland, 1998; Nascimento e Santos, 2003).

Segundo Ladds (1993), a medida da circunferéncia escrotal, quando
usada sistematicamente, torna-se uma técnica Util para o julgamento de
testiculos hipoplasicos, o perimetro escrotal (PE) comeca a reduzir com o
aumento dos tubulos hipoplasicos. Steffen (1997) acrescenta que a hipoplasia,
qguando completa (ou severa) € nitidamente evidente e facilmente palpavel. Em
contra partida, Goiozo et al. (2003) comparam o perimetro escrotal de touros
com hipoplasia testicular discreta e modera com animais com testiculos
normais e constataram que nao ha diferenca significativa, evidenciando a
incapacidade de diagnosticar esta afeccdo em graus discreto e moderado, por
avaliacdes biométricas.

Histologicamente, os tubulos hipoplasicos podem ser confundidos com
tubulos normais. Em casos de hipoplasia severa, os tubulos ficam com o
diametro menor e lineado por células de Sertoli, talvez pela lamina basal ou
espermatogbnias que ndo mostram atividade mitética. A membrana basal é
espessada e hialinizada com um aumento do tecido conjuntivo peritubular. As
células de Leydig ficam em numero aumentado comparado com o testiculo
normal (Ladds, 1993; Acland, 1998; Jones et al., 2000).

Na hipoplasia moderada, 50% ou mais dos tubulos estdo envolvidos,
enquanto nos tdbulos remanescentes ha graus variados de atividade
espermatogénica e, ocasionalmente, espermatozéides. Na maioria dos tubulos,
a atividade de diferenciacdo ocorre somente até o estagio de espermatocitos. A

subsequente degeneracdo resulta em vacuolizacdo do epitélio germinativo.
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Além disso, a vacuolizacdo, estdo presentes células gigantes multinucleadas
em numero variavel, evoluindo para divisdo, mas ndo para separagdo das
células germinativas. Na hipoplasia discreta, ocasionalmente os tubulos séo
tomados somente por células de Sertoli, mas na maioria dos tubulos ha
atividade mitogénica além do estagio de espermatdcitos. Embora haja
infiltracdo de células inflamatorias (linfocitos), esta ndo € uma caracteristica da
hipoplasia (Ladds, 1993).

O diagnéstico de hipoplasia moderada e principalmente discreta é dificil,
uma vez que os testiculos estdo clinica e macroscopicamente inalterados e a
fertilidade do touro estad praticamente normal (Nascimento e Santos, 2003).
Steffen (1997) afirma que o diagnéstico definitivo de hipoplasia testicular é feito
por exames histopatolégicos, uma vez que, macroscopicamente, a hipoplasia
testicular pode ser confundida com degeneracéo ou atrofia testicular.

Touros com hipoplasia testicular severa, sao facilmente identificados por
exames androlégicos de rotina e eliminados do rebanho. Animais com
hipoplasia moderada s&o considerados férteis na primeira avaliacao,
entretanto, evidencia-se uma diminuicdo acentuada na concentracdo
espermatica e no volume do ejaculado em uma segunda avaliacao,
caracteristicas estas que sugerem a presenca desta afeccdo no touro. Ja
animais com hipoplasia testicular discreta, possuem medidas testiculares e
caracteristicas seminais dentro dos padrdes normais (Steffen, 1997;
Nascimento e Santos 2003).

O uso do método de coloracdo pelo Acido Periédico de Shiff (PAS) auxilia
na diferenciacdo entre hipoplasia e degeneracdo, visto que esta técnica, cora
acentuadamente a membrana basal, que nos casos de hipoplasia apresenta-se
espessada, com aproximadamente lum de espessura e com O contorno
inalterado (Ladds, 1993).

As alteracBes circulatérias, exceto a trombose, normalmente sao
secundarias a outras lesbes. Dentre estas, as mais comuns sao: hemorragia,
edema, hiperemia e congestdo. A hemorragia ocorre apds processos toxicos
e/ou infecciosos, nos quais petéquias estdo presentes no intersticio testicular.
Edema e hiperemia comumente estdo associados a traumas e processos
inflamatorios. Microscopicamente, nos casos de edema, sdo evidenciadas

separacfes de tubulos, replecdo de vasos linfaticos e presenca de contetdo
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proteinaceo no intersticio celular. Quanto a hiperemia observam-se veias e
artérias dilatadas e repletas de hemacias (Santos, 1979; Ladds, 1993).

No que refere a trombose, esta é relativamente comum nos testiculos de
touros, possui origem idiopatica, esta presente no parénquima ou nas tunicas e
freqlentemente ocorre a mineralizacdo dos trombos oclusivos (Ladds, 1993).

No que diz respeito a orquite, esta afec¢cdo possui origem traumatica ou
infecciosa e pode ser intersticial (intertubular), intratubular ou necrosante,
dependendo da localizacdo e caracteristica da lesdo (Santos, 1979; Ladds,
1993; Acland, 1999).

A orquite trauméatica ndo é comum nos bovinos, ocorrendo com maior
freqUéncia no carneiro e no cdo. Nos bovinos, a orquite traumética é resultante
de feridas situadas no escroto, onde, em casos graves, a progressao da leséo
afeta os testiculos (Santos, 1979).

No gue concerne a orquite infecciosa, diversos agentes podem acometer
o macho bovino, tais como: Brucella abortus, Mycobacterium tuberculosis,
Actinomyces pyogenes, Nocardia farcinica, herpesvirus bovino tipo Il (RBI-
VPI), entre outros. Estes agentes podem chegar aos testiculos por via
hematodgena ou ascendente (Smith, 1994; Camp 1997; Acland, 1999; Jones et
al., 2000; Nascimento e Santos; 2003).

Dos agentes citados, o que merece destaque € a Brucella abortus. Nos
bovinos este microrganismo causa inicialmente uma orquite intratubular que
posteriormente progride para orquite necrosante (Ladds, 1993; Smith, 1994;
Acland, 1999; Jones et al.,, 2000; Nascimento e Santos; 2003). Os sinais
clinicos sdo os caracteristicos da resposta inflamatéria; rubor, calor tumor, dor
e perda da funcéo (Smith, 1994). Pode ocorrer de maneira uni ou bilateral. Em
ambas, o animal sofre subfertilidade ou infertilidade. Quando apenas um
testiculo é acometido, a infertilidade ou subfertilidade deve-se ao aumento da
temperatura do testiculo afetado, que induz o contra-lateral a um quadro de
degeneracéo severa (Aguiar et al. 2001; Nascimento e Santos, 2003).

Ao exame macroscopico do testiculo, apds a necropsia ou orquiectomia,
observam-se presenca de conteudo fibrino-purulento ou hemorragico, areas de
necrose de coagulacéo e nos casos cronicos, pode haver proliferagéo de tecido

conjuntivo (fibrose) ou a presenca de abscessos (Nascimento e Santos, 2003).
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Microscopicamente, nota-se necrose de caseificacdo, envolvida por
macrofagos, linfécitos e capsula conjuntiva. Debris celulares das células
tubulares também podem ser observados (Jones et al., 2000; Nascimento e
Santos, 2003).

Infeccé@o por Mycobacterium tuberculosis também é uma causa comum de
orquite nos bovinos. Frequentemente, a manifestagcdo de tuberculose nos
testiculos esta associada a focos primarios da doenca em outros 6rgaos, que
disseminaram por via hematdgena até atingir o testiculo (Santos, 1979).

Adeniran et a. (1992) descreveram um caso de tuberculose generalizada
com orquite em um touro, o animal tinha noédulos caseosos em linfonodos da
cabecga, térax e abddmen; diafragma, pleura, figado, rins e baco continham
ndédulos fibrosados e/ou calcificados, de coloracdo amarelada e firmes ao corte.
Quanto aos testiculos, os autores relataram que o 6rgédo direito era
aproximadamente cinco vezes maior que o0 esquerdo, possuia noédulos
caseosos de varios tamanhos e de coloragdo amarelada. O testiculo esquerdo
continha nodulos, mas ndo estava completamente destruido. Havia conteudo
purulento na cabeca do epididimo e tunica albuginea, que se apresentava
espessada e fibrosada. Neste caso, o diagndstico foi confirmado pelo
isolamento de Mycobacterium nos granulomas testiculares.

Além da orquite brucélica, Acland (1999) cita um outro tipo comum nos
bovinos, a orquite inespecifica. Esta se caracteriza por uma inflamacéao leve,
multifocal, subaguda, intersticial e de origem desconhecida. Ndo ha lesbes
macroscopicas evidentes, sendo portanto um diagndéstico microscopico, onde
sdo observados focos linfocitarios ao redor dos tubulos seminiferos e vasos.
Goiozo et al. (2005) diagnosticaram orquite inespecifica em 47 de 159
testiculos avaliados, em que o predominio celular era de monunucleares,
principalmente linfocitos.

Segundo Camp (1997), touros com orquite tém invariavelmente quadros
de degeneracdo testicular resultante do aumento da temperatura testicular
devido ao processo inflamatério, desta forma, as caracteristicas seminais de
touros com orquite sdo semelhantes aquelas descritas em animais com
degeneracédo testicular, ou seja, diminuicdo na motilidade progressiva e

defeitos de cabeca e peca intermediaria.
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Goiozo et al., (2005b) avaliaram o perfil seminal de touros com orquite
bacteriana e relataram que a média de defeitos espermaticos nestes animais
foi de 35,1%, sendo a fragmentacdo nuclear o defeito com maior percentual
(média de 11,6%).

Quanto as neoplasias testiculares, estas sdo comuns em touros idosos.
Os tumores testiculares sdo derivados dos componentes especializados dos
testiculos, sendo eles: tumor das células intersticiais ou de Leydig ou
leydigocitoma; tumor das células de Sertoli ou sertolioma; tumor das células
germinativas ou seminoma. Estes trés tipos de neoplasias podem ocorrer de
maneira isolada ou combinada. Na maioria dos casos de tumores testiculares,
a espermatogénese fica comprometida no testiculo afetado, enquanto o
contralateral mantém o processo de gametogénese normal (Acland, 1999;
Nascimento e Santos, 2003).

Dentre as neoplasias testiculares, o leydigocitoma é a mais comum nos
bovinos. Pode ser uni ou bilateral, multiplo ou sélido, com didmetro que varia
de milimetros a poucos centimetros. Somente em casos especiais leva a um
aumento de volume evidente do oOrgao. Macroscopicamente, este tumor é
facilmente identificado devido a sua coloracdo bronzeada ou alaranjada. E uma
neoplasia esférica, bastante vascularizada e macia a palpacao (Ladds, 1993;
Acland, 1999; Jones et al., 2000; Nascimento e Santos, 2003).

Ao exame histologico, caracteriza-se pela presenca de células
arredondadas com citoplasma granuloso, vascularizacao intensa e, em alguns
casos pode haver pigmentos citoplasmaticos e areas focais de hemorragia e
necrose. Além destas caracteristicas, cédpsula conjuntiva e atrofia tubular
adjacente podem ser observados (Nascimento e Santos, 2003).

