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RESUMO

RELACAO DA CONSISTENCIA E DA ECOGENICIDADE TESTICULAR
COM A MORFOLOGIA ESPERMATICA EM SUINOS
Autor: Aline Fernanda Lopes Paschoal
Orientador: Prof. Ivo Wentz
Coorientadores: Profé. Ana Paula Gongalves Mellagi
Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo

Profd. Mari Lourdes Bernardi

A morfologia espermética estd entre as maiores causas de descarte de
reprodutores nas centrais de difusdo genética e, quando identificada precocemente,
significa uma reducdo nos custos com reprodutores ociosos. O estudo objetivou avaliar
a possibilidade de utilizacdo de caracteristicas testiculares (consisténcia a palpacéo
manual, consisténcia a tonometria — tébnus, ecogenicidade da imagem ultrassonografica -
em pixels, e heterogeneidade da ecogenicidade — em pixels) na identificacdo de
reprodutores suinos com baixa qualidade de morfologia espermatica. Foram avaliados
402 machos com idade média de 18,5 + 8,8 meses, de cinco centrais de difuséo
genética. A avaliacdo espermatica foi utilizada como critério de aptiddo, sendo
considerados aptos os reprodutores com menos de 20% de defeitos espermaticos, nao
ultrapassando o limite de 5% para defeitos de cabeca, acrossoma, colo e peca
intermediaria e 10% para defeitos de cauda (dobrada ou enrolada) e gota citoplasmatica
proximal. A porcentagem de animais aptos segundo a morfologia espermatica foi de
71,9%. O tdnus teve correlacdo positiva (P< 0,05) moderada com a consisténcia a
palpacdo manual (r= 0,64). A heterogeneidade testicular foi fracamente correlacionada
com a ecogenicidade (r= 0,39; P< 0,05) e com o percentual de anormalidades
espermaticas (r= 0,11). Foram comparados os valores das caracteristicas testiculares
entre machos considerados aptos e inaptos, sendo a media de ténus inferior nos machos
aptos (P=0,04). A possivel associacdo das caracteristicas testiculares com o percentual
de defeitos espermaticos foi analisada por regressdo logistica, incluindo as
caracteristicas (consisténcia a palpacdo manual, tbnus, ecogenicidade e heterogeneidade
do parénquima testicular) como variaveis continuas ou classificatorias. A partir dos
valores obtidos, foram criadas 4 classes de consisténcia a palpacao e de ténus e 5 classes

de ecogenicidade e heterogeneidade do parénquima testicular. Foi obtido um ponto de



corte de 5,03mm, baseado no tdnus testicular, para discriminar animais aptos e inaptos e
maiores valores de tonus (variavel continua) diminuiram a chance dos machos serem
aptos, no entanto, com baixo poder discriminatorio (AUC= 0,66). A probabilidade de
ocorréncia de aptiddo tendeu a ser menor na classe de tonus 4 (P= 0,07). Menores
valores de tonus estdo associados a maior porcentagem de normalidades espermaticas
em suinos, auxiliando na identificacdo de animais com alta qualidade espermatica.

Palavras-chave: andrologia, ultrassonografia, tbnus, anormalidade espermatica, sémen.



ABSTRACT

RELATIONSHIP OF TESTICULAR CONSISTENCY AND ECHOGENICITY
WITH SPERM MORPHOLOGY IN BOARS

Author: Aline Fernanda Lopes Paschoal

Supervisor: Prof. lvo Wentz

Cosupervisors: Profé, Ana Paula Gongalves Mellagi
Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Profé. Mari Lourdes Bernardi

Sperm morphology is an important cause of male culling in boar studs and if
early detected may lead to a reduction on costs of exceeded males. The study aimed to
evaluate the possibility for using testicular traits (testicular consistency by manual
palpation and consistency by tonometry — tone, echogenicity by ultrasonography -
pixels and heterogeneity of the echogenicity — pixels) on the identification of boars with
high sperm morphology quality. Sperm evaluation was used as criteria for breeding
soundness, being considered as satisfactory boars with less than 20% of total sperm
abnormalities, with an upper limit of 5% head, acrosome, neck and mid piece defects
and 10% of tail (coiled and bent) e proximal cytoplasmic droplet. The percentage of
satisfactory boars was 71.9%. Tone was positively correlated (P< 0.05) with
consistency by manual palpation (r= 0.64). Testicular heterogeneity was weakly
correlated (P< 0.05) with echogenicity (r= 0.39) and with percentage of sperm
abnormalities (r= 0.11). It was compared the values of testicular traits between
satisfactory and unsatisfactory boars, and a lower mean of tone was found on
satisfactory boars (P= 0.04). The possible association of testicular traits with the
percentage of sperm defects was analyzed by logistic regression, including the traits
(consistency by manual palpation, tone, echogenicity and heterogeneity) as continuous
and categorical variables. Considering the values obtained, 4 classes were created for
consistency by manual palpation and tone and 5 classes were created for echogenicity
and heterogeneity of the testicular parenchyma. It was obtained a cut-off value of
5.03mm, based on testicular tone, to discriminate satisfactory and unsatisfactory boars
and higher values of tone (as continuous variable) decreased the chance of boars to be
satisfactory, however with low discriminatory power (AUC= 0.66). The probability of
occurrence of satisfactory boars tended to be lower on class 4 of tone (P= 0.07). Lower
values of tone are associated with higher percentage of sperm normality, contributing
to the identification of boars with high sperm quality.

Key words: Andrology, ultrasonography, tone, sperm abnormality, semen.
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1. INTRODUCAO

Pesquisas nas areas de sanidade, nutricdo, reproducdo e genética, assim como a
adocdo de técnicas de manejo e biotecnologias aplicadas a reproducdo tém papel
importante no desenvolvimento do plantel suino no Brasil. Nesse contexto, destaca-se a
inseminacao artificial (IA), uma biotecnologia ja consolidada como manejo reprodutivo
(BORTOLOZZO et al., 2015), que tem contribuido para o progresso genético (KNOX,
2016a) e em indices zootécnicos como taxa de pari¢do e leitdes produzidos por matriz
(FLOWERS, 1997; KNOX, 2016b). Na espécie suina, a IA é realizada a partir de doses
inseminantes resfriadas produzidas ap0s coleta e dilui¢do de ejaculados de animais com,
em sua maioria, alto mérito genético (BORTOLOZZO et al., 2015; KNOX, 2016a).

Aproximadamente 90% das matrizes sdo inseminadas artificialmente nos
principais paises produtores de carne suina (RIESENBECK, 2011). Sendo assim, a
capacidade produtiva do cachaco em produzir doses de alta qualidade é,
economicamente, bastante importante. O plantel brasileiro de matrizes suinas no Brasil
é de 1.720.255 (ABCS, 2016) e a proporc¢édo de cachagos para cobricdo de fémeas é de 1
macho para 150 a 250 matrizes (ALTHOUSE, 2014) com deposi¢do intra-cervical da
dose inseminante, podendo ser ainda maior para 0s métodos de inseminacdo intrauterina
e em tempo fixo. Nesse contexto, € possivel estimar que Sa0 necessarios
aproximadamente 9500 cachacgos para a cobertura das matrizes no plantel brasileiro. Por
ser muito inferior ao plantel de matrizes, muitas vezes os machos reprodutores nédo
recebem a atencao necessaria para averiguacdo de suas caracteristicas reprodutivas.

O exame androlégico realizado de forma minuciosa, auxilia na otimizacdo do
uso dos reprodutores e descarte de animais de baixa qualidade. A avaliagdo consiste em
uma anamnese, exame fisico, exame do ejaculado e de libido, nos quais sdo
identificados animais inaptos & monta, & coleta de sémen e & producdo de doses
inseminantes, sujeitando-os ao descarte. O andrologico pode contar com exames
complementares, como a ultrassonografia, que pode fornecer dados referentes ao
parénquima testicular. Com relacdo a avaliacdo laboratorial do ejaculado, que é o mais
frequente na rotina das centrais, sdo avaliadas as caracteristicas seminais, e essas
caracteristicas servem como parametro para descarte de ejaculados improprios para
producéo de doses inseminantes e para a selecdo de animais possivelmente subférteis. A
selecdo e descarte de machos jovens, assim como a permanéncia desses nas centrais,

acontece, predominantemente, pelo melhoramento genético (KNOX, 2008). No entanto,
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ao analisar reprodutores em centrais alemas, Schulze et al (2014) observaram que 47,3%
dos animais de alto mérito genético ainda seriam excluidos das centrais por ndo
apresentarem paradmetros satisfatorios de qualidade seminal, desses 36,7% por
anormalidades nas células espermaticas. Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar a
utilizacdo da consisténcia a palpacdo e a tonometria (tbnus) e da ultrassonografia como
ferramentas na identificacdo de animais com qualidade morfolégica espermatica

comprometida.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia Reprodutiva do Cachaco

Os principais componentes do sistema reprodutor masculino sdo estruturas
diferenciadas das quais se destacam corddo espermatico, escroto, testiculos, ductos de
transporte, glandulas acessorias, pénis e musculos (SENGER, 2003).

