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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar a circunferéncia testicular com a qualidade
espermatica, do sémen obtido do epididimo de touros post-mortem. Foram avaliados
20 pares de testiculos, obtidos em um abatedouro local. No laboratério, a
circunferéncia escrotal foi aferida e, posteriormente, foram medidos os testiculos
individualmente. A seguir, foi realizado um corte no comprimento maior do testiculo,
expondo o tecido testicular, do qual se obteve um imprint com uma lamina de vidro.
A lamina foi corada, fixada com laminula e analisada em microscépio Optico. A
cauda do epididimo foi separada dos testiculos e do tecido adjacente e o sémen foi
colhido para avaliacdo dos parametros espermaticos. Apos analise dos dados
observou-se diferenca significativa entre as amostras dos testiculos/epididimos do
mesmo touro quanto a porcentagem de espermatogbnias, espermatide final,
espermatozoides, células de Sértoli e motilidade espermatica. A circunferéncia
escrotal ndo foi correlacionada a nenhuma variavel. A principal correlacdo observada
foi entre a média da porcentagem de espermatozoides observada na citologia dos
dois testiculos do mesmo animal e a somatéria da concentracdo espermatica do
sémen colhido do epididimo (r = 0,45; p = 0,045). Conclui-se que a porcentagem dos
diferentes tipos de células colhidas do testiculo ou epididimo nédo esta relacionada a
circunferéncia escrotal nos bovinos.

PALAVRAS-CHAVE : Bovino, célula-germinativa-testicular, espermatozoide,
perimetro-escrotal
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CORRELATION OF SCROTAL CIRCUMFERENCE, TESTICULAR CI TOLOGY
AND PARAMETERS FROM EPIDIDYMAL SEMEN OF BULLS

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the testicular circumference and sperm quality
from semen obtained from the epididymis of bull post-mortem. We evaluated 20 pairs
of testes, obtained from a local slaughterhouse. In the laboratory, scrotal
circumference was measured and the testes were measured individually. Thus,
testicle was a cut in the longitudinal length, exposing the testicular tissue, which was
made an imprint on a glass slide. The slide was stained with the imprint, fixed
coverslip and observed under a light microscope. The tail of the epididymis was
separated from the testicles and surrounding tissue and semen was collected to
evaluate the sperm parameters. The percentage of spermatogonia, late spermatid,
spermatozoa, Sertoli cells and sperm motility were statistically different between
samples from testes/epididymides of the same bull. There is no correlation between
the scrotal circumference and other variables. The main correlation was observed
between the mean percentage of spermatozoa from cytology of two testes in same
male and the sum of sperm concentration of semen collected from the epididymis (r =
0.45, p = 0.045). We conclude that the percentage of different types of cells collected
from testis or epididymis is not correlated to scrotal circumference in bull.

KEYWORDS: Bovine, scrotal perimeter, sperm, testicular-germinative-cell

INTRODUCAO

A reproducdo é uma caracteristica importante nos sistemas de producéo de
bovinos, e pode contribuir para resultados positivos na bovinocultura do pais. Em
vista disso, o valor reprodutivo é mais importante que a qualidade do produto e o
desempenho do crescimento de um bezerro (BARBOSA et al., 2005).

Dentro dos sistemas produtivos, uma das ferramentas para avaliagao
reprodutiva de machos reprodutores é a biometria testicular, a qual tem a funcéo de
avaliar a producdo e qualidade espermética. A motilidade, vigor e concentracao
espermatica sado parametros diretamente relacionados ao tamanho dos testiculos.
Testiculos com tamanho e localizacdo adequada, livres de anormalidades,
certamente terdo concentracao e padrao espermatico superior (SILVA et al., 2002).

A circunferéncia escrotal € precisa e altamente repetitiva quando obtida pelo
uso de uma fita flexivel (KROKER, 1995; MENEGASSI et al., 2011). O perimetro
escrotal apresenta uma herdabilidade entre 0,41 e 0,57 (CYRILLO et al.,, 2001;
ORTIZ et al., 2001). Esta medida esta relacionada a quantidade em volume da area
ocupada pelo tecido testicular, responsavel pela producdo de espermatozoides
(AMAN, 1962) e hormdnios androgénicos (LUNSTRA et al., 1978).