De acordo com Acland (1999), a diferenciacdo entre leydigocitoma e
hiperplasia das células de Leydig é problematica. Nascimento e Santos (2003)
citam que devido a esta dificuldade, existe a tendéncia de classificar os nédulos
com menos de 2mm de diametro como hiperplasia e nédulos com diametro
superior, como neoplasicos.

No que diz respeito ao sertolioma, esta é a neoplasia menos comum no
touro. Macroscopicamente apresenta grandes formagdes nodulares envoltas
por espessa capsula conjuntiva, consisténcia firme, coloracdo esbranquicada

ou acinzentada e aspecto lobular ao corte. Ao exame histopatologico €
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composto por abundante estroma conjuntivo, células alongadas com
disposicdo em forma de feixes perpendiculares a membrana basal e citoplasma
acidofilo assim como nucleo basal e hipercromatico (Ladds, 1993; Acland,
1999; Jones et al., 2000; Nascimento e Santos, 2003).

Os seminomas sdo habitualmente tumores solitarios e unilaterais. Sua
ocorréncia € mais freqlente em testiculos criptorquidicos. A origem
multicéntrica e a capacidade invasiva sao sinais caracteristicos deste tumor.

Macroscopicamente, apresenta-se como uma massa branca ou cinza-
roésea, firme, protrui ao corte, deixa fluir um liquido viscoso e possui finas
trabéculas fibrosas. Microscopicamente, os seminomas podem ser encontrados
em arranjos intratubulares ou difusos de células grandes, poliédricas, com
contornos bem demarcados. A cromatina mostra-se vesiculosa e os nucléolos
proeminentes. S&o vistas areas de necrose, e infiltrado de células inflamatérias
linfociticas (Ladds, 1993; Acland, 1999; Jones et al., 2000; Nascimento e

Santos, 2003).
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3. OBJETIVOS

Dada a relevancia do touro na cadeia produtiva da carne e considerando
0S impactos econdmicos ocasionados pelas lesGes testiculares, aliado a
escassez de informacGes detalhadas sobre o comportamento biométrico,
tecidual e seminal em diferentes alteracdes que podem acometer os testiculos,
os objetivos do presente estudo foram:

e Quantificar e qualificar altera¢cOes testiculares de bovinos da raga nelore;

e Determinar os padrées dos componentes teciduais de testiculos de
bovino por analises morfométricas;

e Verificar a existéncia de diferencas morfométricas em diferentes
afeccoes testiculares;

e Verificar o comportamento biométrico e seminal nas afeccbes
testiculares diagnosticadas pela histopatologia;

e Determinar a eficacia dos métodos tradicionais de avaliacdo na deteccéo

de lesdes testiculares microscoépicas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Para a realizacédo do estudo que se apresenta, foram utilizados 56 touros
da ragca Nelore, puros de origem, com idade entre 30 e 45 meses, pesando
entre 420 e 600 kg, clinicamente sadios, provenientes de criacdo extensiva,
cedidos pelo Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC -
EMBRAPA), localizado no municipio de Campo Grande — MS. Os touros eram
sorologicamente negativos para brucelose (Soroaglutinacdo rapida com
Antigeno Acidificado Tamponado) e ndo reagentes para tuberculose bovina
(Teste intra-dérmico caudal com PPD — Bovina). Os animais permaneceram em
pastagens de Brachiaria brizanta, com lotacdo de 1 UA/ha, da desmama até o
altimo dia de coleta de dados e materiais bioldgicos. Neste periodo, 0s animais
recebiam suplementacdo mineral, eram vacinados contra febre aftosa e,
clostridioses, vermifugados e banhados com ectoparasiticidas de acordo com o

calendario sanitario da referida Instituicao.
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4.2. EXAME ANDROLOGICO

No presente estudo, foram realizados trés exames androlégicos em
intervalos de 15 dias entre um e outro. Antes de cada exame, 0s animais foram
submetidos a exames clinicos, dando énfase ao sistema genital, em seguida, o
sémen foi coletado por meio de eletro-ejaculagdo. Imediatamente apds a
coleta, os ejaculados foram avaliados quanto ao aspecto (cremoso, leitoso,
opalescente e aquoso) e com o auxilio de um microscopio de luz, a cinética
espermatica foi estimada subjetivamente pelo turbilhonamento (TURB, 0 — 4),
motilidade (MOT, %) e vigor (VIG, 0 — 5). O percentual de espermatozoides
normais e com defeitos foi estimado em microscopia de contraste de fase
(1000x/200 células). Para esta analise, consideraram-se as seguintes
anormalidades: defeitos de cabeca (subdesenvolvidas, piriformes, crateras,
delgadas na base e defeitos de contorno), acrossomo (vesiculoso, ausente,
granular e dobrado), peca intermediaria (fraturada, hipoplasica, dupla e
enrolada) gota citoplasmatica proximal, cauda (fortemente dobrada, retro-axial
e fortemente enrolada). Todos os critérios de avaliagdo seminal supracitadas
seguiram os critérios de Barth e Oko (1989).

Além das anormalidades descritas acima, avaliou-se também a
fragmentacdo nuclear, em esfregacos seminais corados pelo método de
Feulgen, descrito por Miller at al. (1982), Barth e Oko (1989) e modificado por
Fernandes (2005). A fragmentacao foi considerada em nucleos espermaticos
com halos ou vacuolos visiveis ou ndo, células com coloragdo rarefeitas
(fantasmas), células com presenca de vesiculas (pouch formation), e células
com caracteristicas granulares (clampy), conforme descreve Fernandes (2005).

Com base nas avaliagdes supracitadas, os animais foram classificados
em aptos ou inaptos, conforme descreve o Colégio Brasileiro de Reproducéo
Animal (CBRA, 1998). O touro considerado apto para reproducédo apresentou
no minimo 70% de motilidade, 3 de vigor, 2 de turbilhonamento e menos de

30% de espermatozoides anormais.
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4.3. AVALIACAO BIOMETRICA

A avaliagdo biométrica dos testiculos dos animais em estudo constituiu-se
nas seguintes mensuracdes: perimetro escrotal (PE); larguras dos testiculos
direito e esquerdo (LTD e LTE) e comprimentos dos testiculos direito e
esquerdo (CTD e CTE).

O perimetro escrotal foi determinado na regido mediana do escroto com o
auxilio de uma fita métrica (Figura 1), o comprimento e a largura foram obtidos
com auxilio de um paquimetro, sendo que a mensuracéao foi realizada apés a

orquiectomia (Figura 2).

FIGURA 1: Mensuracao do perimetro escrotal com auxilio de fita métrica
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FIGURA 2: (A). Mensuracdo do comprimento testicular (CP); (B) Mensuracdo da

largura testicular (LG)

4.4. COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA ANALISES

Os testiculos foram obtidos por meio de orquiectomia seguindo a técnica
descrita por Tunrner e Mcllwraith (1987). Apds a retirada e a mensuracao,
metade de cada testiculo foi acondicionada em frasco estéril para analise
microbioloégica e das metades remanescentes foram coletados fragmentos

representativos para analises histologicas e morfométricas.

4.4.1. EXAME BACTERIOLOGICO

Para a realizacdo do exame microbiologico, utilizou-se cultura em agar
sangue ovino 5% (Figura 3). As colbnias bacterianas foram submetidas aos
métodos de identificacdo pela coloracdo de Gram e provas bioquimicas para

identificacdo do género, segundo o Manual Bergey de Bacteriologia (1999).
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FIGURA 3: Semeadura em Agar sangue ovino 5%.

4.4.2. CONFECCAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS

Para a confeccdo das laminas histoldgicas, inicialmente procedeu-se a
fixacdo dos fragmentos em solucdo de Bouin por 24 horas (Ladds, 1993),
posteriormente, os fragmentos foram processados com auxilio de um
histotécnico, emblocados em parafina histolégica e cortados em microtomo
rotativo com 4 um de espessura. Para a detec¢do das lesbes em microscépio
optico, as laminas foram coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE)
(Behmer, 1976).
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4.5 CRITERIOS DE CLASSIFICAGAO DAS ALTERAGOES

As alteracgOes foram classificadas de acordo com as descri¢gdes de Ladds,
(1993); Camp, (1997); Acland, (1998); Jones et al., (2000) e Nascimento e
Santos, (2003).

4.5.1 Hipoplasia Testicular

Para o diagndstico de hipoplasia testicular foram analisados o contetdo
celular dos tubulos seminiferos (tubulos somente com células de Sertoli, tecido
conjuntivo e raras células germinativas sem atividade mitotica), a espessura da
membrana basal e o comportamento das células de Leydig, que nos casos de
hipoplasia podem estar hiperplasicas. A hipoplasia foi classificada quanto ao
percentual estimado de tabulos acometidos por analise em microscopia optica

semiquantitativa: discreta, moderada e severa.

4.5.2 Degeneragdao Testicular

A degeneragéo testicular foi classificada em discreta, moderada ou
severa. Para tal foram considerados os seguintes itens: presenca de mitose
nas ceélulas germinativas; integridade dos tubulos; contorno e espessura da
membrana basal; descolamento dos tubulos; vacuolizacdo citoplasméatica das
células germinativas; numero de células por tdbulo; presenca de

espermatozoides na luz tubular.

4.5.3 Orquite

O processo inflamatério foi classificado em orquite inespecifica e orquite
bacteriana.

No que refere a orquite inespecifica a classificacdo baseou-se nhas
caracteristicas histoldégicas descritas por Acland (1998), que incluem a
presenca de células mononucleares com predominancia de linfocitos dispostos
no tecido intersticial adjacente ao tubulo seminifero. Quanto a orquite
bacteriana, a classificacdo baseou-se nos resultados dos exames
microbiolégicos e foram confirmados em analises histoldgicas, nas quais foram
observados infiltrados inflamatérios (mononucleares e polimorfonucleares)
dispostos tanto no tecido intersticial quanto no interior dos tabulos e também

classificado quanto ao 6rgao acometido (direito, esquerdo ou ambos).
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4.6. AVALIACAO MORFOMETRICA

A avaliacado do comportamento dos componentes teciduais dos testiculos,
tais como: area de limen (LM), area de epitélio germinativo (EP = area do
tubulo — area do lumen), area de células de Leydig (CL) e area de estroma
(ES), foi realizada por meio de um sistema computadorizado de andlise de
imagens, em que as imagens foram obtidas dos cortes histolégicos de cada
orgao (direito e esquerdo) em microscopia de luz, com objetiva de 20 x e
mensuradas pelo software KS-400. Os resultados obtidos em um? da area de
cada componente tecidual foram transformados e analisados em percentual,

conforme descrito em seguida.
4.7. ANALISES ESTATISTICAS

Antecipadamente aos testes estatisticos, avaliou-se a homogeneidade da
variancia dos resultados obtidos nas avaliagbes biométricas, seminais e
morfométricas nas diferentes alteracdes testiculares, estimando o coeficiente
de variacdo (CV = desvio padrao/média x 100) e aqueles que apresentaram
C.V. superior a 30% foram submetidas a transformacdo angular pelo modelo
matematico: ASEN[RAIZ(variavel/100)] segundo Sampaio (2002).