Os corddes esperméticos estendem-se pelo canal inguinal (passagem entre a
cavidade abdominal e o escroto), até seus anexos no polo ventral dos testiculos,
suspendendo-os dentro do escroto. Os cordBes espermaticos contém os ductos
deferentes, musculo cremaster, vasos linfaticos, inervacdo, artérias e veias. A artéria
testicular € uma ramificacdo da aorta e, apds passar pelo canal inguinal, se torna
bastante contorcida. As veias do corddo espermatico formam uma rede elaborada,
denominada plexo pampiniforme, que envolve a artéria testicular. A posicdo das veias
em relacdo a artéria testicular é importante na regulacdo térmica dos testiculos, que
acontece pela perda de calor das veias para a superficie escrotal e por envolver a artéria
testicular, resfriando o sangue que esta indo para os testiculos (SENGER, 2003).

O escroto € um saco de dois lobos, que serve como protecdo e suporte para 0s
testiculos. Ele é composto por quatro estruturas, sendo a pele (mais externa), seguida
pela thnica dartos, fascia escrotal e tinica parietal vaginal (estrutura mais interna), que
envolve os testiculos. Os testiculos sdo estruturas pareadas, que tém como funcédo
priméaria a producdo de horménios e células espermaticas (SENGER, 2003; FLOWERS,
2004a). As estruturas, na espécie suina, localizam-se externas a cavidade, e sdo
conectados aos componentes internos do sistema reprodutivo pelo corddo espermatico
(SENGER, 2003; KNOX, 2016a). Eles sdo cobertos pela capsula testicular composta
pela tunica visceral (mais externa) e tanica albuginea (mais interna). Dentro desta
capsula é possivel distinguir duas estruturas, o parénquima e o mediastino testicular.

O parénquima testicular € o conjunto de dois compartimentos, tubular e
intersticial. O primeiro é composto pelos tubulos seminiferos, formados por uma
membrana basal, uma camada de epitélio seminifero, contendo as células de Sertoli, e
sdo envoltos por células peritubulares contrateis. O segundo é composto por vasos,
nervos e células de Leydig e envolve o mediastino. O mediastino é localizado no centro

do testiculo e tem varios ductos, que formam uma rede denominada rete testis. Essa
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rede serve como transporte dos espermatozoides para fora dos testiculos, e converge em
varios ductos denominados eferentes (SENGER, 2003).

Os ductos eferentes se unem em um ducto epididiméario tanto do lado direito
como esquerdo. Eles sdo bastante enovelados e cada um é envolto por uma camada
muscular que gera contragdes nas estruturas, permitindo que 0s espermatozoides
transitem pelo epididimo. Os ductos ficam dentro de cada epididimo, que se localizam
externos aos testiculos, dentro do escroto. O epididimo é dividido em trés componentes
anatémicos e, em suinos, a cauda esta localizada no polo superior, cabeca no polo
inferior e corpo € a unido dos polos. A cabeca do epididimo contém o ponto de conexao
entre os ductos eferentes e o segmento inicial do ducto epididimario. O transito pelo
epididimo passa primeiro pela cabeca, depois pelo corpo e por fim pela cauda, onde as
células espermaticas ficam armazenadas. E durante o transporte epididimario que o
espermatozoide comeca a adquirir a capacidade de fecundar o odcito. Sendo assim,
conclui-se que o epididimo tem como funcdo promover a maturacdo e reserva de
espermatozoides (SENGER, 2003; KNOX, 2016b).

Os ductos deferentes, esquerdo e direito, formam-se a partir dos epididimos,
unindo-se em um unico ducto, chamado uretra pélvica. A uretra passa por diversos
musculos e glandulas acessorias até a formacdo da uretra peniana, cuja funcdo é o
transporte tanto de urina como de sémen (KNOX, 2016b).

As glandulas acessdrias sdo responsaveis pela producdo de secrecBes que
contribuem para a por¢éo ndo celular do ejaculado, conhecida como plasma seminal. As
glandulas vesiculares sdo posicionadas lateralmente as porcdes terminais de cada ducto
deferente e sdo responsaveis por produzir grande por¢cdo de volume do ejaculado (fase
pobre). Na espécie suina, as glandulas prostaticas sdo do tipo disseminada, e o tecido
glandular é distribuido ao longo da parede dorsal e lateral da uretra pélvica, podendo ser
denominada de glandula uretral. Nas glandulas uretrais é produzida a fragdo pré-
espermatica do ejaculado ou fase uretral. As glandulas bulbouretrais sdo localizadas nos
dois lados da uretra pélvica, proximas ao arco isquiatico. Nos suinos, as bulbouretrais
sdo bem desenvolvidas e responsaveis pela producgédo da porcéo gelatinosa do ejaculado
(SENGER, 2003; BORTOLOZZO et al., 2005).

O pénis suino possui é do tipo fibroelasitco, possuindo tecido erétil limitado e
tem a porcdo final em formato de saca-rolhas o que permite a penetragdo da cérvice
espiralada da matriz (SENGER, 2003). Devido a caracteristica do tecido peniano,

animais sexualmente estimulados ndo sdo capazes de enrijecer e aumentar o volume
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dessa estrutura. Nesse contexto, a flexura sigmoide € responsavel, por manter o pénis
dentro do corpo do animal e promover a exteriorizacdo no macho sexualmente
estimulado, através do relaxamento do masculo retrator do pénis e resultante extensdo
da flexura. No processo de exterioriza¢do, 0 pénis passa por uma estrutura denominada
de oOstio prepucial, o qual contém um diverticulo repleto de muco, urina, células mortas
e bactérias acumuladas, que podem promover a contaminacdo do ejaculado (SENGER,
2003; KNOX, 2016b).

2.2 Exame Androldgico

O exame androldgico tem como objetivo avaliar o potencial reprodutivo dos
machos, diagnosticar sub ou infertilidade e ocorréncia da puberdade (FONSECA, 2000;
FRANCO et al., 2006). Esse exame deveria ser inserido na rotina das centrais de
difusdo genética (CDG), porém a saude dos Orgdos sexuais parece Ser pouco
considerada no trabalho diario (WEITZE, 2010). O que se observa nas centrais é um
acompanhamento pelos coletadores principalmente durante as coletas de ejaculado, no
qual se verifica a presenca de lesdes, sinais de dor ou alteracGes comportamentais como
perda de libido e apatia. Através dessa avaliacdo é possivel retirar da rotina de coleta
animais com alterac6es na observacédo do coletador.

Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013), o exame
androldgico consiste em avaliar a aptiddo reprodutiva de um animal destinado a
reproducdo e fundamenta-se na observacdo da saude geral, do sistema genital, e da
qualidade espermatica do reprodutor. Para realizar um laudo, alguns quesitos minimos
devem ser avaliados (identificacdo, anamnese, exame clinico geral, exame especial dos
6rgdos reprodutivos, avaliacdo seminal) e outros sdo complementares, realizados a
critério do profissional responsavel. Essas avaliagbes permitem que se chegue a um

diagndstico sobre a condicdo reprodutiva do animal, otimizando seu uso.

2.2.1 Exame Clinico

O exame clinico consiste em duas etapas: anamnese e exame fisico.
Na anamnese, é obtido o historico do animal, incluindo a idade, identificacdo do
reprodutor (nimero, mossa, tatuagem) e a raca. Deve-se averiguar 0 comportamento do

animal em experiéncias sexuais anteriores, tipo de alojamento, condi¢gdes ambientais,
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ficha individual, condicdo corporal, dados anteriores de exames clinicos, libido,
capacidade de realizar monta, dados obtidos a campo (taxa de parto e tamanho de
leitegada produzida — quando houver), rebanho de origem, resultados de qualquer teste
para deteccdo de doengas, frequéncia de coleta, doencas anteriores, tratamentos, e
programa de medicina preventiva do rebanho (SHIPLEY, 1999).

Na anamnese do exame androldgico sdo obtidas informacgdes relacionadas as
condicGes sanitarias do rebanho. Essas sdo importantes, pois as granjas que
comercializam doses devem ser Granjas de Reprodutores Suinos Certificadas (GRSC).
Para isso, foi desenvolvido pelo MAPA uma instrucdo normativa (MAPA- Instrucdo
Normativa n°19, de 15 de fevereiro de 2002), que estabelece uma série de exames para
comprovacdo e manutencdo da certificacdo. As granjas devem ser comprovadas como
livres de Peste Suina Cléssica, Doenca de Aujeszky, Brucelose, Tuberculose, Sarna e
Leptospirose (livre ou controlada). As condicGes a serem atendidas variam conforme a
doenca e devem ser rigorosamente seguidas para que a certificacdo ndo seja suspensa.