A circunferéncia escrotal aumenta rapidamente em touros jovens (6 a 16
meses de idade), gradualmente em touros adultos e declina em touros idosos,
devido a atrofia senil (ELMORE et al., 1976; COULTER, 1991), sendo 30 cm (< 15
meses), 31 cm (> 15 a 18 meses), 32 cm (>18 a 21 meses), 33 cm (>21 a 24 meses)
e 34 cm (>24 meses) (CHENOWETH et al., 1992).

Pode haver certa influéncia da estacao do ano nas medidas da circunferéncia
escrotal, embora AHMAD et al. (2005) ndo encontraram correlacéo significativa entre
estes parametros, apenas menores valores durante o verdo, o que foram atribuidos
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a uma degeneracao térmica dos testiculos, descrita por COULTER et al. (1988).

Tal mensuracgéo é correlacionada a idade e raga, podendo ser utilizada como
um padrao de selecao de touros (ELER et al., 1996; QUIRINO; BERGMANN, 1997,
CYRILLO et al., 2001). Existe grande variacdo do tamanho dos testiculos de touros
da mesma idade, dentro de uma raca. Assim, 0 crescimento escrotal é curvilineo
(sobe rapidamente e depois se mantém estavel) e nédo linear, tendo alta relagdo com
a morfologia espermatica (p<0,001), sendo que testiculos com circunferéncias com
mais de 32 cm produzem altos indices de células normais (ELMORE et al., 1976). A
circunferéncia escrotal aumenta entre um a dois centimetros, entre dois e trés anos
de idade para a maioria das racas (MENEGASSI et al., 2011).

Existe uma alta correlacdo (0,90) entre a circunferéncia escrotal e 0 peso
testicular (MENEGASSI et al., 2011). Contudo, SILVA et al. (2002) demonstraram
que testiculos com tamanhos iguais podem produzir sémen de baixa ou alta
motilidade, mas h& uma correlagdo (r=0,60; p<0,0001) entre a circunferéncia
escrotal e a motilidade espermatica, por faixa etaria, sendo que touros da raca
Nelore, até 18 meses de idade, com circunferéncia escrotal acima de 26 cm
apresentaram sémen de alta motilidade (60 a 80%).

Os mesmos achados sao descritos pela Society for Theriogenology, que
afirma existir uma correlacéo positiva entre a circunferéncia escrotal e a producao de
sémen, e uma correlacdo negativa entre a circunferéncia escrotal e a idade quando
ocorre a puberdade. Uma correlacdo média tem sido reportada entre a
circunferéncia escrotal e a porcentagem de células morfolégicas normais
(GUIDELINES, 1993; CHENOWETH et al., 2010).

Além da afericdo das medidas testiculares, a avaliagdo da fertilidade de um
macho pode incluir o exame citolégico do testiculo, o qual avalia a atividade
espermatogénica (FORESTA et al., 1992). A citologia testicular é altamente
correlacionada (acima de 90%) a histologia dos testiculos (ARIDOGAN et al., 2003;
HAN et al., 2006).

Em vista correlacéo entre a circunferéncia escrotal e a produgcéo espermatica,
objetivou-se investigar a correlacdo entre a biometria testicular, a qualidade
espermatica do sémen do epididimo e a frequéncia das células germinativas
testiculares.

MATERIAL E METODOS
Colheita do material

Foram utilizados 20 pares de testiculos/epididimos de touros, colhidos em um
abatedouro. Logo apds o abate, os testiculos/epididimos foram colocados em sacos
plasticos e transportados imediatamente até o Laboratério de Reproducdo Animal.
Todos os testiculos/epididimos que apresentaram qualquer tipo de alteracéo
(flacidez acentuada, secrecdo purulenta, assimetria acentuada entre os testiculos)
foram descartados.

No laboratério, o testiculo/epididimo foi retirado do saco plastico, a
circunferéncia escrotal foi aferida e a bolsa testicular foi separada. As pecas foram
lavadas com solucéo fisioldgica e a cauda do epididimo foi isolada do testiculo e do
tecido conectivo adjacente. O sémen foi extraido apds varios cortes transversais e
longitudinais sobre a cauda do epididimo, com uma lamina de bisturi. Evitou-se
cortar sobre 0s vasos sanglineos, para minimizar a contamina¢do da amostra de
sémen com sangue, segundo recomendado por SOLER et al. (2003) e SANTIAGO-
MORENO et al. (2006). O sémen foi extraido sobre uma placa de Petri, contendo 5,0
mL de solucao fisiolégica aquecida. Todo procedimento foi realizado sobre uma
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placa aquecedora (38°C). Ap0s os cortes sobre o epididimo, o tecido foi lavado com
solucéo fisiologica (5,0 mL) e a placa de Petri foi vertida num funil contendo um filtro
de nailon, especifico para sémen, acoplado a um tubo plastico de 15 mL. O volume
total de solucéo fisiologica, contendo os espermatozoides, foi de 10 mL.