Para avaliar o comportamento das caracteristicas biométricas (PE, CPD,
LGD, CPE e LGE), caracteristicas seminais (motilidade e morfologia
espermética) e caracteristicas morfométricas frente as alteracdes testiculares,
utilizou-se o procedimento “PROC GLM” do programa “Statistical Analysis
System” (SAS) versdo 8.2 (2001). A anélise de variancia deu-se pelo teste de
Duncan (p<0,05), pelo seguinte modelo matematico:

s? [ 1 1 j
drnS(Duncan) =Y.5 —+—
2 r, TIg

onde :
dmspuncan) = Diferenca Minima Significativa;
gi = valor tabelado por Duncan;

S? = valor estimado do quadrado médio do residuo;
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r = nimero comum de observacdes por tratamento.

Para verificar a diferenca do turbilhonamento (0 — 4), do Vigor (0 — 5) na
cinética espermatica e na classificacdo dos animais (aptos ou inaptos) nas
diferentes afeccdes, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal — Walis por
meio do procedimento “PROC RANK” do programa computacional supracitado

através do modelo matematico descrito abaixo:

o L[Sy RN

s & 7 n 4
onde:
nj= numero de observacdes para 0 i-j€simo grupo;
k
N=>'n (total de observacdes);
i=1

R; = soma das ordenacdes para o i-jésimo grupo;

2_ 1 2_N(N+1)2
S_N—l{zx” 4 }

Xij = ordenacéo de cada j-ésima observagéo de cada i-jésimo grupo.

Quando verificada a significancia pelo teste supracitado, utilizou-se o
procedimento PRO GLM do software citado acima, para averiguar a diferenca
entre as médias ordenadas pelo Teste T de Student (p<0,05) com n — k graus

de liberdade, de acordo com o modelo abaixo.
‘o R-R
-1-

O]

Onde:
ﬁ =R /n (Ordenacdo média do i-jésimo grupo).
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5. RESULTADOS

5.1 ALTERACOES TESTICULARES

As frequéncias das alteracdes testiculares obtidas na avaliacao
histopatoldgica estdo expressas na Tabela 2. No que diz respeito a cultura
microbiolégica, em 15 animais constatou-se crescimento de colbnias (Figura 4)
e as frequéncias dos agentes bacterianos isolados estao elucidadas na Tabela
3. Nos 56 touros avaliados, 14 (25,00%) ndo apresentaram alteracées nos
testiculos (Figura 5). Quanto as alteracdes, a orquite bacteriana (Figura 6) foi a
afeccdo mais frequente observada em 15 (26,86%) animais, sendo 10 no
testiculo direito, 4 no testiculo esquerdo e 1 em ambos (Figura 7), seguida pela
degeneracéo testicular (Figura 8), orquite inespecifica (Figura 9), e hipoplasia
testicular discreta (Figura 10), observadas em 10 (17,86%), 10 (17,86%) e 7
(12,50%), respectivamente.

No que concerne aos agentes microbianos detectados em 15 touros,
foram isolados Staphylococcus spp., Actinomycetos spp., Pseudomonas spp.,
Streptococcus spp., € Candida spp. em 10 (67,00%), 2 (13,00%), 1 (7,00%), 1
(7,00%) e 1 (7,00%), respectivamente.
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TABELA 2. Frequéncia das alteracdes testiculares observadas
por andlises histopatolégicas em touros da raca
Nelore (n=56). Embrapa Gado de Corte. Campo
Grande — MS. 2006.

Grupos Frequéncia (n) Frequéncia (%)
Normais 14,00 25,00%
Hipoplasia 7,00 12,50%
Degeneracao 10,00 17,86%
Orquite Inespecifica 10,00 17,86%
Orquite Bacteriana 15,00 26,86%

TABELA 3. Frequéncia dos agentes microbianos isolados em
Agar sangue ovino 5% a partir de amostras de
testiculos de touros da raca Nelore (n=15).

Embrapa Gado de Corte. Campo Grande — MS.

2006.
Agentes Frequéncia (n) Frequéncia (%)
Actinomycetos spp. 2 13,00%
Candida spp. 1 7,00%
Pseudomonas spp. 1 7,00%
Staphylococcus spp. 10 67,00%

Streptococcus spp. 1 7,00%
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FIGURA 4: Cultura em Agar sangue ovino 5%, nota-se crescimento
bacteriano em trés quadrantes. Embrapa Gado de Corte. Campo
Grande — MS. 2006.

FIGURA 5: Fotomicrografia testicular. Tabulo seminifero normal com
espermatozéides na luz tubular, HE, 400 x. Embrapa Gado de Corte.
Campo Grande — MS. 2006.
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FIGURA 6. Fotomicrografia testicular. Orquite bacteriana. Notam-se
infiltrado inflamatério mononuclear intratubular. (HE, 400 x).
Embrapa Gado de Corte. Campo Grande — MS. 2006.

FIGURA 7. Representacdo grafica (% n) da orquite bacteriana em
relacdo ao testiculo acometido. Embrapa Gado de Corte. Campo
Grande — MS. 2006.
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FIGURA 8. Fotomicrografia testicular. Degeneracdo Testicular.
Notam-se irregularidade no contorno tubular, diminuicdo do epitélio
germinativo e auséncia de espermatozoides. (HE, 200 x). Embrapa
Gado de Corte. Campo Grande — MS. 2006.

FIGURA 9: Fotomicrografia testicular. Orquite inespecifica. Notam-se
a presenca de células mononucleares e edema intersticial, além de
processo degenerativo das espermatogébnias. (HE, 400 x). Embrapa
Gado de Corte. Campo Grande — MS. 2006.
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FIGURA 10. Fotomicrografia testicular. Hipoplasia testicular discreta.
Nota-se o espessamento da membrana basal, predominancia de
células de Sertoli e raras espermatogdnias. (HE 400 x). Embrapa
Gado de Corte. Campo Grande — MS. 2006.

5.2. CARACTERISTICAS SEMINAIS

As caracteristicas seminais obtidas em trés coletas nos diferentes grupos
(Normal, Hipoplasia, Degeneracédo, Orquite inespecifica e Orquite bacteriana)
com intervalos de 15 dias entre uma e outra estéo elucidadas nas Tabelas 4, 5
e 6. As caracteristicas seminais na primeira coleta ndo apresentaram
significancia (p>0,05) entre os grupos. Na segunda coleta constataram-se
diferencas significativas (p<0,05) somente no turbilhonamento, em que os
animais com orquite inespecifica com 23,25+5,33 (média ordenada + erro
padrédo) apresentaram diferengca significativa com o grupo de animais com
hipoplasia com 28,28+7,24 de turbilhonamento.

Na terceira coleta, diferengas significativas (p<0,05) foram observadas
tanto na cinética quanto na morfologia espermatica. A motilidade espermética
no grupo de animais com orquite inespecifica diferiu (p<0,05) do grupo normal.
Quanto ao vigor espermatico, animais com hipoplasia e degenera¢ao com vigor
de 19,78+4,95 e 21,95+4,40, respectivamente, diferiram (p<0,05) dos animais

33



Paulo Felipe Izigue Goiozo Resultados

normais com vigor de 36,19+3,00. O Turbilhonamento dos animais normais na
terceira coleta foi de 32,88%£3,64 e apresentou significancia (p<0,05) com os
grupos: degeneragéo, inespecifica e orquite bacteriana com
turbilhonamento de 27,20+£3,37; 24,60+4,45 e 22,92+4,03, respectivamente. O

grupo de animais com hipoplasia, com turbilhonamento de 26,78+6,84, néo

orquite

apresentou diferencas significativas (p>0,05) com os demais grupos.

No que se refere a morfologia espermatica, diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos foram evidenciadas em espermatozdides normais,
defeitos de cabeca, defeitos de acrossomo e fragmentacdo nuclear. Estas
caracteristicas seminais estdo representadas na Figura 11.

No que concerne as classificacdes dos animais em aptos ou inaptos para
reproducdo, as frequéncias estdo descritas na Tabela 8. Dentre os animais
avaliados, 25 (44,64%) foram considerados aptos e 31 (55,36%) inaptos. A
Tabela 9 ilustra as médias ordenadas (xerro padrdo) das classificacbes em
cada grupo. O grupo de animais normais diferiu (p<0,05) dos demais grupos.
Os grupos hipoplasia, degeneracdo e orquite bacteriana ndo apresentaram
diferenca entre si (p>0,05), bem como néo foi observada significancia ente os

grupos degeneracao e orquite inespecifica.

TABELA 4. Médias (+ erro padrao) das caracteristicas seminais nos diferentes grupos
(Norm = testiculos normais; Hip = hipoplasia testicular; Deg =
degeneracao testicular, Orq = orquite inespecifica e OrgBac = orquite

bacteriana) na primeira coleta.

Grupos
Caracteristica Norm Hip Deg Orq OrgBac
Seminal (n=14) (n=7) (n=10) (n=10) (n=15)

Motilidade (%) 49,00+6,332  50,00+11,132 32,00+9,162 35,00+9,342 42,30+8,482
Vigor (0 -5)* 30,673,472 32,35+7,022 21,01+4,542 24,60+5,312 28,65+4,032
Turbilhonamento  27,28+3,592  36,14+5,542  27,25+4,542 21,60+3,532 27,80+4,232
(0-5)*
Morfologia (%)
Normais 82,79+4,902  71,35+8712 57,719,992  65,31+13,282  63,00£6,772
Def. cabega 4,161,202 3,38+0,802 3,78+1,502 5,42+3,462 10,002,512
Def. Acrossomo 0,41+0,132 0,50+0,282 0,710,262 1,07+0,992 1,29+0,442
Def. P.I. 1,29+0,442 0,78+0,402 0,57+0,232 3,07+1,932 1,960,652
G.C.P. 0,080,052 0,430,422 0,280,282 0,21+0,212 0,79+0,552
Def. Cauda 1,75+0,722 3,07+1,222 3,21+2,052 4,92+3,362 2,700,842
C.ILN 2,70+0,76%°  2,50+0,602°  1571+7,132 2,14+0,80° 3,91+1,182°
F.NG 6,793,782 18,07+8,852 18,00+5,082 8,505,612 16,33+3,562

Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes *” diferem entre si pelo teste de

Duncan (p<0,05); * Médias ordenadas; * estimado pelo método de Feulgen.
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TABELA 5. Médias (z erro padrao) das caracteristicas seminais nos diferentes grupos

(Norm =

testiculos normais;

bacteriana) na segunda coleta.