No exame fisico, todos os animais devem ser avaliados quanto a possiveis
dificuldades de locomocdo, buscando traumas, degeneracOes articulares entre outras
alteracdes (SHIPLEY, 1999). Outros parametros a serem analisados, sdo escrotos,
testiculos e epididimos (CBRA, 2013). Os escrotos devem estar livres de abscessos,
cicatrizes, espessamento, irritacdo ou lesdes. Nos testiculos, avalia-se a forma, tamanho,
simetria, localizacdo, consisténcia, deslocamento, calor e demonstracdo de dor a
palpacdo. Os testiculos devem ser moveis dentro do escroto, simétricos, firmes e
nenhum liquido deve ser palpavel (SHIPLEY, 1999). Na cabeca do epididimo, avalia-se
a forma, tamanho, localizacdo, consisténcia, demonstracao de dor e o destacamento da
estrutura. Ja na cauda do epididimo, observa-se a forma, tamanho, simetria, localizacao,
consisténcia, demonstracdo de dor e destacamento a palpacdo (SHIPLEY, 1999 e
WEITZE, 2000). No prepucio, sdo avaliados o orificio e o diverticulo prepucial,
buscando sinais de inflamagdo (SHIPLEY, 1999; WEITZE, 2010). Além destes, 0s tetos
também sdo avaliados pela contagem, avaliacdo do espagamento e simetria entre as
cadeias mamarias e evidéncia de tetos invertidos (SHIPLEY, 1999).

Alguns exames podem ser adicionados ao exame clinico, de forma a torna-lo
ainda mais completo e eficaz. Dentre o0s exames complementares estdo a
ultrassonografia, usada para varias espécies animais (PECHMAN, 1987; EILTS 1989;
CARTEE, 1990; PUGH, 1990; LOVE, 1992), e também em suinos (CARTEE, 1986).
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2.2.2 Avaliacdo da Consisténcia Testicular

A consisténcia testicular faz parte do exame androl6gico e pode servir como
ferramenta para determinar o tonus dos testiculos. Esse parametro pode ser utilizado
para indicar a producdo e qualidade seminal em bovinos (COULTER, 1976;
FITZPLATZ et al., 2002), proporcionando dados importantes quanto a condi¢do
reprodutiva do macho (HAHN et al., 1969). A consisténcia de cada testiculo na espécie
suina é comumente determinada através da palpacdo manual (WEITZE, 2010). Para
avaliacdo da consisténcia testicular os testiculos devem ser tracionados com uma das
mé&os no sentido dorso cranial, o que vai promover a distenséo do escroto, seguindo-se
com a palpacdo manual e digital, a partir da qual sera realizado um escore segundo a
maciez dos testiculos (CBRA, 2013). A partir dos resultados obtidos a palpa¢cdo manual,
diferentes distingbes devem ser feitas quanto a firmeza da estrutura, variando de flacido
a muito rigido (NICHOLS & THOMPSON, 1987).

A avaliagdo do parametro é importante na identificacdo de processos
degenerativos agudos ou crénicos, pois mesmo animais saudaveis, com libido, podem
apresentar alteracGes na consisténcia testicular devido as degeneracdes. A degeneracdo
testicular é considerada como a principal causa de reducdo de fertilidade em mamiferos
domésticos. Macroscopicamente os testiculos com processos degenerativos podem
apresentar, inicialmente, consisténcia flacida, tamanho normal ou discreta reducdo no
volume. Em etapas avancadas o 6rgao tem reducdo do volume e a consisténcia torna-se
firme a palpacdo, com aumento de tecido conjuntivo intersticial e, em alguns casos,
mineralizacdo dos tubulos seminiferos. Dependendo da gravidade da degeneracdo, 0s
animais podem apresentar reducdo na concentracdo espermatica, aumento de células
anormais no ejaculado e, em casos graves, azoospermia (VAN CAMP, 1997,
NASCIMENTO & SANTOS, 2003).

O metodo da palpacéo faz uma estimativa subjetiva da consisténcia testicular e,
devido a importancia de se avaliar a consisténcia com mais preciséo, foi desenvolvido
em 1969 por Hahn e colaboradores um equipamento capaz de mensurar a consisténcia
testicular de forma menos subjetiva: o tonémetro. A técnica de mensuracdo com
tondmetro, ou tonometria, j& foi utilizada anteriormente em suinos, demonstrando ser
uma técnica promissora (ESBENSHADE et al., 1979; MAHONE, 1979; KERLER,

2010). O aparelho consiste em um visor, uma mola e uma haste de metal. Essa haste ao
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ser pressionada contra uma superficie, gera um deslocamento, a partir do qual se obtém
um valor. O visor, no qual se observa uma escala graduada em milimetros, varia o0s
valores quando é exercida a pressdo na superficie. Quanto maior a escala, mais rigida é

a estrutura, pois maior € a forca de deflexdo da haste em relacéo a superficie testicular.

2.2.3 Exame Ultrassonografico

Em 1960 os primeiros aparelhos ultrassonogréaficos foram utilizados para
explorar o corpo humano. Entre 1980 e 1995, o progresso tecnoldgico, informatico e
eletronico resultou em mais qualidade para as imagens ultrassonogréaficas e reducdo no
peso dos aparelhos, permitindo que fossem usados em diversas situacdes (ALAIS et al.,
1979; BOTTE, 1998). Apds esse desenvolvimento, a ultrassonografia testicular tornou-
se factivel e o método passou a ser utilizado como complementacdo ao exame
androldgico, auxiliando na identificacdo de desordens subclinicas em bovinos (GABOR
et al., 1998).

A onda sonora € um fendmeno de vibracao e, ao contréario da onda luminosa, ndo
se propaga no vacuo, e sim em materiais solidos e liquidos (BOUTON et al., 1984;
CARNIEL, 1987; GODDARD, 1995). Cada tecido apresenta uma ecotextura diferente,
que depende da sua capacidade de refletir as ondas geradas. Na medida em que ocorre a
reverberacao, a onda é captada na forma de eco, de onde segue para um console para ser
processada, amplificada e condensada na forma de imagem. O transdutor age como um
emissor de ondas sonoras e receptor de ecos e a imagem produzida por esse processo é
transmitida na tela do equipamento (GRIFFIN & GINTHER, 1992; RIBADU &
NAKAO, 1999).

2.2.3.1 Escala de Cinza

Pierson et al. (1988) descreveram um padrdo de variagdo entre os tons de cinza
produzidos na imagem ultrassonografica, justificando que estes ocorrem pelas diferentes
ecotexturas, caracteristicas dos tecidos. Em relagdo a visualizacdo e a interpretacdo das
imagens, existem estruturas anecoicas que ndo refletem ondas sonoras, ou seja, nao
produzem ecos e aparecem como estruturas pretas no monitor. Quando se compara a
escala de cinza de diferentes estruturas, é possivel classificar as estruturas mais escuras

(menor ecogenicidade e menos reverberacdo), como hipoecdicas. As estruturas de mais
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brilho (maior ecogenicidade e mais reverberacdo) sdo classificadas como hiperecdicas
(PECHMAN & EILTS, 1987; ABDEL-RAZEK & AL, 2005).

Sabendo-se que a imagem de ultrassom é capaz de produzir em um monitor a
representacdo de diferentes tecidos, essa composicdo da imagem pode ser utilizada
como uma ferramenta para demonstrar informacdes Uteis sobre os testiculos. A
distribuicdo de frequéncias ou histograma da imagem descreve a distribuicdo da
intensidade de cinza (pixels) em cada segmento da imagem (CHANDOLIA et al.,
1997). A ultrassonografia tem sido utilizada para avaliar os testiculos de animais de
varias espécies, como equinos (LOVE, 1992), bovinos (KASTELIC, 2001; ABDEL-
RAZEK & ALI, 2005; GNEMMI & LEFEBVRE, 2009; CARDILLI et al., 2012;
PINHO et al., 2013), ovinos (GOULETSOU et al., 2003; AHMADI et al., 2013), cées
(GOULETSOU, et al., 2008; SOUZA et al., 2015; MOXON et al., 2015; ENGLAND et
al., 2016) e suinos (CARTEE et al., 1986; PINHO et al., 2015). Nesse contexto, a
espécie mais estudada ainda é a bovina.

As diferentes fases de maturacdo sexual de bovinos foram representadas nas
imagens de ultrassom com diferentes luminosidades na escala de cinza (EVANS et al.,
1996; CHANDOLIA et al., 1997). Segundo Evans et al. (1996), é possivel perceber que
a intensidade de pixels testicular, determinada pelo exame ultrassonografico, aumenta,
uma vez que sobe de 115 para mais de 180, quando se compara touros de 20 e 40
semanas de vida. Os autores concluiram que o aumento se d& durante a fase na qual ha
maior desenvolvimento dos tubulos seminiferos e producdo de células germinativas
maduras. Cardilli et al. (2012) apontaram que a ecogenicidade do parénquima testicular
de bovinos pré-puberes aos 10 meses foi inferior (18,47%) quando comparada a de
animais puberes aos 18 meses (42,11%). De fato, Pinho et al. (2013) concluiram que em
animais puberes, ndo existe diferenca na ecotextura, quando se comparou animais com
idades entre 21 a 33 meses.