Circunferéncia Escrotal

A circunferéncia escrotal foi aferida utilizando uma fita métrica adequada na
regido média do testiculo. Primeiro o par de testiculos/epididimos com a bolsa, e
depois o testiculo/epididimo individualmente fora da bolsa (Figura 1).

FIGURA 1. Afericdo da circunferéncia escrotal. A. Método para aferir a
circunferéncia escrotal em bovinos. B. Afericdo da
circunferéncia escrotal em peca de bovino post-mortem. C.
Afericdo da circunferéncia do testiculo, individualmente, obtida
de touro post-mortem.

Analise do Sémen

Imediatamente apds a colheita, os parametros seminais foram avaliados, de
acordo com as caracteristicas macro e microscopicas.

Cor: observada no tubo apds a filtragem do sémen.

Motilidade e vigor: determinados com uma gota de sémen colocada sobre
uma lamina aquecida (38—40°C) recoberta por laminula, com auxilio de microscépio
Optico, em um aumento de 100X.

Concentracao espermatica: foi realizada na camara de Neubauer espelhada,
apos a diluicho do sémen na proporcdo de 1: 100 em formol salina. Os
espermatozoides foram contados no microscépio Optico, em um aumento de 400X.
O resultado foi expresso em milhdes de espermatozoides.

Morfologia espermatica: para a avaliacdo da morfologia espermatica foi
utilizado o método Karras modificado (PAPA et al., 1986). Uma aliquota de sémen foi
depositada na extremidade de uma lamina fosca e um esfregaco foi confeccionado.
A lamina foi fixada em metanol (1 passagem) e corada pelo método citado. Foram
contadas 200 células, classificadas de acordo com os tipos de defeitos (maiores,
menores ou hormais), num aumento de 1000X em microscépio 6ptico. Os valores
foram dados em porcentagem de defeitos e células normais.

Integridade de membrana espermética: (coloragdo supra-vital): uma gota de
eosina (eosina amarela 3% em solugao fisiologica, HAFEZ, 1995) foi depositada
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numa lamina ao lado de uma gota de sémen. As gotas foram homogeneizadas e um
esfregaco foi confeccionado. A leitura foi realizada em microscépio Optico, num
aumento de 400X. As células coradas em vermelho foram consideradas com a
membrana lesada (mortas) e as que nao se corarem foram consideradas integras. O
resultado foi dado em porcentagem.

Citologia testicular

Os testiculos foram seccionados no sentido longitudinal utilizando uma lamina
de bisturi. A seguir, uma lamina de vidro foi pressionada sobre o parénquima
testicular (imprint). As laminas foram secas ao ar e coradas pelo método Panotico
rapido (Laborclin, Pinhais, PR). Entdo foram mantidas em xilol, por 10 minutos, para
evitar a formacdo de bolhas ap6s a montagem, e entdo, fixadas com laminula
utilizando Entellan® (Merck do Brasil, S&o Paulo, SP).

As laminas foram avaliadas ao microscopio, num aumento de 1000X
(imersdo) e contados o0s tipos celulares (espermatogdnias, espermatoécitos,
espermatides, espermatozoides e células de Sértoli). Foram realizadas as leituras de
10 campos/lamina em sentindo de zig zag. Os resultados foram expressos em
porcentagem, com excec¢do das células de Sértoli foram contadas separadamente.

Analise estatistica

Os dados foram comparados dois a dois pelo teste Mann-Whitney. Os valores
foram também submetidos a teste de correlacdo de Pearson. A analise foi
considerada significativa, quando p<0,05.

RESULTADOS

A leitura das laminas de citologia testicular foi realizada em todas as pecas,
tendo sido contadas em média 262,2 células em 10 campos, sendo no minimo 126 e
no maximo 427 células. Foram identificadas todas as geracbes de células
germinativas, as quais estado representados na Figura 2. As células de Sértoli e
células germinativas foram identificadas e contadas, indicando que os touros
apresentavam espermatogénese normal. As espermatogonias e espermatides finais
foram as células encontradas em maior numero.