Hip =

hipoplasia testicular; Deg

Caracteristica Grupos
Seminal Norm Hip Deg Orq OrgBac
(n=14) (n=7) (n=10) (n=10) (n=15)

Motilidade (%) 72,86+3,042  64,28+5,712  50,00+7,602 52,00+11,492 45 71+7,162
Vigor (0 -5)* 31,89+4,00° 31,784537% 23,55+3,842  22,15+5,992 27,61+4,032
Turbilhonamento  37,89+2,70%®  28,28+7,242 2155+4,33%® 23254533  23,73+3,08%
0-5)*
Morfologia (%)
Normais 71,95+9,422  72,30+8,822  57,00+8,852  80,37%9,572 69,208,422
Def. cabeca 3,70+1,622 3,901,752 3,22+0,712 2,75+1,1882 3,25+0,712
Def. Acrossomo 0,50+0,162 0,20+0,122 2,22+0,85" 0,37+0,242 0,87+0,392
Def. P.I. 1,750,422 0,700,252 2,38+0,692 3,12+1,502 2,330,752
G.C.P. 0,25+0,172 0,40+0,408  0,83%0,552 1,000,702 0,37+0,232
Def. Cauda 0,80+0,182 2,801,612 5,55+4,262 0,75+0,472 4,62+3,222
C.IN 2,85+1,458  4,10+2,712  10,33+5,822 9,25+6,662 3,41+2,312
F.N.. 8,203,982  15,60+8,922  7,33+3,432 2,37+1,242 7,58+3,752

degeneracao testicular, Orq = orquite inespecifica e OrgBac = orquite

Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes ® diferem entre si pelo teste de
Duncan (p<0,05); * Médias ordenadas; * estimado pelo método de Feulgen.

TABELA 6. Médias (+ erro padrdo) das caracteristicas seminais nos diferentes grupos

(Norm =

testiculos normais;

bacteriana) na terceira coleta.

Hip =

hipoplasia testicular; Deg =

degeneracao testicular; Orq = orquite inespecifica e OrqBac = orquite

Caracteristica Grupos
Seminal Norm Hip Deg Orq OrgBac
(n=14) (n=7) (n=10) (n=10) (n=15)

Motilidade (%) 72,31+4,95%  4428+10,880  46,00£9,56°  44,00£11,07°  59,28+7,06
Vigor (0 — 5)* 36,19+3,00°  19,78+4,95° 21,95+4,40°  2530+6,10°  26,88+3,69%
Turbilhonamento  32,88+3,642  26,78+6,84%" 27,20+3,37" 24,60+4,45°  22,92+4,03°
(0-5)*
Morfologia (%)
Normais 86,11+1,282  77,50+6,612  57,00+15,02°°  48,75+11,19°  74,35+3,66%°
Def. cabeca 3,61+0,682 5,87+2,082 2,87+1,04% 5,87+1,39° 5,95+1,31%
Def. Acrossomo 0,96+0,46% 0,62+0,23" 1,25+0,752 0,37+0,23" 0,70+0,35%
Def. P.I. 1,880,482 2,37+0,892 1,75+0,752 11,37+4,802 2,95+0,872
G.C.P. 0,19+0,152 1,25+1,252 0,00+0,00% 0,00+0,00% 0,450,392
Def. Cauda 2,07+0,702 3,00+1,242 1,63+0,852 12,50+10,192  4,85+2 832
C.I.N 3,030,742 4,87+1,892 6,62+3,152 13,37+4,912 4,10+1,842
E.NG 2,11+0,75% 4,50+1,62° 28,87+17,92% 7,50+4,66" 6.65+2,33%

Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes *” diferem entre si pelo teste de
Duncan (p<0,05); * Médias ordenadas; * estimado pelo método de Feulgen.
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TABELA 7. Frequéncias (N/%) de animais classificados como aptos e
inaptos para reproducdo de acordo com as alteracbes

observadas.
Grupos Total Classificacéao

Aptos Inaptos

Normal 14/25,00% 14/100% 0/0,00%

Hipoplasia 7/12,50% 3/42,87% 4/57,13%

Degeneragéo 10/17,86% 2/20,0% 8/80,0%

Orquite Inespecifica 10/17,86% 0/0,0% 10/100%

Orquite Bacteriana 15/26,79% 6/40,0% 9/60,0%

Total 56/100% 25/44,64% 31/55,36%

TABELA 8. Ordenagdo média da classificagdo dos animais
em aptos ou inaptos para reproducao.

Grupos Médias ordenadas
(x erro padréo)
Normal (n=14) 13,00+0,00%
Hipoplasia (n=7) 29,00+5,65"
Degeneracao (n=10) 35,40+3,73"
Orquite inespecifica (n=10) 41,00+0,00°
Orquite Bacteriana (n=15) 29,80+3,66"

Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes @ > ©

diferem entre si pelo teste T (p<0,05).

FIGURA 11. Fotomicrografia de esfregaco de sémen. (a) Fragmentacéo
nuclear; (b) Defeito de cabeca com base estreita (piriforme) e gota
citoplasmatica proximal; (c) Defeito de acrossomo, contorno anormal.

(Coloracédo de Feulgen 1000x).
5.3. Avaliacdo Biométrica
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Os valores obtidos nas mensuracdes testiculares: Perimetro escrotal,
larguras dos testiculos direito e esquerdo e comprimento dos testiculos direito e
esquerdo, nos grupos: Normal, Hipoplasia, Degeneracdo, Orquite inespecifica

e Orquite bacteriana estéo representados na Tabela 9.

TABELA 9. Médias (+ desvio padrdo) das mensuracoes testiculares nos diferentes
grupos (Norm = testiculos normais; Hip = hipoplasia testicular; Deg =
degeneracdo testicular; Orq = orquite inespecifica e OrqBac = orquite

bacteriana).

Grupos

Mensuracdes Norm Hip Deg Orq OrgBac

(cm) (n=14) (n=7) (n=10) (n=10) (n=15)
Perimetro 32,00 + 1,03% 32,14 £ 1,57% 32,20 + 1,872 31,80 + 1,23% 31,57 +1,34%

Escrotal

Largura TD 5,83 + 0,26° 5,68 + 0,44° 5,89 + 0,64% 5,81 +1,23° 5,73 + 0,44°
Comprimento TD 9,60 + 1,26° 9,58 + 0,97° 10,66 + 1,05° 10,69 + 0,83° 9,71 +0,88°
Largura TE 5,71 +0,39° 5,72 +0,32° 5,67 +0,62% 5,78 + 0,35° 5,63 + 0,43°

Comprimento TE 9,61+1,12% 9,80 + 1,202 10,55 + 1,01 10,57 + 0,94 9,78 + 0,85%
Médias na mesma linha seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan

(p>0,05).

5.4. Avaliagcdo Morfométrica

Os percentuais dos componentes teciduais dos testiculos (tubulo, lGmen,
epitélio germinativo, células de Leydig e estroma) obtidos nas andlises
histomorfométricas dos diferentes grupos (normal, hipoplasia, degeneracéo,
orquite inespecifica e orquite bacteriana) estédo representados na Tabela 10.

Os percentuais de area de tubulo, area de lumen e area de estroma nao
apresentaram significancia (p>0,05) entre os grupos, entretanto, o percentual
na area de células de Leydig apresentou diferencas significativas (p<0,05)
entre 0 grupo de animais normais e animais com orquite inespecifica,
3,72+0,22 e 4,61+0,2, respectivamente. Diferengcas significativas foram
evidenciadas no percentual de area de epitélio germinativo, em que 0s animais
com orquite inespecifica apresentaram percentual médio inferior aos demais

grupos.
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TABELA 10. Médias (+ erro padrao) dos percentuais dos componentes teciduais dos
testiculos diferentes grupos (Norm = testiculos normais; Hip = hipoplasia
testicular; Deg = degeneracédo testicular; Org = orquite inespecifica e
OrgBac = orquite bacteriana).

Componentes Grupos
teciduais (%) Norm Hip Deg Orq OrgBac
(n=14) (n=7) (n=10) (n=10) (n=15)
Tabulo 76,38+0,87%  76,08+1,22°  76,23+0,99°  74,37+1,23*  77,32+0,92°
Lamen 23,06£0,69*  23,55+0,96"  22,79+0,67%  24,80+0,90°  24,46+0,66%
Epitélio Seminifero*  53,32+0,71%  52,53+1,19"  53,44+0,92®  49,570,92°  52,85+0,85%
Células de Leydig 3,72+0,22°  4,1740,39%"°  4,42+0,31"  4,61+0,27°  3.81%0,16™
Estroma 19,88+0,88°  19,73+1,19*  19,34+0,92° 21,00+1,19*  18,86%0,90°

Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes * ® diferem entre si pelo teste de
Duncan (p<0,05); * Epitélio seminifero = tabulo — [Gimen
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6. DISCUSSAO

6.1 ALTERACOES TESTICULARES

No estudo que se expde, constatou-se que alteracdes testiculares em
bovinos com idade reprodutiva sao frequentes quando avaliados por
histopatologia, como visto na Tabela 2. A afec¢cdo observada com maior
freqUéncia foi a orquite bacteriana, encontrada em 15 (26,86%) dos 56 touros
avaliados. Este dado ndo condiz com os relatos de Maia (1979) e Goiozo et al.
(2005) que constataram a degeneracdo testicular como a afeccdo mais
freqiente. Nos animais com diagndstico de orquite bacteriana, observou-se
que todos apresentavam infiltrado inflamatorio mononuclear tanto intratubular
quanto intersticial, e degeneracdo testicular, o que corrobora com as
afrmacbes de Camp (1997), quando relata que animais com orquite
apresentam, invariavelmente, degeneracao testicular conseqiente ao aumento
da temperatura no 6rgao.

No que concerne aos agentes isolados nos testiculos, os mais comuns
encontrados em bovinos sao: Brucella abortus, Mycobacterium tuberculosis,
Actinomyces pyogenes, Nocardia farcinica, (SMITH, 1994; CAMP 1997,
ACLAND, 1999; JONES et al., 2000; NASCIMENTO e SANTOS; 2003). No
presente estudo, dos agentes supracitados identificou-se somente o

Actnomycetos spp. em 2 (13,00%) dos 15 touros que apresentaram orquite
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bacteriana. Os demais agentes; Candida spp., Pseudomonas spp.,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. ndo sdo descritos na literatura como
classicos causadores de orquite.

A degeneracéo testicular, embora encontrada em menor freqténcia, foi
evidenciada em 10 (17,86%) animais, um percentual inferior aos detectados
por Maia (1979) e Goiozo et al. (2005) que observaram esta afeccdo em
42,66% e 54,10% ,respectivamente, quando avaliaram histologicamente os
testiculos de touros. As caracteristicas morfoldgicas encontradas nos animais
com degeneracdo testicular foram vacuolizacdo citoplasmatica nas
espermatogobnias, hialinizacdo da membrana basal, auséncia de atividade
mitdtica e a presenca de raros espermatozoides em alguns tudbulos
seminiferos, resultados estes condizentes com as afirmacdes de Blanchard
(1991), Ladds (1993), Camp (1997), Acland (1998), Nascimento e Santos
(2003).

A orquite inespecifica foi constatada em 10 (17,86%) animais. Resultados
inferiores aos encontrados por Goiozo et al. (2005), que reportam a incidéncia
de 29,5% em touros Nelore. Os achados histopatoldgicos foram semelhantes
aos descritos por Acland (1998), ou seja, infiltrado inflamatério mononuclear
com predominancia de linfocitos.