Estudos também foram desenvolvidos no intuito de utilizar a escala de cinza a
partir da ultrassonografia como uma ferramenta na predicdo da fertilidade de
reprodutores. Em caninos, Souza et al. (2015) verificaram que ndo ha diferenca na
ecotextura de caes férteis ou inférteis. A ecogenicidade da imagem testicular apresenta
resultados contraditorios, quando se analisa o percentual de células normais. Moxon et
al. (2015) observaram correlacdo negativa (r= -0,455) com porcentagem de células
morfologicamente normais (P= 0,003). No entanto, no estudo de England et al. (2016),
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0S autores nao encontraram associacao da imagem ultrassonografica com os defeitos
morfologicos de espermatozoides de caes.

Além da escala de cinza, o desvio padrdo da média de escala de cinza também
foi avaliado por alguns autores, buscando uma relagdo entre a heterogeneidade do
parénquima testicular e qualidade espermatica (MOXON et al., 2015). Esse refinamento
da técnica foi utilizado no intuito de considerar a variacdo do parénquima testicular e
ndo s6 a média. Moxon et al. (2015) verificaram que ndo existe uma relacdo entre a
heterogeneidade da escala de cinza (desvio padrdo da meédia da escala de cinza) e

porcentagem de células espermaticas morfologicamente normais em cées.

2.2.4 Avaliacdo do Ejaculado

A avaliacdo seminal é um procedimento essencial em muitos aspectos nha
reproducdo de animais domésticos e faz parte do exame andrologico.
Convencionalmente, a avaliagdo do sémen inclui a mensuracdo do volume, da
concentracdo espermatica e da porcentagem de células com motilidade progressiva e
morfologicamente normais (COLENBRANDER et al., 1993). Considerando que as
avaliacOes de sémen in natura devem ser realizadas de forma rapida, para evitar que as
células percam motilidade, quanto menor o intervalo entre a coleta e a analise, melhor é
a confiabilidade da decisdo por eliminar ou prosseguir com 0 processamento do
gjaculado (WEITZE, 2012), sendo recomendado o intervalo entre coleta e analise

inferior a 20 minutos.

2.2.4.1 Avaliagdo Macroscopica

A avaliagdo macroscépica do ejaculado consiste na avaliacdo do volume, cor,
odor e aspecto do sémen. De forma geral, o volume do ejaculado é aferido através da
pesagem e para efeito préatico, se aceita que cada 1 g de sémen corresponde a 1 mL. A
precisdo dessa medida € importante para determinar o numero total de espermatozoides
do ejaculado. Na espécie suina, se aceita ejaculados de 50 a 600 mL, o que depende da
idade do animal (CBRA, 2013). A cor do ejaculado deve ser avaliada por observacao de
um operador. Quando fisioldgica a cor varia do branco ao branco acinzentado, podendo
também ter coloragdo amarelo clara, variacdo que depende de caracteristicas individuais

e nutricionais do macho. Cores amarelo forte ou rosadas podem indicar presenca de
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células inflamatdrias ou sangue no ejaculado, respectivamente (BORTOLOZZO et al.,
2008). O odor também é avaliado e deve ser sui generis (CBRA, 2013), sendo possivel
detectar através dessa avaliacdo eventuais contaminagdes por secrecdes prepuciais e
urina no ejaculado (BORTOLOZZO, et al., 2008). O aspecto também deve ser avaliado
e varia de soroso a leitoso, sendo o soro-leitoso considerado como ideal (ALTHOUSE,
2007).

2.2.4.2 Avaliagdo de Motilidade Espermatica

A motilidade espermatica baseia-se no numero total de células esperméticas mdveis
em varios campos examinados. A avaliagdo pode ser subjetiva, examinada em
microscopio optico em aumento de 100 a 200 vezes (BORTOLOZZO et al., 2008) ou
através de técnicas computadorizadas (CASA — Computer-Assisted Sperm Analysis) que
garantem resultados mais acurados, avaliando ndo sé a vitalidade da célula, mas o tipo
de movimento realizado (BORTOLOZZO et al., 2008). O parametro minimo para o
aceite de ejaculados na producdo de doses é de 70% de motilidade progressiva
(BENNEMANNN, 2014). Ejaculados com percentuais de células moveis abaixo desse
limiar devem ser descartados, pois o uso de ejaculados com menos de 60% de
motilidade progressiva demonstram baixa taxa de parto (74,1%) e tamanho de leitegada
(9,6 leitdes nascidos vivos) (FLOWERS, 1997). Apesar de indicar a vitalidade das
células espermaticas, servindo como fator limitante na fertilizacdo das fémeas
inseminadas, o resultado da motilidade espermatica ndo é capaz de predizer a fertilidade
do reprodutor suino (COLENBRANDER et al., 1993; WEITZE, 2012), evidenciando a

importancia da avaliacdo no exame androlégico.

2.2.4.3 Avaliacdo de Concentracdo Espermatica

A concentracdo espermatica representa o0 nimero de espermatozoides por milimetro
ou centimetro cubico do ejaculado. Na espécie suina a determinacdo da concentragédo
pode ser feita por contagem direta em camara hemocitometrica, fotocolorimetria,
espermodensimetro e contagem eletronica de particulas (CBRA, 2013). O valor de
concentracdo resultante & multiplicado pelo volume total do ejaculado, determinando a

guantidade de células totais no ejaculado.
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2.2.4.4 Avaliagdo de Morfologia Espermatica

A morfologia espermatica tem por objetivo avaliar qualitativamente as células
espermaticas, de modo a determinar o percentual de alteracbes morfologicas
(BORTOLOZZO et al., 2008). Esse € um parametro importante relacionado a
fertilidade, pois ejaculados com alta proporcdo de defeitos celulares podem apresentar
reducdo na capacidade fecundante (JUNG et al., 2015). Contudo, mesmo 0s
reprodutores saudaveis apresentam células espermaticas defeituosas no ejaculado em
baixas propor¢es (KNOX, 2016b). A analise morfolégica pode ser realizada em
microscopia oOptica, com aumento de 1000 vezes, sem contraste de fase em amostras
coradas com eosina-nigrosina, Trypan Blue, Giemsa ou com contraste de fase e 6leo de
imersdo. Amostras para avaliacdo em preparo Umido ndo sdo coradas e devem ser
fixadas em solugdo de formalina (BORTOLOZZO et al., 2008). Recomenda-se que
sejam avaliadas 200 células espermaticas, classificando-as como normais e anormais e
convertendo esses valores para percentual (CBRA, 2013). O exame pode ser realizado
ainda com o recurso de analise morfoldgica disponivel em sistemas CASA
(FOXCROFT, 2008).

Apesar de fornecer uma estimativa do funcionamento no epitélio seminifero,
maturacdo epididimaria das células (GADEA, 2005) e condicGes de estresse as quais 0s
reprodutores sdo submetidos (KNOX, 2016b), nem sempre a avaliacdo morfoldgica é
realizada nas centrais, pois exige tempo e mao de obra especializada. Nesse contexto, as
CDG acabam optando pelo envio de amostras para laboratérios especializados
(BORTOLOZZO et al., 2008). Todos os machos jovens devem ser avaliados ao serem
introduzidos nas centrais de difusdo genética e, periodicamente, todos os doadores em
coleta devem ser submetidos ao exame (BORTOLOZZO et al., 2008). Recomenda-se
que amostras de sémen in natura fixadas sejam enviadas para analise em periodos de
aproximadamente 50 dias, devido ao periodo de espermatogénese e maturacdo
espermatica (FLOWERS, 2004a; FLOWERS, 2004b), ou sempre que houver suspeita
de alteragdo morfoldgica durante os exames de motilidade na rotina. No Brasil, é
estipulado pelo CBRA (2013) que a soma de defeitos em um ejaculado ndo deve ser
superior a 20%, para sémen in natura. Os limites maximos aceitaveis para

anormalidades, ao se individualizar cada regido da célula, sdo: 5% de alteracGes de
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cabeca, colo, acrossoma e peca intermediaria; 10% de gota citoplasmatica proximal e
defeitos de cauda dobrada ou enrolada. No suino, a gota citoplasmatica distal ndo tem
sido qualificada como patolégica, ndo sendo computada no total de alteragdes
(BORTOLOZZO et al., 2008).

Em geral as anormalidades sé@o classificadas como primarias ou secundarias. As
primarias sdo oriundas das mas formacOes das células durante a espermatogénese ou
espermiogénese, ao passo que as secundarias sdo oriundas do processo de
amadurecimento das células no epididimo. E possivel ainda encontrar defeitos oriundos
do processamento do ejaculado no laboratdrio, classificados como defeitos terciarios
(BRIZ et al., 2013).