A Tabela 1 representa a média + desvio padrdo, valores maximos e minimos
de todas as variaveis estudadas. Foram encontradas diferencas estatisticas entre
varios parametros avaliados nos dois testiculos do mesmo animal.

A analise estatistica testou também a correlacéo entre as variaveis estudadas
em cada testiculo de um mesmo animal. No testiculo 1, a concentracdo espermatica
foi correlacionada ao numero de espermatozoides encontrados na citologia testicular
(r = 0,45; p = 0,048). No testiculo 2, duas correla¢des foram identificadas, entre a
circunferéncia testicular e a porcentagem de espermatozoides determinada pela
citologia (r = -0,45; p = 0,044) e ao numero de células de Sértoli (r = 0,52; p = 0,019).
Quando o teste foi aplicado a média dos dois testiculos, verificou-se uma correlacéo
positiva entre a média do nimero de espermatozoides contados na citologia dos
dois testiculos e a somatoria da concentracdo espermatica (r = 0,45; p = 0,045).
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FIGURA 2. Células dos tubulos seminiferos do testiculo de touros. a.
Espermatozoide. b. Espermatide final. c. Célula de Sértoli. d.
Espermatogénia. e. Espermatdécito primario. f. Espermatide inicial.
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TABELA 1 — Média * desvio padréo, valores maximos e minimos das variaveis

estudadas em 20 pecas (testiculo/epididimo) de touros.

Testiculo 1 Testiculo 1 Testiculo 2 Testiculo 2
Parametro e,St.'CU 0 Maximo - e,St.'CU 0 Maximo -
Média + DP . Média + DP ..
minimo minimo
Espermatogobnia (%) 41,9 + 8,42 59,4 -23,5 35,6 +8,8° 51,0-19,4
(Eo/ig’ermatoc'to primane — 143+6,9°  302-26  130%57°  245-15
Espermatocito 30£39°  148-00  1,6+10° 44-04
secundario (%)
Espermatide inicial (%) 4,0+3,12 12,2-0 4,4 +3,7° 13,5-0,4
Espermatide final (%) 30,0 £11,1°  62,0-13,9  37,0:97°  52,7-142
Espermatozoide (%) 5,0+ 3,32 12,7-0,6 72+42° 19,7 -1,7
Células em divisdo (%) 1,8 +2,3°% 9,6 -0,0 1,1+1,3% 3,8-0,0
N° células de Sertol/100 19,1512 470-20  205+17,1°  91,0-110
células germinativas
Circunferéncia escrotal 36,1 +5,1 47,0 - 30,0 36,1+5,1 47,0 — 30,0
(cm)
(C(:':Tf)“”ferenc'a testiculdr 502178 230-170  197+14%  22,0-17,0
g:;gﬁ;‘;&?f;‘(’xloe) 4451 +313,6° 1250,0-77,5 387,1+4787% 2070,0-19,0
Vigor (escore 0 a 5) 3,8 +0,4% 4,0 -3,0 2,2+0,9” 3,0-1,0
Motilidade (%) 76,0+11,4%°  90,0-50,0 69,8+16,8°  80,0-50,0
Integridade da 832+13,9° 960-470  799+94%  91,0-540

membrana (%)

Diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). *p<0,01

DISCUSSAO

Disparidade entre os testiculos do mesmo macho foi encontrada quanto ao
namero de alguns tipos celulares, sendo o mesmo observado para motilidade
espermética. Admitindo-se que foi utilizada a mesma técnica de extracdo do sémen
para os dois testiculos, supde ser uma variacdo verdadeira e ndo um artefato da
técnica. Estes resultados foram diferentes do estudo de SANTOS et al. (2010), que
encontraram o mesmo numero e tipos celulares na citologia dos testiculos de um
mesmo cao. Esta diferenca pode estar relacionada a espécie, jA que GOOVAERTS
et al. (2006) mencionam diferencas nos parametros espermaticos do sémen colhido
dos epididimos de um mesmo touro, incluindo a motilidade espermatica. Ainda,
estes autores nédo verificaram diferencas entre a integridade da membrana entre os
epididimos do mesmo animal, achado este também encontrado no presente estudo.