Dos touros avaliados, sete (12,50%) apresentaram hipoplasia testicular,
percentuais superiores aos descritos por Maia (1979), Oashi et al (1988) e
Ladds (1993), 1,33%, 1,1% e 0,5%, respectivamente, e inferiores aos 15%
relatados por Goiozo et al.(2005). Quanto a localizacdo, todos os casos foram
identificados no testiculo esquerdo, corroborando com Ladds (1993) e Steffen
(1997). No que concerne as caracteristicas morfologicas, todos os animais
apresentaram hipoplasia discreta, com menos de 5% de tubulos lineados por
células de Sertoli com raras espermatogdnias sem atividade mitética. Estes
aspectos morfologicos sdo condizentes com os descritos por Ladds (1993),
Steffen, (1997), Acland (1998) e Nascimento e Santos (2003).
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6.2. CARACTERISTICAS SEMINAIS

Segundo Brinsko (1999), o reflexo de um dano testicular nas
caracteristicas seminais em um touro pode variar de poucos dias até dois
meses, por outro lado, Fernandes (2005) constatou diminuicdo na qualidade
seminal ap0s 14 dias da inducdo do processo degenerativo. NO presente
estudo, diferencas significativas nas caracteristicas seminais entre 0s grupos
foram evidenciadas somente na terceira coleta como ilustrado na Tabela 6,
este fato pode ser explicado devido a determinacdo dos grupos, ter sido
realizada por meio de analises histopatologicas de amostra de testiculos
coletadas no mesmo periodo da terceira coleta, como os intervalos entre as
coletas foram de 15 dias, pode-se dizer que as caracteristicas morfologicas
demonstradas nos cortes histologicos refletem somente as caracteristicas
seminais da terceira coleta.

Foot (2003) ressalta que a avaliacdo da motilidade é um método
amplamente utilizado na avaliacdo de touros por ser rapida e altamente
correlacionada com a fertilidade. Segundo Parkinson (2004), um touro em
condicOes extensivas € considerado apto para reproducdo quando apresentar
motilidade superior a 30% e mais de 70% de espermatozoides normais no
ejaculado. No presente estudo, a média da motilidade de animais com orquite
inespecifica (44,00+11,07%), diferiu dos animais normais (72,31+4,95%), e ndo
apresentou significancia aos demais grupos. Com excecdo do grupo dos
animais normais, 0os demais grupos apresentaram percentuais meédios de
motilidade semelhantes aos valores encontrados por Fernandes (2005), apés
ter induzido processo degenerativo por meio de insulagdo em touros Nelore e
constatou que a motilidade decresce ap6s 14 dias do inicio do processo, com
média ajustada de 50,0+3,91%. Nos animais com orquite bacteriana o
percentual de motilidade (59,28+7,06) foi maior que os grupos hipoplasia,
degeneragcdo e orquite inespecifica, provavelmente devido a predominancia
unilateral da afeccdo. Camp (1997) descreve que, dentre outras alteracdes, a

motilidade progressiva decresce com o0 aumento das anormalidades
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espermaticas em animais com degeneracao testicular, como observado no
presente estudo.

Os percentuais de espermatozéides normais presentes nos ejaculados de
animais normais, com hipoplasia testicular e orquite bacteriana foram:
86,11+1,28%; 77,50+6,61% e 74,35+3,66%, respectivamente. Considerando as
descricdes de Parkinson (2004) e seguindo as recomendacfes do Colégio
Brasileiro de Reproducdo animal (1998), os animais com hipoplasia e orquite
bacteriana sao considerados aptos para reproducdo, no presente estudo. No
caso da hipoplasia testicular, os resultados ja eram previstos, pois, segundo
Steffen (1997) e Nascimento e Santos (2003), touros com hipoplasia testicular
discreta e unilateral apresentam caracteristicas seminais dentro dos padrdes
aceitaveis. Quanto a orquite bacteriana, os dados do presente estudo nos
permitem concluir que se trata de afec¢cdes com evolugcédo recente, visto que,
em todos os testiculos acometidos pode-se constatar infiltrado inflamatério,
descartando a possibilidade de contaminacdo da amostra, e o fato destes
animais nao apresentarem diferengas significativas no perfil seminal, deve-se a
presenca de espermatozoides armazenados nos epididimos ou em outros
segmentos extra-gonadais (Fernandes, 2005).

Os animais com degeneracgdo testicular e orquite inepecifica, diferiram
estatisticamente dos animais normais e com hipoplasia, e apresentaram
percentuais de espermatozoOides normais inferiores aos padrfes aceitaveis
(Parkinson, 2004 e CBRA, 1998) e similaridade aos animais com orquite
bacteriana. Estes resultados também eram antevistos, visto que animais com
degeneracdo testicular apresentam aumento nas anomalias esperméaticas de
acordo com a severidade do processo e animais com orquite apresentam
invariavelmente degeneracao testicular (Camp, 1997).

No que se refere aos percentuais de defeitos morfologicos, diferencas
significativas foram encontradas em defeitos de cabeca, defeitos de acrosomo
e fragmentacdo nuclear. Os defeitos de cabeca e fragmentacdo nuclear
apresentaram similaridades entre os grupos: degeneracao, orquite inespecifica
e orquite bacteriana. Resultados estes, semelhantes aos evidenciados por
Fernandes (2005) que explica que o contorno e a forma da cabeca espermatica
estdo diretamente associados a estrutura da cromatina nuclear, sugerindo que

as espermatides compdem a categoria de células do epitélio germinativo que
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Sa0 mais susceptiveis ao estresse térmico. As evidencias encontradas nestes
grupos distintos no presente estudo, aliado as explicagcbes de Fernandes
(2005), indicam um aumento da temperatura intra-testicular culminado com
quadros degenerativos, quer seja secundarios aos processos inflamatorios
como nos casos de orquite inespecifica ou orquite bacteriana, ou por fatores
ambientais (Blanchard, 1991; Ladds, 1993; Camp, 1997 e Acland, 1998).
Desta forma, com os resultados obtidos em nosso estudo, podemos sugerir
que o0s quadros degenerativos encontrados nos animais, que néo
apresentaram processos inflamatérios, sdo decorrentes ao estresse térmico
causado pela alta temperatura ambiente, que segundo Blanchard (1991), se
caracteriza como uma das principais causas deste processo.

No que concerne aos defeitos de acrossomo, 0S animais com
degeneracéo testicular diferiram dos animais com hipoplasia testicular e orquite
inespecifica, e apresentaram similaridades com os demais grupos. Estes
resultados devem-se a grande variagdo entre um animal e outro, néo
apresentando um padrdo especifico em um determinado grupo, entretanto, o
aparecimento deste defeito na analise de um touro deve ser analisado com
cautela, pois alem de poder ter origem genética, os defeitos de acrossomo
estdo altamente correlacionados com casos de infertilidade, devido a
incapacidade de penetrar a zona pelucida (Johnson, 1997; Parkinson, 2004).

E consenso entre veterinarios que atuam na avaliacdo androlégica de
touros que o animal deve atingir padrées minimos de qualidade seminal.
Normalmente, um animal esta apto a reproducdo quando apresentar motilidade
espermatica superior a 30%, mais de 70% de espermatozoides normais e
perimetro escrotal compativel com a raca e idade (Parkinson, 2004). Seguindo
estes parametros, 55,36% dos animais avaliados no estudo em pauta foram
considerados inaptos, percentual superior aos descritos por Encarnagdo e
Sereno (2002), quando descrevem que pelo menos 30% dos touros utilizados
em monta natural apresentam problemas de fertilidade.

Todos o0s animais que ndo apresentaram alteracbes no exame
histopatolégico (grupo normal) foram considerados aptos e diferiram
estatisticamente os demais grupos. Em contra partida, animais com orquite
inespecifica apresentaram 100% de reprovacao, tal fato pode ser explicado

devido a degeneracdo testicular consequente ao processo inflamatorio.
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Animais com degeneracdo, o percentual reprovado superou 0s aprovados,
80,0% contra 20,0%, evidenciando a incapacidade de manter o processo
espermatogénico frente a esta afeccao, corroborando com Brito et al. (2003);
Kastelic et al. (1997); Vogler et al. (1993); Fonseca e Chow, (1995); Parkinson,
(2004); Camp, (1997); Rote et al. (1995).

Quanto a hipoplasia testicular, observou-se similaridade entre aptos e
inaptos, estes resultados confirma a dificuldade de diagnosticar a afecgéao pela
andlise seminal, pois como descreve Steffen, (1997); Nascimento e Santos
(2003), a espermatogénese se mantém dentro dos padrdes normais nestes

casos.

6.3. Avaliacdo Biométrica

O perimetro escrotal (P.E.) tem sido amplamente utilizado na selecédo de
touros por ser um excelente indicador do tamanho testicular, da capacidade de
producdo espermatica, das caracteristicas fisico-quimicas, da idade a
puberdade e também da capacidade de fertilizacdo (Coulter e Keller, 1982;
Toelle e Robison, 1985; Alencar et al., 1993; Silva et al., 1993; Arias e
Slobodzian, 1998 e Gressler et al., 1998). Além de ser de facil mensuragéo
Cyrillo et al. (2001) citam que o P.E. apresenta herdabilidade de 0,54 e 0,44, e
alta repetibilidade, indicando o potencial do P.E. na selecdo de touros. No
presente estudo, os valores obtidos nas mensuracdes testiculares nao
apresentaram diferencas significativas entre os grupos (p>0,05), evidenciando
a importancia de outros métodos de avaliacdo. Segundo Ladds (1993), além
das qualidades descritas acima, a mensuracao do perimetro escrotal torna-se
atil na identificagcdo de animais com hipoplasia testicular, mas como visto nos
resultados obtidos no presente estudo, este método néo foi capaz de identificar
esta lesdo, corroborando com Steffen, (1997); Goiozo et al. (2003) e
Nascimento e Santos (2003), que afirmam que n&do ha reducdo no perimetro

escrotal em animais com hipoplasia testicular discreta.
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6.4. Avaliacdo Morfométrica

Como ilustrado na Tabela 10, os percentuais de area de tubulo, area de
limen e area de estroma ndo apresentaram significancia entre os grupos,
entretanto, animais com orquite inespecifica apresentaram area de epitélio
germinativo inferior aos demais grupos. Franca et al. (2000) avaliaram os
efeitos do Cimetidine em ratos e constataram uma reducdo do epitélio
germinativo testicular devido a degeneracado testicular ocasionada por este
farmaco. No presente estudo, ndo foi possivel identificar a causa da orquite
inespecifica, entretanto, pode-se observar que concomitantemente a este
processo, o0s testiculos entram em um quadro de degeneracdo e
conseguentemente, 0s animais apresentam reducao no epitélio seminifero.

Rao Veeramachaneni et al. (1986), descreveram que tubulos seminiferos
de animais com degeneracao testicular, apresentaram diferenca de acordo
com a severidade do processo degenerativo. Estes autores acrescentam que o
tamanho dos tubulos possuem alta correlacdo com o tamanho testicular, com
as caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen. De acordo com o0s
resultados obtidos em nosso estudo, podemos afirmar que as diferencas estao
no epitélio seminifero e ndo nos tubulos, contradizendo as citacdes destes

autores.