As alteragGes mais comuns identificadas na cabeca incluem cabeca muito grande,
muito pequena e perda da morfologia normal. Em muitos casos esses defeitos
representam uma pequena subpopulacdo do total de células ejaculadas e estdo muito
associadas com a genética, raca, idade do reprodutor (FLOWERS, 2004b; KOPP et al.,
2008; SCHULZE et al., 2014; KNOX, 2016b). A avaliagdo do acrossoma busca células
com degeneracdo, ma formacgdo ou danos na estrutura e os defeitos mais comuns a
microscopia sdo localizados na porcdo apical, que pode estar destacada, ausente ou
danificada (PURSEL et al., 1972; KNOX, 2016b). As alteracdes de acrossoma estdo
relacionadas com a genética do reprodutor, envelhecimento da célula, condicdes
ambientais como temperatura e deficiéncia nutricional (FLOWERS, 2004b; PURSEL et
al., 1972). A avalicdo dessas estruturas &€ de grande importancia, pois a cabe¢a com
morfologia alterada e reducdo das enzimas acrosina e hialuronidase no acrossoma
podem resultar em dificuldade de penetracdo no odcito, resultando em reducdo na
fertilizacdo (FLOWERS, 2004b; KNOX, 2016b).

Defeitos na cauda sdo os mais comumente encontrados, destacando-se, pela
frequéncia de ocorréncia, a gota citoplasmatica proximal e distal (KNOX, 2016b). A
presenca dessas anormalidades pode acontecer devido & maturacdo incompleta da célula
espermatica pela aceleracdo no intervalo de coleta ou estresse (FLOWERS, 2004b;
KNOX, 2016b). A presenca de gota citoplasmatica proximal pode estar associada a
reducdo na fertilidade devido a reducdo na motilidade da célula (KNOX, 2016b). No
entanto, ndo é comprovada a reducdo da fertilidade em amostras com gota
citoplasmatica distal (FLOWERS, 2004b). Caudas dobradas e enroladas também podem

ser encontradas nas amostras, estando relacionadas principalmente com condigdes de
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temperatura, pH, osmolaridade, presséo, radiagdo UV, componentes toxicos e bactérias,

ou seja, fatores extrinsecos ao reprodutor (KNOX, 2016b).
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Resumo

A morfologia espermatica esta entre as maiores causas de descarte de
reprodutores nas centrais de difusdo genética e, quando identificada precocemente,
significa uma reducdo nos custos com reprodutores ociosos. O estudo objetivou avaliar
a possibilidade de utilizacdo de caracteristicas testiculares (consisténcia a palpacédo
manual, consisténcia a tonometria — tébnus, ecogenicidade da imagem ultrassonogréafica -
em pixels, e heterogeneidade da ecogenicidade — em pixels) na identificacdo de
reprodutores suinos com baixa qualidade de morfologia espermatica. Foram avaliados
402 machos com idade média de 18,5 + 8,8 meses, de cinco centrais de difusdo
genética. A avaliacdo espermatica foi utilizada como critério de aptiddo, sendo
considerados aptos os reprodutores com menos de 20% de defeitos espermaticos, nao
ultrapassando o limite de 5% para defeitos de cabeca, acrossoma, colo e peca
intermediaria e 10% para defeitos de cauda (dobrada ou enrolada) e gota citoplasmatica
proximal. A porcentagem de animais aptos segundo a morfologia espermatica foi de
71,9%. O tdnus teve correlacdo positiva (P< 0,05) moderada com a consisténcia a
palpacdo manual (r= 0,64). A heterogeneidade testicular foi fracamente correlacionada
com a ecogenicidade (r= 0,39; P< 0,05) e com o percentual de anormalidades
espermaticas (r= 0,11). Foram comparados os valores das caracteristicas testiculares
entre machos considerados aptos e inaptos, sendo a média de ténus inferior nos machos
aptos (P= 0,04). A possivel associacdo das caracteristicas testiculares com o percentual
de defeitos espermaticos foi analisada por regressdo logistica, incluindo as
caracteristicas (consisténcia a palpacdo manual, tbnus, ecogenicidade e heterogeneidade
do parénquima testicular) como varidveis continuas ou classificatérias. A partir dos
valores obtidos, foram criadas 4 classes de consisténcia a palpacao e de tonus e 5 classes
de ecogenicidade e heterogeneidade do parénquima testicular. Foi obtido um ponto de
corte de 5,03mm, baseado no tdnus testicular, para discriminar animais aptos e inaptos e
maiores valores de tonus (varidvel continua) diminuiram a chance dos machos serem
aptos, no entanto, com baixo poder discriminatério (AUC= 0,66). A probabilidade de
ocorréncia de aptiddo tendeu a ser menor na classe de ténus 4 (P= 0,07). Menores
valores de tdnus estdo associados a maior porcentagem de normalidades espermaticas
em suinos, auxiliando na identificacdo de animais com alta qualidade espermatica.

Palavras-chave: andrologia, ultrassonografia, ténus, anormalidade espermatica,
sémen.
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Abstract

Sperm morphology is an important cause of male culling in boar studs and if
early detected may lead to a reduction on costs of exceeded males. The study aimed to
evaluate the possibility for using testicular traits (testicular consistency by manual
palpation and consistency by tonometry — tone, echogenicity by ultrasonography -
pixels and heterogeneity of the echogenicity — pixels) on the identification of boars with
high sperm morphology quality. Sperm evaluation was used as criteria for breeding
soundness, being considered as satisfactory boars with less than 20% of total sperm
abnormalities, with an upper limit of 5% head, acrosome, neck and mid piece defects
and 10% of tail (coiled and bent) e proximal cytoplasmic droplet. The percentage of
satisfactory boars was 71.9%. Tone was positively correlated (P< 0.05) with
consistency by manual palpation (r= 0.64). Testicular heterogeneity was weakly
correlated (P< 0.05) with echogenicity (r= 0.39) and with percentage of sperm
abnormalities (r= 0.11). It was compared the values of testicular traits between
satisfactory and unsatisfactory boars, and a lower mean of tone was found on
satisfactory boars (P= 0.04). The possible association of testicular traits with the
percentage of sperm defects was analyzed by logistic regression, including the traits
(consistency by manual palpation, tone, echogenicity and heterogeneity) as continuous
and categorical variables. Considering the values obtained, 4 classes were created for
consistency by manual palpation and tone and 5 classes were created for echogenicity
and heterogeneity of the testicular parenchyma. It was obtained a cut-off value of
5.03mm, based on testicular tone, to discriminate satisfactory and unsatisfactory boars
and higher values of tone (as continuous variable) decreased the chance of boars to be
satisfactory, however with low discriminatory power (AUC= 0.66). The probability of
occurrence of satisfactory boars tended to be lower on class 4 of tone (P= 0.07). Lower
values of tone are associated with higher percentage of sperm normality, contributing
to the identification of boars with high sperm quality.

Key words: Andrology, ultrasonography, tone, sperm abnormality, semen.

Introducao

A eficiéncia do rebanho suino estd relacionada com o potencial genético e
reprodutivo dos cachagos. Estima-se que anualmente um reprodutor possa ser utilizado
para a inseminacdo de 150 a 250 fémeas nas coberturas com deposigéo intracervical de
doses inseminantes (ALTHOUSE, 2014). Com isso, houve uma redugdo no plantel de
machos que possibilitou melhoramento do indice genético e gerou uma necessidade
ainda maior de maximizar a capacidade reprodutiva desses animais (KNOX, 2014). Em
centrais de difusdo genética (CDG), as causas mais frequentes de descarte de
reprodutores estdo relacionadas ao baixo mérito genético, morfologia espermatica de ma
qualidade, falhas reprodutivas e problemas locomotores, que causam um impacto

econdmico negativo na central. A utilizacdo de reprodutores subférteis também pode ter
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um impacto negativo no resultado produtivo de centenas de matrizes, reduzindo indices
como taxa de paricdo e tamanho de leitegada. Nesse contexto, 0 exame androldgico
criterioso é uma ferramenta Util na avaliacdo dos reprodutores (WEITZE, 2010). No
entanto, apesar do impacto econdémico que o reprodutor pode gerar, nem sempre a
avaliacdo da aptidao reprodutiva dos cachacos recebe a atencdo necessaria (FLOWERS
& ALHUSEN, 1992).

O exame clinico do trato genital inclui a avaliagdo do sistema locomotor,
escroto, prepucio, pénis, testiculos e epididimos. Nos testiculos, avalia-se a forma,
tamanho, simetria, localizacdo e consisténcia (SHIPLEY, 1999). A consisténcia € aceita
como indicador da qualidade espermatica (HAHN et al., 1969), uma vez que, processos
degenerativos nos testiculos ja foram associados com distarbios transitérios ou
permanentes na espermatogénese em bovinos (COULTER & FOOTE, 1979; VAN
CAMP, 1997). Os quadros de degeneracdo aguda podem causar flacidez, mas quando
evoluem, para forma crénica, causam fibrose testicular. O método de eleicdo para a
avaliacdo do tdnus testicular é a palpacdo manual (CBRA, 2013), pela qual se atribui
um escore variando de 1 (muito flacido) a 5 (muito rigido). No entanto, a subjetividade
do exame e a variacdo nos valores atribuidos por diferentes examinadores sdo
desvantagens do método. O tonébmetro é um equipamento que pode ser utilizado para
tornar essa avaliacdo mais objetiva. O aparelho mostra em milimetros a deflexdo
resultante do contato de uma haste com a superficie testicular (HAHN et al., 1969) que
pode, ser transformada em uma for¢a segundo o deslocamento gerado. A correlagdo dos
valores obtidos a tonometria entre diferentes examinadores ja foi testada e os valores
foram altos 0,89 a 0,99 (HAHN et al., 1969), mostrando a alta repetitividade entre
avaliagOes de diferentes examinadores.