Diferente dos achados de SANTOS et al. (2010), as espermatogonias foram
as células mais frequentes. Contudo, também se encontrou dificuldade em identificar
este tipo celular, ndo sendo possivel a diferenciagdo dos subtipos. As
espermatogbnias foram classificadas segundo LEME (2004) como uma célula de
citoplasma escarso e basofilico, nucléolo pouco evidente, mas podendo conter mais
de um, cromatina com variacdo de fina a homogénea a densa e filamentosa. As
espermatides finais e espermatozoides foram células mais facilmente identificadas,
por se tratar de estruturas diferenciadas e alongadas. Os espermatdcitos
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secundarios foram as células encontradas em menor porcentagem no presente
trabalho, por se tratar de células com curto periodo desta fase da divisdo meidtica
(LEME, 2004; AHAMAD et al., 2010).

A correlagdo entre 0 numero de espermatozoides contados na citologia
testicular e a concentracdo espermatica revelou uma interacdo temporal entre as
células produzidas pelos testiculos e aquelas armazenadas no epididimo, podendo a
citologia identificar e definir a aptiddo reprodutiva do touro, incluindo o reservatorio
epididiméario. Tal achado tem sido também comprovado por CHAPWANYA et al.
(2008), que compararam a avaliacdo do sémen, a citologia do epitélio germinativo e
a ultrassonografia para definir a aptiddo reprodutiva de touros, sendo que a uniao
entre citologia e avaliagdo do sémen foram capazes de classificar a fertilidade dos
machos.

N&do foi determinada correlacdo entre a circunferéncia escrotal e a
concentracdo de espermatozoides contidos nos epididimos, sendo diferente dos
resultados descritos pela literatura que afirmam existir correlagdo entre a
circunferéncia escrotal e a produgcdo esperméatica (ELER et al.,, 1996; QUIRINO;
BERGMANN, 1997; CYRILLO et al., 2001), a qual poderia ser refletida pelo numero
de espermatozoides epididimarios, ja que este € um local de armazenamento das
células antes da ejaculacdo (SETCHELL, 1977). Apesar disto, MORAES et al.
(1998) afirmam que o perimetro escrotal ndo € uma variavel importante para
classificar touros, de 4 racas diferentes, em aptos e inaptos para reproducéo. Apesar
disto, uma correlagdo negativa foi verificada entre a circunferéncia do testiculo e a
porcentagem de espermatozoides na citologia testicular e uma correlacdo positiva
com o numero de células de Sértoli, achado este que comprova a auséncia de valor
da circunferéncia escrotal para indicar a espermatogénese.

A circunferéncia escrotal variou de 30 a 47 cm, estando de acordo com 0s
valores descritos na literatura (CHENOWETH et al.,, 1992). A auséncia de dados
referentes & raca, idade e status reprodutivo podem ter interferido na andlise
estatistica, pois a variagcdo da circunferéncia escrotal ja foi correlacionada a estes
parametros (COULTER et al., 1988; CHENOWETH et al., 1992; ELER et al., 1996;
QUIRINO; BERGMANN, 1997; CYRILLO et al., 2001).

De acordo com GOOVAERTS et al. (2006), a maioria das caracteristicas
entre os pares de epididimo, apresenta um desvio maior de 20% para os valores
meédios dos parametros espermaticos, excecao do peso e volume dos testiculos e
epididimos e peso da cauda do epididimo. Tais parametros ndo foram mensurados
no presente estudo, porém a circunferéncia escrotal e circunferéncia testicular,
parametros que avaliam indiretamente o volume e/ou peso, também ndo foram
diferentes entre os testiculos do mesmo touro.

Se a capacidade de armazenamento da cauda do epididimo é de 45 a 70%
da producdo diaria, a qual esta entre 12 a 14 bilhées em um touro adulto
(SETCHELL, 1977), é possivel afirmar, baseado na concentracdo méxima colhida
nos dois epididimos (aproximadamente 3,4x10° espermatozoides), que foram
colhidos aproximadamente 2/3 da concentracdo minima descrita por SETCHELL
(1977). Sendo assim, estes achados evidenciam que a técnica empregada foi
eficiente para a colheita do sémen podendo ser utilizada em programas de
reproducao assistida, incluindo a inseminacao artificial

CONCLUSAO
Baseado nos resultados obtidos, concluiu-se o nimero de espermatozoides
avaliados pela citologia testicular pode refletir a concentracéo espermatica da cauda
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do epididimo. Contudo, a correlacdo entre a biometria testicular e as células
encontradas na citologia testicular foi verificada apenas em um dos testiculos e ndo
se relacionou ao numero de espermatozoides encontrados na cauda do epididimo,
apenas agueles contidos nos tubulos seminiferos.
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