Ladds (1993) cita que em casos de hipoplasia testicular ha uma reducéo
no didmetro dos tubulos seminiferos, fato este ndo observado nos animais
avaliados no estudo em questdo, este fato pode ter se dado pelo numero
reduzido de tubulos hipoplasiacos e pelas mensuracoes terem sido feitas em
todos os tdbulos, ndo descriminando entre hipoplasicos, degenerados e

normais.

Diferencas foram evidenciadas também no percentual médio de area de
células de Leydig entre animais normais e com orquite inespecifica, em que 0s
animais com processo inflamatorio apresentaram um percentual de area de
células de Leydig maior do que os animais normais. Rao Veeramachaneni et
al. (1986), relatam que animais com degeneragdao testicular severa apresentam

atrofia destas células. Uma hipdtese a ser analisada neste caso é a tentativa
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de recuperacdo da atividade espermatogénica, visto que este processo
depende diretamente da testosterona excretada pelas células de Leydig
(BRINSKO, 1999).
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7. CONCLUSOES

Nos moldes em que o estudo apresentado foi executado, podemos

concluir que:

1. A incidéncia de alteracdes testiculares em touros da raca Nelore
com idade reprodutiva criados em condi¢cdes extensivas é alta, quando os
testiculos sao avaliados por meio de histopatologia;

2. Dentre as afec¢fes diagnosticadas, a orquite bacteriana é a mais
freqiente em touros Nelore, seguida por degeneracdo testicular, orquite
inespecifica e hipoplasia testicular;

3. Animais com hipoplasia testicular discreta unilateral ndo diferem de
animais normais quanto as caracteristicas seminais;

4. Dentre os defeitos morfolégicos dos espermatozdides, os de cabeca
espermatica e a fragmentacdo nuclear apresentam percentuais elevados em
quadros degenerativos.

5. Além da alta incidéncia de afeccdes, o percentual de animais
inaptos para reproducdo também é alto, totalizando 55,36% dos animais
avaliados.

6. Na&ao foram observadas diferencas significativas no perimetro
escrotal entre 0s grupos, sinalizando que este método de avaliagcdo é ineficaz
para identificar animais com hipoplasia testicular discreta;

7. O percentual da area de epitélio germinativo decresce de acordo
com a severidade do processo degenerativo;

8. O percentual médio de células de Leydig € maior em quadros

degenerativos.
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Resumo:

O presente estudo objetivou avaliar a influencia de afecgdes testiculares sobre as
caracteristicas morfomeétricas e seminais em touros. Para tal, utilizou-se 56 touros da
raca Nelore com idade entre 30 e 40 meses. Amostras de sémen foram coletadas e
analisadas por métodos convencionais e coloragcdo de Feulgen para estimativa dos
percentuais de fragmentacdo nuclear. Posteriormente, fragmentos de testiculos foram
submetidos a analises bacterioldgicas, histopatoldgicas e morfométricas. Dentre os
animais avaliados, 14 (25,00%) ndo apresentaram alteracdes testiculares, 15 (26,86%)
orquite bacteriana, 10 (17,86%) degeneracdo, 10 (17,86%) orquite inespecifica e 7
(12,50%) hipoplasia testicular. Os resultados das andlises seminais mostraram que a
motilidade progressiva em animais normais (72,31+4,95), é superior (p<0,05) aos
animais com orquite inespecifica (44,00£11,07) e estatisticamente semelhante aos
demais grupos (p>0,05). Quanto ao percentual de espermatozéides normais, animais
normais e animais com hipoplasia testicular (p>0,05), apresentaram percentuais
superiores aos demais grupos (p<0,05). Os defeitos de cabeca espermdtica e

fragmentac8o nuclear de animais com orquite inespecifica foram superiores (p<0,05)



aos animais com testiculos normais e hipopléasicos, e semelhantes (p>0,05) os outros
grupos. Animais com orquite inespecifica apresentaram area de epitélio seminifero
inferior (p<0,05) aos demais grupos e area de células de Leydig superior (p<0,05) aos

animais com testiculos normais.

Palavras-Chave: Touros, testiculos, histopatologia, sémen e morfometria.



Seminal Profileand Testicular Morphometric of the Nelore Bullswith

Different Reproductive Disorders

ABSTRACT:

The present study aimed at to evaluate the testis changes influences about
morphometrics and seminal characteristicsin bulls. For such, 56 Nelore bulls, weighing
with age between 30 and 40 months ware used. Semen samples were collected and
evaluated by conventional methods beside in the Fuelgen stain for nuclear
fragmentation. Later, testis fragments was submitted to bacteriological,
histhopatologicals and morphometrical analyses. Among the evaluated animals, 14
(25,00%) don't showed testis changes, 15 (26,86%) bacteria orchitis, 10 (17,86%)
testicular degeneration, 10 (17,86%) unspecific orchitis and e 7 (12,50%) testicular
hipoplasia. The results of the seminal analyses showed that the progressive mobility in
normal animals (72,31+4,95), it is superior (p <0,05) to the animals with unspecific
orchitis (44,00+11,07) and statistically ssmilar to the other groups (p>0,05). The
percentage of the normal spermsin normal animals an animals with testicular hipoplasia
(p>0,05) was greater that others groups (p<0,05). The sperm head defects and nuclear
fragmentation of the animals with unspecific orchitis was greater (p<0,05) that animals
with normal and hipoplasic testis, and similar (p>0,05) to others groups. Animals with
unspecific orchitis showed somniferous epithelium area lower (p<0,05) to others groups

and Leydig cells area higher (p<0,05) to animals with normal testicles.

Key-words: Bulls, testis, histhopatology, semen and morfometric.



Introducéo

O Brasil atualmente destaca-se no cendrio mundial como o maior produtor de
carne bovina e detentor do maior rebanho comercia do planeta. De acordo com dados
divulgados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2007) o
plantel brasileiro € de aproximadamente 207,157 milhdes de cabecas.

A posicéo de destague do Brasil no comercio mundial de carne € inversamente
proporcional com a produtividade da cadeia produtiva nacional. E consenso entre
técnicos e pesquisadores que os indices de produtividade do rebanho brasileiro é
inaceitavel na atual conjuntura (CORREIA, et a. 2001). Um dos fatores responsaveis
pelos baixos indices é a fertilidade dos animais envolvidos no processo produtivo.
Como no Brasil predomina o sistema de criacdo extensiva, a producdo esta altamente
correlacionada com a reproducdo, neste contexto a fertilidade ira determinar o sucesso
ou fracasso da atividade (SILVA et al, 1993).

Estudos envolvendo as mensuracoes testiculares e a qualidade do sémen, séo
realizados com grande freguéncia no Brasil (ALENCAR et a. 1993; GABALDI et al.
1999; UNANIAM et a. 2000; NOGUEIRA et al. 2001; ORTIZ PENA et a. 2001;
SILVA et a. 2002). Entretanto, pouco se sabe sobre o comportamento tecidual nas
diferentes afeccbes que afetam os testiculos, touros que ndo apresentam medidas
satisfatorias, sdo descartados, com isto a etiologia e a frequéncia destas afeccbes sdo
desconhecidas.

Um dos principais fatores que afeta a fertilidade dos touros sdo as afeccoes
testiculares (CAMP, 1997). Dentre as ateracOes mais freqUentes, destacam-se a
degeneracdo, hipoplasia, atrofia, orquite, disturbios circulatérios e neoplasias (LADDS,
1993; CAMP, 1997; ACLAND, 1998; JONES et a. 2000; NASCIMENTO e SANTOS,
2003).

Existem evidencias que, pelo menos 30% dos touros usados em monta natural
apresentam problemas de fertilidade (ENCARNACAO e SERENO, 2002). A presenca
de touros subférteis ou inférteis afeta direta e indiretamente a rentabilidade do processo
produtivo, pois, aém da reducéo da taxa de desfrute (OLIVEIRA FILHO et a. 2002),
caracteristicas de subfertilidade podem ser transmitidas a progénie, como no caso de
touros com hipoplasia testicular que podem gerar filhas com hipoplasia ovariana
(NASCIMENTO e SANTOS, 2003).



A fertilidade de touros apresenta grande variagdo entre um animal e outro e, casos
de infertilidade completa sdo raramente encontrados. Diversas sdo as causas que podem
afetar a fertilidade de touros, tais como: temperaturas ambiente e corporal, estresse,
deficiéncias nutricionais, caracteristicas hereditérias, afeccbes no sistema musculo-
esquelético, e principamente afeccbes no sistema reprodutivo (CAMP, 1997;
STEFFEN, 1997).

E com base neste contexto que o presente estudo foi embasado, amejando
determinar a frequéncia das patologias testiculares, bem como averiguar o
comportamento tecidual e sua correlagdo com as caracteristicas seminais dos animais,
desta forma, os resultados obtidos iréo contribuir para casuistica nacional e fornecer

subsidios para futuras pesquisas nesta érea.

Material e Méodos

Para arealizacéo do estudo que se apresenta, foram utilizados 56 touros da ragca Nelore,

puros de origem, com idade entre 30 e 45 meses, pesando entre 420 e 600 kg,

provenientes de criacdo extensiva, clinicamente sadios, cedidos pelo Centro Nacional

de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC — EMBRAPA).

O sémen foi coletado por meio de eletro-glaculacdo. |mediatamente apds a coleta, 0s
gjaculados foram avaliados quanto ao aspecto (cremoso, |eitoso, opal escente e aquoso) e
com o auxilio de um microscopio de luz, a cinética espermética foi estimada
subjetivamente pelo turbilhonamento (TURB, 0 — 4), motilidade (MOT, %) e vigor
(VIG, 0-5). O percentual de espermatozdides normais e com defeitos foi estimado em
microscopia de contraste de fase (1000x/200 células). Para esta andlise, consideraram-se
as seguintes anormalidades: defeitos de cabega (subdesenvolvidas, piriformes, crateras,
delgadas na base, vacuolos e defeitos de contorno), acrossomo (vesiculoso, ausente,
granular e dobrado), peca intermediaria (fraturada, hipoplasica, dupla e enrolada) gota
citoplasmatica proximal, cauda (fortemente dobrada, retro-axial e fortemente enrolada).
Todos os critérios de avaliacdo seminal supracitadas seguiram os critérios de Barth e
Oko (1989).

Além das anormalidades descritas acima, avaliou-se também a fragmentacdo nuclear,
em esfregacos seminais corados pelo método de Fuelgen, descrito por Miller at al.
(1982), Barth e Oko (1989) e modificado por Fernandes (2005). A fragmentac&o foi
considerada em nucleos esperméticos com halos ou vacuolos visiveis ou ndo, células
com coloracdo rarefeitas (fantasmas), células com presenca de vesiculas (pouch



formation), e células com caracteristicas granulares (clampy), conforme descreve
Fernandes (2005).

Com base nas avaliacdes supracitadas, os animais foram classificados em aptos ou
inaptos, conforme descreve o Colégio Brasileiro de Reproducdo Anima (CBRA,
1998). o touro foi considerado apto para reproducdo quando apresentar 70% de
motilidade, 3 de vigor, 2 de turbilhonamento e menos de 30% de espermatozoides
anormais.