O exame ultrassonografico dos testiculos fornece dados do parénquima testicular
em intensidade de pixels (escala de cinza) de modo ndo invasivo. Em bovinos, esse
exame tem sido utilizado para examinar os efeitos da degeneragéo testicular induzida
por incidéncia solar e sua associagdo com porcentagem de celulas espermaticas
anormais (BRITO et al., 2003) e fertilidade (BRITO et al., 2012). Em carneiros,
Ahmadi et al. (2013) concluem que a ecotextura esta associada a composi¢do do
parénquima testicular, podendo influenciar a espermatogénese. Em caninos, Moxon et
al. (2015) constataram que a ecogenicidade estd negativamente correlacionada com a
porcentagem de células morfologicamente normais (r= -0,455; P=0,003). Em suinos, ha

relatos da utilizacdo do exame ultrassonogréfico testicular na avaliacdo do didmetro
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testicular e sua associacdo com a producdo espermatica (CLARK et al., 2003), para
acompanhar as fases da puberdade (FORD & WISE, 2011), qualidade espermatica em
animais com hidrocele (CASPARI et al., 2012) e para avaliar animais de diferentes
racas quanto a volume, concentracdo do ejaculado e motilidade das células espermaticas
(PINHO et al., 2015). No entanto ndo ha estudos que verificam se existe uma associagdo
da ecogenicidade do parénquima testicular com a morfologia espermatica.

A necessidade de métodos mais precisos, para avaliar os reprodutores, é
constante na busca da maximizagdo da eficiéncia reprodutiva em suinos, possibilitando
o0 descarte precoce de animais com baixa aptidao reprodutiva. O objetivo deste estudo
foi avaliar a utilizacdo dos exames de consisténcia a palpacao, consisténcia a tonometria
(tbnus) e ultrassonografia testicular (ecogenicidade e heterogeneidade da ecogenicidade)
como ferramentas na identificacdo de animais com qualidade morfolédgica espermatica

comprometida.

Material e Métodos
O delineamento experimental do projeto desenvolvido foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ndmero 31329).

Local e periodo de execucéo

O estudo foi realizado entre os meses de maio e julho do ano de 2016, em cinco
centrais de difusdo genética tecnificadas, sendo duas delas localizadas no estado do Rio
Grande do Sul e trés no estado de Santa Catarina, Brasil. As analises de morfologia
espermatica foram realizadas no Setor de Suinos da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

Animais e instalacdes

Foram utilizados 402 reprodutores suinos (50, 121, 94, 85 e 52 das centrais A, B,
C, D e E, respectivamente), em regime de uma coleta semanal, com idade de 7 a 40
meses (18,5 + 8,8; média = DP), de cinco linhagens genéticas. Os animais eram alojados
sob conforto térmico, em gaiolas individuais com dimensdes variando de 65 a 70 cm de
largura, 2,20 a 2,40 m de comprimento. O acesso a agua foi ad libitum e foram
fornecidos 2,1 a 2,4 kg de racdo comercial baseada em milho e soja (15% de proteina
bruta, 0,55% de lisina digestivel e 3300 kcal EM/KQ).
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Avaliacao da consisténcia testicular

Para a avaliacdo da consisténcia testicular, foram utilizados dois métodos:
palpacdo manual e tonometria. O método de palpacdo manual seguiu as normas
propostas pelo CBRA (2013), pelas quais o 6rgdo deve ser fixado e levemente
tracionado no sentido dorso-cranial, proporcionando distensdo leve. Cada testiculo foi
classificado pelo mesmo avaliador, com escore variando de 1 a 5, sendo 1 atribuido a
testiculos muito flacidos e 5 atribuido para testiculos muito rigidos.

Para a tonometria foi utilizado um tondmetro digital (Starrett®, modelo 3600,
Athol, MA, USA), adaptado pela equipe do Laboratorio de Mecénica do Instituto de
Fisica da UFRGS, com escala de 0 a 12 mm, correspondendo a forca de 0 a 2,075 N. O
método utilizado foi uma adaptacdo do proposto por HAHN et al. (1969), em que o
aparelho foi posicionado na regido média dos testiculos, perpendicular a face caudal e
pressionado para aferigdo da deflexdo da haste de metal. Foram realizadas 4 aferi¢des
no mesmo ponto de cada testiculo, obtendo-se a media aritmética dessas aferigdes. Para
o célculo da conversdo de milimetros para forca em Newtons, a partir da deflexdo da
haste, pode ser utilizada a formula: F= K*d, na qual:
F = forca em Newtons;
K= constante elastica da mola (708,8139);
d= deformacédo da mola * deslocamento em mm (107,90057*x).

Avaliacéo ultrassonografica

O exame de ultrassonografia testicular foi realizado com auxilio de uma solugéo
de carboximetilcelulose, aplicada de forma topica no escroto e na superficie do
transdutor. Para este exame foi utilizado um aparelho de ultrassom (Mindray®, modelo
DP2200 Vet, Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics Co., Nanshan, China), com
transdutor linear de 7,5 MHz (Mindray®, modelo 75L50EAVet, Shenzhen Mindray Bio-
Medical Eletronics Co., Nanshan, China). Os testiculos foram fixados pela tracdo no
sentido dorso-cranial, quando necessario. O transdutor era posicionado no ponto médio
de cada testiculo, perpendicular ao eixo longitudinal da estrutura, na superficie caudal,
produzindo uma imagem bidimensional. Quando o mediastino era identificado em seu
maior diametro (&rea hiperecoica), claramente distinto do parénquima testicular, a

imagem era congelada e salva em um dispositivo mével (FORD & WISE, 2011).
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As imagens foram analisadas, posteriormente, com o programa ImageJ (National
Institute of Health, USA), para mensuracdo da ecogenicidade (intensidade de pixels,
variando de 0 a 255) e heterogeneidade (desvio-padrdo da ecogenicidade) do
parénquima testicular. Foi selecionado um ponto de referéncia, delimitado por um
quadrado de 200 mm? (PINHO et al., 2013), localizado no polo dorsal do testiculo,

excluindo-se o mediastino, pele, tdnicas e epididimo (CLARK et al., 2003).

Avaliacdo de morfologia espermatica

Para o exame de morfologia dos espermatozoides, aliquotas de 20 pL de
ejaculado foram diluidas em 1 mL de solucdo formol citrato (96 mL de uma solucdo de
citrato de sdédio 2,94% e 4 mL de formalina), previamente aquecida (32 a 35°C). Foram
contadas 200 celulas em microscépio Optico com contraste de fase (Olympus, modelo
BX41, Olympus Latin America Inc., Miami, USA) e aumento de 1000x, para obtencao
da porcentagem de defeitos de acrossoma, cabeca, formas teratoldgicas, colo, peca
intermedidria, cauda dobrada, cauda enrolada e gotas citoplasmaticas proximal e distal.
A partir dos resultados obtidos no exame de morfologia espermatica, os animais foram
classificados como aptos ou inaptos para reproducdo. Animais considerados aptos
apresentaram menos de 20% de defeitos totais e ndo excediam os limites de 5% para
defeitos de cabeca, acrossoma, peca intermediaria ou colo e 10% de defeitos de gota
citoplasmatica proximal, cauda dobrada ou enrolada. N&o foi considerada como critério
de classificacdo a presenca de gota citoplasmatica distal (CBRA, 2013).

Anédlise Estatistica

Os dados foram analisados usando a versdo 9.2 do programa SAS (SAS
Institute, Inc., Cary, NC). Os niveis de significancia e tendéncia foram de 5% (P< 0,05)
e 10% (P> 0,05 e <0,10), respectivamente.

Para as andlises estatisticas foram obtidas as médias dos testiculos direito e
esquerdo de cada animal para todas as variaveis testiculares estudadas. Foi utilizado o
coeficiente de Pearson ou de Spearman (no caso da consisténcia a palpacéo) para definir
a correlagdo (PROC CORR) entre as caracteristicas testiculares estudadas, além de sua
correlagdo com o percentual total de defeitos morfoldgicos.