Os testiculos foram obtidos por meio de orquiectomia seguindo a técnica descrita por
Tunrner e Mcllwraith (1987). Apos a retirada e a mensuragdo, metade de cada testiculo
foi acondicionada em frasco estéril para andlise microbiologica e das metades
remanescentes foram coletados fragmentos representativos para analises histoldgicas e
morfomeétricas.

Para 0 exame microbiol 6gico, realizou-se cultura em agar sangue ovino 5%. As colonias
bacterianas foram submetidas aos métodos de identificagdo pela coloracdo de Gram e
provas bioquimicas para identificacdo do género, segundo o Manual Bergey de
Bacteriologia (1999).

Para a confeccdo das laminas histoldgicas, inicialmente procedeu-se a fixagdo dos
fragmentos em solugdo de Bouin por 24 horas (LADDS, 1993), posteriormente, 0s
fragmentos foram processados com auxilio de um histotécnico, emblocados em parafina
histol6gica e cortados em micrétomo rotativo com 4 um de espessura. Para a deteccéo
das lesbes em microscopio Optico, as laminas foram coradas pelo método de
Hematoxilina e Eosina (HE) (BEHMER, 1976)

A avaliacdo do comportamento dos componentes teciduais dos testiculos, tais como:
area de lumen (LM), érea de epitélio germinativo (EP = érea do tdbulo — érea do
|Gmen), &rea de células de Leydig (CL) e &rea de estroma (ES), foi realizada por meio
de um sistema computadorizado de andlise de imagens, em que as imagens foram
obtidas dos cortes histoldgicos de cada 6rgéo (direito e esquerdo) em microscopia de
luz, com objetiva de 20 x e mensuradas pel o software KS-400. Os resultados obtidos em
um® da 4rea de cada componente tecidual foram transformados e analisados em
percentual.

Antecipadamente aos testes estatisticos, avaliou-se a homogeneidade da variancia dos
resultados obtidos nas avaliacbes seminais e morfométricas nas diferentes ateractes
testiculares, estimando o coeficiente de variagdo (CV = desvio padrdo/média x 100) e
aqueles que apresentaram C.V. superior a 30% foram submetidas a transformacéo



angular pelo modelo matemético: ASEN[RAIZ(varidvel/100)] segundo Sampaio
(2002).

Para avaliar 0 comportamento das caracteristicas biométricas (PE, CPD, LGD, CPE e
LGE), caracteristicas seminais (motilidade e morfologia espermética) e caracteristicas
morfométricas frente as ateracfes testiculares, utilizou-se o procedimento “PROC
GLM” do programa “ Statistical Analysis System” (SAS) versdo 8.2 (2001). A andlise
de variancia deu-se pelo teste de Duncan (p<0,05), pelo seguinte model o matemético:

dms =q S—: i+i
(Duncan) — i 2 rA rB

onde:

dmspuncan) = Diferenca Minima Significativa;

gi = valor tabelado por Duncan;

S? = valor estimado do quadrado médio do residuo;

r = nimero comum de observacdes por tratamento.

Para verificar a diferenca do turbilhonamento (0O — 4), do Vigor (0 — 5) na cinética
espermatica e na classificacdo dos animais (aptos ou inaptos) nas diferentes afeccoes,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal — Walis por meio do procedimento
“PROC RANK” do programa computacional supracitado atraveés do modelo matemético

descrito abaixo:

1|8, RP O N(N+1)2
== ZXT_T

onde:

n; = numero de observacdes para o i-j€simo grupo;
k

N=>"n (total deobservacses);
i=1

Ri = soma das ordenagdes para o i-jésimo grupo;

N(N +1)2
s? = 1{ZX }

Xj; = ordenago de cada j-ésima observagdo de cadai-jésimo grupo.



Quando verificada a significancia pelo teste supracitado, utilizou-se o
procedimento PRO GLM do software citado acima, para averiguar a diferenca entre as
médias ordenadas pelo Teste T de Student (p<0,05) com n — k graus de liberdade, de
acordo com o modelo abaixo.

R =R /n; (Ordenacdo médiado i-jésimo grupo).

Resultados e Discussao;

No estudo que se expde, constatou-se gque alteragdes testiculares em bovinos com
idade reprodutiva sdo freqlentes quando avaliados por histopatologia, como visto na
Tabela 1. A afeccdo observada com maior fregiéncia foi a orquite bacteriana,
encontrada em 15 (26,86%) dos 56 touros avaliados. Este dado ndo condiz com os
relatos de Maia (1979) e Goiozo et a. (2005) que constataram a degeneracgao testicular
como a afeccdo mais frequente. Nos animais com diagnostico de orquite bacteriana,
observou-se que todos apresentavam infiltrado inflamatdrio mononuclear tanto
intratubular quanto intersticial, e degeneracéo testicular, o que corrobora com as
afirmagbes de Camp (1997), quando relata que animais com orquite apresentam,
invariavelmente, degeneracdo testicular conseqliente a0 amento da temperatura no
orgéo.

No que concerne aos agentes i solados nos testiculos, 0s mais comuns encontrados
em bovinos sdo: Brucella abortus, Mycobacterium tuberculosis, Actinomyces pyogenes,
Nocardia farcinica, (SMITH, 1994; CAMP 1997; ACLAND, 1999; JONES et al., 2000;
NASCIMENTO e SANTOS; 2003). No presente estudo, dos agentes supracitados
identificou-se somente o0 Actnomycetos spp. em 2 (13,00%) dos 15 touros que
apresentaram orquite bacteriana. Os demais agentes Candida spp., Pseudomonas spp.,
Saphylococcus spp. e Sreptococcus spp. ndo sao descritos na literatura como classicos
causadores de orquite (Tabela 2).

A degeneracdo testicular, embora encontrada em menor frequéncia, foi
evidenciada em 10 (17,86%) animais, um percentual inferior aos detectados por Maia
(1979) e Goiozo et a. (2005) que observaram esta afeccdo em 42,66% e 54,10%



respectivamente, quando avaliaram histologicamente os testiculos de touros. As
caracteristicas morfol 6gicas encontradas nos animais com degeneracéo testicular foram
vacuolizacdo citoplasmética nas espermatogonias, hialinizacdo da membrana basal,
auséncia de atividade mitética e a presenca de raros espermatozoéides em alguns tubul os
seminiferos, resultados estes condizentes com as afirmagdes de Blanchard (1991),
Ladds (1993), Camp (1997), Acland (1998), Nascimento e Santos (2003).

A orquite inespecifica foi constatada em 10 (17,86%) animais. Resultados
inferiores aos encontrados por Goiozo et al. (2005), que reportam a incidéncia de 29,5%
em touros Nelore. Os achados histopatol6gicos foram semelhantes aos descritos por
Acland (1998), ou sga, infiltrado inflamatério mononuclear com predominancia de
linfocitos.

Dos touros avaiados, sete (12,50%) apresentaram hipoplasia testicular,
percentuai s superiores aos descritos por Maia (1979), Oashi et al (1988) e Ladds (1993),
1,33%, 1,1% e 0,5%, respectivamente, e inferiores aos 15% relatados por Goiozo et
al.(2005). Quanto a localizagdo, todos os casos foram identificados no testiculo
esguerdo, corroborando com Ladds (1993) e Steffen (1997). No que concerne as
caracteristicas morfolégicas, todos os animais apresentaram hipoplasia discreta, com
menos de 5% de tlbulos lineados por células de Sertoli com raras espermatogonias sem
atividade mitética. Estes aspectos morfoldgicos sdo condizentes com os descritos por
Ladds (1993), Steffen, (1997), Acland (1998) e Nascimento e Santos (2003).

Na Tabela 3 estdo descritos os resultados obtidos na avaliagdo semina dos touros
do estudo em pauta. Foote (2003) ressalta que a avaliagdo da motilidade é um método
amplamente utilizado na avaliagcéo de touros por ser répida e altamente correlacionada
com a fertilidade. Segundo Parkinson (2004), um touro em condi¢bes extensivas é
considerado apto para reproducéo quando apresentar motilidade superior a 30% e mais
de 70% de espermatozéides normais no gaculado. No presente estudo, a média da
motilidade dos animais com orquite inespecifica (44,00+11,07%), diferiu dos animais
normais (72,31+4,95%), e ndo apresentou significancia aos demais grupos. Com
excecdo do grupo dos animais normais, 0s demals grupos apresentaram percentuais
médios de motilidade semelhantes aos valores encontrados por Fernandes (2005), apds
ter induzido processo degenerativo por meio de insulagdo em touros Nelore e constatou
gue a motilidade progressiva decresce apds 14 dias do inicio do processo, com média
gjustada de 50,0+£3,91%. Nos animais com orguite bacteriana o percentual de motilidade
(59,28+7,06) foi maior que os grupos hipoplasia, degeneracdo e orquite inespecifica,
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provavelmente devido a predominancia unilatera da afeccéo. Camp (1997) descreve
que, dentre outras alteracdes, a motilidade decresce com o aumento das anormalidades
espermaticas em animais com degeneracdo testicular, como observado no presente
estudo.

Os percentuais de espermatozoides normais presentes nos ejaculados de animais
normais, com hipoplasia testicular e orquite bacteriana foram: 86,11+1,28%;
77,50+6,61% e 74,35+3,66%, respectivamente. Considerando as descricdes de
Parkinson (2004) e seguindo as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Reproducdo
animal (1998), os animais com hipoplasia e orquite bacteriana sdo considerados aptos
para reproducdo, no presente estudo. No caso da hipoplasia testicular, os resultados ja
eram previstos, pois, segundo Steffen (1997) e Nascimento e Santos (2003), touros com
hipoplasia testicular discreta e unilateral apresentam caracteristicas seminais dentro dos
padrdes aceitdveis. Quanto a orquite bacteriana, os dados do presente estudo nos
permitem concluir que se trata de afecgdes com evolugéo recente, visto que, em todos 0s
testiculos acometidos pode-se constatar infiltrado inflamatorio, descartando a
possibilidade de contaminacdo da amostra, e o fato destes animais ndo apresentarem
diferencas significativas no perfil seminal, deve-se a presenca de espermatozoides
armazenados nos epididimos ou em outros segmentos extra-gonadai s (Fernandes, 2005).

Os animais com degeneracdo testicular e orquite inepecifica, diferiram
estati sticamente dos animais normais e com hipoplasia, e apresentaram percentuais de
espermatozéides normais inferiores aos padrdes aceitaveis (Parkinson, 2004 e CBRA,
1998) e similaridade aos animais com orquite bacteriana. Estes resultados também eram
antevistos, visto que animais com degeneracdo testicular apresentam aumento nas
anomalias esperméticas de acordo com a severidade do processo e animais com orquite
apresentam invariavel mente degeneracéo testicular (Camp, 1997).