Foi efetuada analise de variancia (PROC GLIMMIX) para verificar se os valores

médios das caracteristicas testiculares foram diferentes entre os machos aptos e inaptos.
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Modelos de regressdo logistica (PROC GLIMMIX) foram utilizados para
verificar a associacdo da idade e das caracteristicas testiculares com a aptiddo dos
reprodutores. A resposta binaria foi considerada como tendo ou nao aptidao, com base
na morfologia espermatica. Em uma primeira analise, as variaveis estudadas foram
incluidas como valores continuos. Em seguida, foram testadas como variaveis
classificatdrias, de acordo com as classes apresentadas na Tabela 1. Os machos
incluidos nas classes inferior e superior possuiam, respectivamente, valores préximos da
média menos um desvio-padrdo e média mais um desvio-padrdo, para cada
caracteristica testicular em questdo. Em ambas as analises, as caracteristicas testiculares

foram incluidas como efeito fixo e a central como efeito aleatorio.

Tabela 1. Classes de consisténcia testicular a palpacdo manual e tonometria,

ecogenicidade e heterogeneidade.

Itens Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5
Consisténcia® 1-2,25 2,50-2,75 3,0 3,25-4,0 -

n=83 n=97 n=174 n=48
Tonus (mm)* 2,68-425  4,26-485  4,86-585  5,86-7,80 -

n=78 n=85 n=175 n=64
Ecogenicidade = 40,90-67,0 67,05-76,0 76,05-83,0 83,05-92,0 92,01-121,95
(pixels) n=81 n=83 n=78 n=87 n=73
Heterogeneidade 10,40-15,5 15,51-16,89 16,9-18,0 18,01-19,19 19,20-25,25
(pixels) n=74 n=91 n=81 n=91 n=65

& Escore variando de 1 a 5, sendo 1 atribuido a testiculos muito flacidos e 5 atribuido
para testiculos muito rigidos. N&o foi observado nenhum macho com escore 5.

# Nenhum macho foi observado com valor acima de 7,80, sendo que o valor maximo
possivel de ser registrado com o tonémetro é de 12 mm. O valor méximo de 12 mm
corresponde a 2,07 N.

A habilidade para a discriminagdo entre animais aptos ou inaptos foi analisada
usando a curva ROC (Receiver Operating Characteristics). Foi obtida a AUC (Area
Under the Curve), que varia de 0,5 a 1,0, sendo valores proximos de 0,5 como nao
tendo habilidade de discriminacdo e 1,0, como tendo habilidade perfeita. Em seguida,
foi obtido o ponto de corte da consisténcia a tonometria, o qual consiste no ponto com

valor maximo combinado de sensibilidade e especificidade.
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Resultados

As médias gerais (média + DP) de consisténcia a palpacéo, tonus, ecogenicidade
e heterogeneidade da ecogenicidade foram 2,72 £ 0,48, 4,99 + 0,88 mm, 79,11 + 14,85
pixels e 17,46 + 2,15 pixels, respectivamente. A porcentagem geral de reprodutores
considerados aptos, com base na morfologia espermatica, foi 71,9%. O percentual total
de defeitos espermaticos foi 14,96% =+ 17,10, sendo 7,79%, 5,07%, 0,90%, 0,85%,
0,22% e 0,10% defeitos de cauda, gota citoplasméatica proximal, cabeca, peca
intermediaria, acrossoma e colo, respectivamente. Ndo houve efeito da idade nas
caracteristicas testiculares avaliadas e na aptiddo dos reprodutores avaliados (P> 0,05).

O tbnus teve correlagdo positiva moderada com a consisténcia a palpacao
manual e fraca com a ecogenicidade (P< 0,05). A heterogeneidade foi fracamente
correlacionada (P< 0,05) com a ecogenicidade e com o percentual de defeitos

espermaticos (Tabela 2).

Tabela 2. Correlacéo entre caracteristicas testiculares, avaliadas por palpacdo manual
(consisténcia), tonometria (tdnus) ou ultrassonografia (ecogenicidade e

heterogeneidade), e percentual total de defeitos espermaticos.

Caracteristicas Tonus Ecogenicidade Heterogeneidade Defeitos
testiculares espermaticos
Consisténcia 0,64** 0,04 -0,02 0,05
Ténus - 0,11* -0,04 0,06
Ecogenicidade - - 0,39** 0,08
Heterogeneidade - - - 0,11*

*P<0,05 **P<0,0001

O tdnus testicular foi superior em animais inaptos (P<0,05), quando comparados
aos inaptos, mas ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) na
consisténcia a palpacédo, ecogenicidade e heterogeneidade entre animais aptos e inaptos
(Tabela 3).
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Tabela 3. Valores das caracteristicas testiculares (Médias * erro padrdo da media)
nos machos classificados como aptos ou inaptos com base na morfologia

espermatica.

Consisténcia Tonus Ecogenicidade  Heterogeneidade
Itens (Escala 1-5) (mm) (pixels) (pixels)
Aptos (n=289) 2,73£0,09 503016 79,59+ 3,17 17,18 + 0,48
Inaptos (n=113) 2,719+0,10 5,22+0,17 81,39+ 3,33 17,51 + 0,50
Valor de P 0,29 0,04 0,25 0,14

No modelo em que as caracteristicas testiculares foram incluidas como variaveis
continuas, houve associacdo entre tonus (P= 0,04) e aptiddo, mas a consisténcia a
palpacdo manual, a ecogenicidade e a heterogeneidade testicular ndo foram associadas
(P> 0,05) com a aptiddo dos reprodutores.

Na andlise de curva ROC do tonus, o ponto de corte encontrado foi de 5,03 mm.
A variavel, quando considerada de forma continua, demonstrou habilidade limitada

(AUC=0,66) na predicdo de animais aptos quanto a morfologia espermatica (Figura 1).
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Figura 1. A esquerda, painel da curva ROC, na qual a proporcéo do verdadeiro positivo
(sensibilidade) é plotada contra a proporcio do falso positivo (100-especificidade). A
direita, probabilidade de predicdo de aptiddo dos reprodutores estimada com uso de
modelos de regressdo logistica. Seta (|) indica o melhor ponto de corte da consisténcia a
tonometria para a aptidao.
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Quando analisadas como variadveis classificatorias, a consisténcia a palpacao
manual e heterogeneidade testicular ndo foram associadas (P> 0,05) com a aptiddo dos
machos (Tabela 4). Foi observada tendéncia (P= 0,07) de menor chance de presenca de

animais aptos na classe 4 de ténus e na classe 5 de escala de cinza (P= 0,08).

Tabela 4. Porcentagem de animais classificados como aptos com base na morfologia

espermatica de acordo com as classes de caracteristicas testiculares

Caracteristicas Classel Classe2 Classe3 Classe4 Classe5
Consisténcia 68,7 74,2 73,0 68,7 -
Ténus*, mm 73,1 78,8 74,3 54,7 -
Ecogenicidade*, pixels 71,6 79,5 73,1 77,0 56,2
Heterogeneidade, pixels 77,0 71,4 72,8 69,2 69,2
*P <0,10.

Para detalhes dos critérios usados para a defini¢do das classes, consultar a Tabela 1.

Discusséo

Com os avangos observados na inseminacdo artificial em suinos, busca-se
otimizar o uso do reprodutor. O exame androlégico é uma ferramenta que pode ser
empregada para esse fim, mas o que se observa na pratica é apenas a avaliacdo do
gjaculado e pouca atencdo € dada ao reprodutor. Por questdo praticas, métodos precisos
e de facil execucdo devem ser testados para que o exame androldgico seja realmente
aplicado. Sendo assim, o objetivo foi verificar se a avaliacdo da consisténcia, tonus e
ecogenicidade podem ser inseridos no exame androlégico como indicativos da
qualidade espermatica dos reprodutores. Foi constatado que alto valor de tbnus e
ecogenicidade testicular podem indicar animais com alta porcentagem de anormalidades
espermaticas.

Com base nas amostras de sémen submetidas a analise de morfologia
espermatica, 28,1% dos animais avaliados teriam o ejaculado descartado por ndo
atingirem os parametros minimos de qualidade. Utilizando parametros alemaes (até
25% de defeitos totais, e ndo ultrapassando 5% de cabega, 10% de acrossoma, 15% de
gota citoplasmatica, 15% de cauda dobrada e 15% de outros defeitos), Schulze et al.

(2014) observaram que 36,7% das amostras ndo alcancaram estes parametros. Esses
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autores observaram que amostras oriundas de machos com menos de 8 meses de idade
tinham maior percentual de defeitos espermaticos do que machos mais velhos. E
possivel que o menor percentual de ejaculados que ndo satisfizeram os critérios de
qualidade morfoldgica, observado no presente estudo, seja devido a diferenca na idade
dos animais analisados por Schulze et al. (2014). No presente estudo, as amostras de
machos com idade de 8 até 10 meses representaram, 17,2% do total de amostras, em
contraste com 45,5% no estudo de Schulze et al. (2014).

A consisténcia de cada testiculo € comumente determinada através da palpagédo
manual (WEITZE, 2010), variando de muito flacido a tenso, sendo que a consisténcia
ideal é a firme-elastica (KEBLER, 2010). No presente estudo, 67,4% dos animais
tiveram consisténcia a palpacdo que variou de 2,5 a 3,0 (firme-eléstica), indicando que a
maioria dos animais estava na faixa de consisténcia testicular considerada normal
(ALTHOUSE, 2014). Apenas 7 animais tiveram os testiculos classificados como muito
flacidos (escore 1) e nenhum como tenso (escore 5). Cabe salientar que, por se tratar de
animais em rotina de coleta e por estarem em condi¢cdes ambientais de conforto térmico,
as chances de alteracBes na consisténcia eram reduzidas. A consisténcia testicular a
palpacdo ja foi objeto de estudo em bovinos (FITZPATRICK et al., 2002) e cées
(SOUZA et al., 2015). Em bovinos, Fitzpatrick et al. (2002) ndo encontraram nenhuma
correlacdo significativa entre a consisténcia testicular a palpacdo manual e
anormalidades espermaéticas, 0 que esta de acordo com o observado no presente estudo,
para reprodutores suinos. Em cdes com quadros graves de fertilidade, essa associacdo
foi mais facilmente detectada visto que Souza et al. (2015) observaram que 0s cdes
inférteis possuiam consisténcia testicular flacida a palpacéo e alto percentual de defeitos
espermaticos. Na rotina de centrais de difusdo genética de suinos, a morfologia
espermatica é analisada periodicamente. Dessa forma, a manutencao de cachagos com a
qualidade espermética comprometida por longos periodos ndo é uma realidade nas
condicBes comerciais de producdo de doses de sémen suino, o que pode ter contribuido
para os resultados obtidos.

Apesar da importdncia da avaliagdo da consisténcia testicular para a
identificacdo de processos degenerativos, 0 método preconizado pelo CBRA (palpagdo
manual) é subjetivo. Sendo assim, foi investigado na espécie suina a mensuracao da
consisténcia através da tonometria (ESBENSHADE et al., 1979; MAHONE, 1979;
KEBLER, 2010), tornando o resultado numérico e mais objetivo. O coeficiente de

correlagdo em bovinos, quando comparados valores obtidos por examinadores



37

diferentes foi bastante alto, variando entre 0,89 e 0,99, o que demonstra que 0 método
possui menor subjetividade do que a palpacdo manual (HAHN et al., 1969). Em
trabalho recente realizado em suinos, foram encontradas correlaces significativas
(P<0,01), com coeficientes de 0,70 a 0,73 em diferentes CPS entre a avaliacdo de
consisténcia testicular a partir da palpacdo manual e da tonometria (PASCHOAL et al.,
2016), o que demonstra que a tonometria esta associada ao método sugerido pelo CBRA
(2013). No presente estudo foi observada uma correlacdo de 0,64 (P<0,0001) entre os
métodos de avaliacdo da consisténcia, 0 que permitiu explorar o método como um
complemento a avaliacdo da palpacdo manual no exame androlégico.

Uma correlacdo positiva entre o tonus testicular e a porcentagem de células
esperméticas morfologicamente normais foi relatada, pela primeira vez, em bovinos, por
Hahn et al. (1969). No entanto, a correlagéo entre tonus e percentual total de defeitos
espermaticos nao foi significativa no presente estudo. Kastelic et al. (2001) também ndo
observaram correlacdo entre o ténus e total de defeitos espermaticos em touros Angus,
com aproximadamente 16 meses. Degeneracdes testiculares influenciam a qualidade
espermatica (ARTEAGA et al., 2005; HOFLACK et al., 2008) e podem gerar alteragdes
na consisténcia testicular (NASCIMENTO & SANTOS, 2003). Em quadros de
degeneracdo, inicialmente a consisténcia testicular é flacida e, se ndo removida a causa,
torna-se cronica com reducdo do tamanho, atrofia e fibrose, e a consisténcia se torna
mais firme. Nestes casos pode ser observada alteracdo na espermatogénese (VAN
CAMP, 1997). No entanto, em degeneracBes leves ou moderadas ha possibilidade de
recuperacdo da funcdo testicular apdés a remocdo da causa (NASCIMENTO &
SANTOS, 2003), mas a cicatrizacdo do processo ainda poderia ser verificada a
tonometria. Dessa forma, infere-se que a tendéncia de redugdo no percentual de animais
aptos, observada em machos de maior tonometria (classe 4), pode ser em decorréncia de
processos degenerativos leves a moderados, transitorios, que se resolveram.

Considerando que alto percentual de defeitos espermaticos é um dos critérios
para 0 descarte de reprodutores nas centrais de difusdo genética, machos com
degeneracdo testicular grave e alto percentual de anormalidades espermaticas
dificilmente estariam disponiveis para serem avaliados no presente estudo. Embora a
capacidade discriminatoria, com base na AUC, tenha sido baixa para o ponto de corte de
5,03 mm, a separacdo em classes mostrou que machos com ténus abaixo de 5,85mm séo
mais propensos a terem baixa porcentagem de defeitos espermaticos. Esses resultados

apontam para a necessidade de investigacdo sistematica do ténus testicular, mesmo em
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machos destinados ao descarte, de modo a estabelecer a real magnitude da relacdo entre
ténus e morfologia espermatica.

O aspecto do parénquima pode ser investigado pela ultrassonografia. Pinho et al.
(2015) avaliaram animais de diferentes racas e buscaram associacOes entre e
ecogenicidade do parénquima testicular e caracteristicas seminais como volume,
concentracdo e motilidade espermatica, mas nenhuma associacdo foi observada entre
esses parametros e a avaliacdo ultrassonografica. Em nosso estudo, apesar de ndo ter
sido encontrada correlagdo entre a ecogenicidade e o percentual de defeitos
espermaticos, foi observada uma tendéncia (P= 0,08) de reducéo na aptidao dos animais
em classe de maior ecogenicidade testicular (classe 5: 92,0-121,9 pixels). Pode ser
especulado que animais dessa classe teriam passado por processos degenerativos
transitorios, leves ou moderados, que ndo causaram seu descarte, mas resultaram em
algum grau de fibrose. Ao investigar o efeito da degeneracdo por calor, Arteaga et al.
(2005) verificaram uma reducdo na ecogenicidade e, no mesmo periodo, na qualidade
espermatica. Apesar da degeneracdo aguda ter ficado evidente na baixa ecogenicidade
da imagem, ndo foi observada correlagdo entre ecotextura testicular e alteragdes
espermaticas, corroborando com o observado no presente estudo.

Esse foi o primeiro estudo em que foi avaliada a associacdo da heterogeneidade
do parénquima testicular de suinos com a qualidade das células espermaticas. Em outras
espécies, 0s resultados tém sido controversos, pois em cdes a heterogeneidade do
parénquima testicular ndo foi correlacionada com a porcentagem de células
morfologicamente normais (MOXON et al., 2015; ENGLAND et al., 2016), mas em
carneiros, foi correlacionada (r= -0,73) negativamente (AHMADI et al., 2012). No
presente estudo, foi observado que testiculos mais heterogéneos podem ter melhor
qualidade espermatica, mas a variavel explicaria apenas 1% da variagdo. E importante
salientar que a heterogeneidade testicular foi mensurada como a variagdo da intensidade
de pixels, sendo assim, tanto testiculos com baixa ecogenicidade e muitos focos
hiperecogénicos, quanto muito ecogénicos com focos hipoecoicos, poderiam resultar na

mesma heterogeneidade, sem indicar algum processo degenerativo.

Concluséo
Menores valores de tdnus e ecogenicidade estdo associados a maior aptidao,

baseada na morfologia espermatica, em suinos. Portanto, a utilizacdo da tonometria e da
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ultrassonografia testicular em suinos sdo tecnicas promissoras que devem ser

aprimoradas, para utilizacdo na rotina das centrais.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Rotineiramente sdo realizadas avaliacdes referentes a cada ejaculado coletado nas
centrais de difusdo genética, sendo analisada a motilidade e o volume do ejaculado. No
entanto essas caracteristicas ndo refletem completamente a salde e capacidade
reprodutiva dos machos e pouca atencao € dada as condi¢des de sua satde. Dessa forma,
esse estudo foi valido para detectar métodos simples de indicar animais de ma qualidade
espermatica. Primeiramente, € importante salientar que houve uma elevada porcentagem
de animais com alta porcentagem de células espermaticas anormais, o0 que enfatiza a
importancia de examinar os reprodutores, talvez deva ser considerado aumentar a
frequéncia de analise morfoldgica nas centrais. Um resultado bastante valido foi a
correlacdo encontrada entre a mensuracdo da consisténcia a palpacdo e a tonometria,
que demonstra que a avaliacdo que trazia valores subjetivos pode ser realizada de forma
rpida e simples, pela tonometria e que isso gera dados objetivos da consisténcia
testicular. A tonometria esta correlacionada com a qualidade espermatica, indicando que
0s animais com ténus testicular muito alto precisam receber mais atencao e inclusive
serem avaliados quanto a morfologia espermatica com maior frequéncia. A
ultrassonografia testicular também pode ser utilizada na identificacdo de animais aptos a

reproducdo, no entanto esse método ainda precisa ser mais explorado.
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