No que se refere aos percentuais de defeitos morfoldgicos, diferencas
significativas foram encontradas em defeitos de cabeca, defeitos de acrosomo e
fragmentacdo nuclear. Os defeitos de cabeca e fragmentacdo nuclear apresentaram
similaridades entre os grupos. degeneracdo, orquite inespecifica e orquite bacteriana.
Resultados estes, semel hantes aos evidenciados por Fernandes (2005) que explica que o
contorno e a forma da cabeca espermatica estéo diretamente associados a estrutura da
cromatina nuclear, sugerindo que as estermatides compfem a categoria de células do
epitélio germinativo que sdo mais susceptiveis ao estresse térmico. As evidencias

encontradas nestes grupos distintos no presente estudo, aliado as explicacdes de
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Fernandes (2005), indicam um aumento da temperatura intra-testicular culminado com
quadros degenerativos, quer seja secundarios aos processos inflamatorios como nos
casos e orquite inespecifica ou orquite bacteriana, ou por fatores ambientais (Blanchard,
1991; Ladds, 1993; Camp, 1997 e Acland, 1998). Desta forma, com os resultados
obtidos em nosso estudo, podemos sugerir que os quadros degenerativos encontrados
nos animais, que nao apresentaram processos inflamatdrios, séo decorrentes ao estresse
térmico causado pela alta temperatura ambiente, que segundo Blanchard (1991), se
caracteriza como uma das principais causas deste processo.

No que concerne aos defeitos de acrossomo, 0s animais com degeneracdo
testicular diferiram dos animais com hipoplasia testicular e orquite inespecifica, e
apresentaram similaridades com os demais grupos. Estes resultados devem-se a grande
variagdo entre um animal e outro, ndo apresentando um padréo especifico em um
determinado grupo, entretanto, o aparecimento deste defeito na andlise de um touro
deve ser analisado com cautela, pois alem de poder ter origem genética, os defeitos de
acrossomo estdo altamente correlacionados com casos de infertilidade, devido a
incapaci dade de penetrar a zona pel Ucida (Johnson, 1997; Parkinson, 2004).

E consenso entre veterindrios que atuam na avaliagio androldgica de touros que
o animal deve atingir padrdes minimos de qualidade seminal. Normalmente, um animal
esta apto a reproducéo quando apresentar motilidade espermatica superior a 30%, mais
de 70% de espermatozoides normais e perimetro escrotal compativel com araca e idade
(Parkinson, 2004). Seguindo estes parametros, 55,36% dos animais avaliados no estudo
em pauta foram considerados inaptos, percentual superior aos descritos por Encarnacéo
e Sereno (2002), quando descrevem que pelo menos 30% dos touros utilizados em
monta natural apresentam problemas de fertilidade.

Todos os animais que ndo apresentaram ateracbes no exame histopatol 6gico
(grupo normal) foram considerados aptos e diferiram estatisticamente os demais grupos.
Em contra partida, animais com orquite inespecifica apresentaram 100% de reprovacao,
tal fato pode ser explicado devido a degeneracéo testicular consequente ap processo
inflamatério. Animais com degeneracdo, o percentual de animais reprovados superou 0s
aprovados, 80,0% contra 20,0% (Tabela 4), evidenciando a incapacidade de manter o
processo espermatogénico frente a esta afeccéo, corroborando com Brito et al. (2003);
Kastelic et a. (1997); Vogler et a. (1993); Fonseca e Chow, (1995); Parkinson, (2004);
Camp, (1997); Rote et al. (1995).
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Como ilustrado na Tabela 5, os percentuais de area de tdbulo, &rea de limen e
area de estroma ndo apresentaram significancia entre os grupos, entretanto, animais
com orquite inespecifica apresentaram area de epitélio germinativo inferior aos demais
grupos. Franca et al. (2000) avaliaram os efeitos do Cimetidine em ratos e constataram
uma reducdo do epitélio germinativo testicular devido a degeneracdo testicular
ocasionada por este farmaco. No presente estudo, néo foi possivel identificar a causa da
orquite inespecifica, entretanto, pode-se observar que concomitantemente a este
processo, 0s testiculos entram em um quadro de degeneracéo e conseqlentemente, 0s
animais apresentam reducdo no epitélio seminifero.

Rao Veeramachaneni et al. (1986), descreveram que tubulos seminiferos de
animais com degeneracdo testicular, apresentaram diferenca de acordo com a
severidade do processo degenerativo. Estes autores acrescentam que o tamanho dos
tubul os possuem alta correlagdo com o tamanho testicular, com as caracteristicas fisicas
e morfoldgicas do sémen. De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo,
podemos afirmar que as diferencas estdo no epitélio seminifero e ndo nos tubulos,

contradizendo as citacdes destes autores.

Ladds (1993) cita que em casos de hipoplasia testicular ha uma redugdo no
didmetro dos tubulos seminiferos, fato este ndo observado nos animais avaliados no
estudo em questéo, este fato pode ter se dado pelo numero reduzido de tubulos
hipoplasicos e pelas mensuracdes terem sido feitas em todos os tubulos, néo

descriminando entre hipoplasicos, degenerados e normais.

Diferencas foram evidenciadas também no percentual médio de area de células de
Leydig entre animais normais e com orquite inespecifica, em que 0s animais com
processo inflamatorio apresentaram um percentual de area de células de Leydig maior
do que os animais normais. Rao Veeramachaneni et al. (1986), relatam que animais
com degeneraco testicular severa apresentam atrofia destas células. Uma hipétese a ser
analisada neste caso € a tentativa de recuperacéo da atividade espermatogénica, visto
que este processo depende diretamente da testosterona excretada pelas células de
Leydig (Brinsko, 1999).
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Conclusdes

Nos moldes em que o estudo apresentado foi executado, podemos concluir que:

A incidéncia de alteracdes testiculares em touros da raca Nelore com idade reprodutiva
criados em condicdes extensivas € ata, quando os testiculos sdo avaliados por meio de
histopatol ogia;

Dentre as afeccOes diagnosticadas, a orquite bacteriana foi a mais freglente,
representando, seguida por degeneracdo testicular, orquite inespecifica e hipoplasia
testicular;

Animais com hipoplasia testicular ndo diferem de animais normais quanto as
caracteristicas seminais;

Dentre os defeitos morfoldgicos dos espermatozdides, os de cabeca espermética e a
fragmentac&o nuclear apresentam percentuais elevados em quadros degenerativos.
Alem da alta incidéncia de afecgOes, 0 percentual de animais inaptos para reproducéo
também é alta, totalizando 55,36% dos animais avaliados.

N&o foram observadas diferencas significativas no perimetro escrotal entre os grupos,
sinalizando que este método de avaliacdo € ineficaz para identificar animais com
hipoplasia testicular discreta;

O percentual da area de epitélio germinativo decresce de acordo com a severidade do
processo degenerativo;

O percentual médio de células de Leydig € maior em quadros degenerativos.
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TABELA 1. Freguéncia das alteracOes testiculares observadas por

andlises histopatolégicas em touros da raca Nelore

(n=56)
Alteracdes Freguéncia (n) Freguéncia (%)
Normais 14,00 25,00%
Hipoplasia 7,00 12,50%
Degeneracdo 10,00 17,86%
Orquite Inespecifica 10,00 17,86%
Orquite Bacteriana 15,00 26,86%

TABELA 2. Frequéncia dos agentes microbianos isolados em Agar
sangue ovino 5% a partir de amostras de testicul os de touros

daracaNelore (n=15)

Agentes Frequéncia (n) Freguéncia (%)
Actinomycetos spp. 2 13,00%
Candida spp. 1 7,00%
Pseudomonas spp. 1 7,00%
Saphylococcus spp. 10 67,00%

Streptococcus spp. 1 7,00%
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TABELA 3. Médias (£ erro padrdo) das caracteristicas seminais nos diferentes grupos (Norm
= testiculos normais; Hip = hipoplasia testicular; Deg = degeneracéo testicular;

Orq = orquite inespecifica e OrgBac = orquite bacteriana).

Caracteristica Grupos
Seminal Norm Hip Deg Orq OrgBac
(n=14) (n=7) (n=10) (n=10) (n=15)
Motilidade (%) 72,31+4,950  44,28+10,88% 46,00£9,56% 44,00+11,07°  59,28+7,06®
Vigor (0—5)* 36,19+3,00* 19,78+4,95 21,95+4,40° 25,30+6,10°  26,88+3,69®
Turbilhonamento 32,88+3,642 26,78+6,84% 27,20+3,37° 24,60+4,45 22,92+4,03
(0-95*
Morfologia (%)
Normais 86,11+1,28? 77,50+6,612 57,00+15,02 48,75+11,19° 74,35+3,66%
Def. cabeca 3,61+0,68% 5,87+2,082 2,87+1,04% 5,87+1,39° 5,95+1,31%
Def. ACrossomo 0,96+0,46® 0,62+0,23° 1,25+0,75% 0,37+0,23° 0,70+0,35%
Def. P.I. 1,88+0,482 2,370,892 1,75+0,75% 11,37+4,807 2,95+0,872
G.C.P. 0,19+0,15? 1,25+1,252 0,00+0,00° 0,000,007 0,45+0,392
Def. Cauda 2,07+0,70% 3,00+1,242 1,63+0,85% 12,50+10,192 4,85+2,832
C.IN 3,03+0,742 4,87+1,89? 6,62+3,15% 13,37+4,912 4,10+1,84%
=N 2,11+0,75% 4,50+1,62° 28,87+17,92% 7,50+4,66° 6.65+2,33%

Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes " diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05);
* Médias ordenadas; * estimado pelo método de Fuelgen.

TABELA 4. Ordenacdo média da classificacdo dos animais em
aptos ou inaptos para reproducao.

Grupos M édias or denadas
(x erro padréo)
Normal (n=14) 13,00+0,00?
Hipoplasia (n=7) 29,00+5,65°
Degeneraczo (n=10) 35,40+3,73™
Orquite inespecifica (n=10) 41,00+0,00°
Orquite Bacteriana (n=15) 29,80+3,66"

Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes @™ © diferem entre
s pelo teste de Duncan (p<0,05).

TABELA 5. Médias (+ erro padréo) dos percentuais dos componentes teciduais dos testiculos
diferentes grupos (Nor m = testiculos normais; Hip = hipoplasiatesticular; Deg =

degeneracdo testicular; Orgq = orquite inespecifica e OrgBac = orquite

bacteriana).
Componentes Grupos
teciduais (%) Norm Hip Deg Orq OrgBac
(n=14) (n=7) (n=10) (n=10) (n=15)

Tlbulo 76,38+0,87%  76,08£1,22°  76,23+0,99°  74,37+123° 77,32+0,92°
LUmen 23,06+0,69°  2355:0,96°  22,79+0,67°  24,80+0,90° 24,46+0,66°
Epitélio Seminifero* 53,32+0,71*  52,53+1,19°  53,44+092°  49,57+0,92° 52,85+0,85°
Células de Leydig 3,72+0,22° 4,17+0,39% 4,42+0,31% 4,61+0,27° 3.81+0,16®
Estroma 19,88+0,88%  19,73+1,19*  19,34+0,92°  21,00+1,19° 18,86+0,90°

Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes ®° diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05);
* Epitélio seminifero = tdbulo — [imen
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figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final.

5. O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para
Autores, na se¢ado Sobre a Revista.

6. A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da op¢ao Propriedades
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