JBCA — Jornal Brasileiro de Ciéncia Animal 2008 v. 1, n. 1, p. 49-65

Exame androlégico do cao
Breeding soundness evaluation of male dog
Isabel Candia Nunes da Cunha'

Resumo

O aumento do interesse na reproducao canina parece oferecer um futuro
brilhante a medicina veterinaria, sendo assim, se faz necessario o
conhecimento das técnicas e dos parametros minimos de avaliagdo da
fertilidade do cdo. Desta forma, os proprietarios de cdes e os grandes
criatérios poderdao desfrutar brevemente, e em larga escala, das novas
biotecnologias propostas pelos pesquisadores da area de reprodugao em
pequenos animais. O objetivo desta revisdo é atualizar os conceitos,
principais topicos e a metodologia a ser empregada para a realizagao do
exame androldgico de caes.

Palavras chave: exame androlégico, avaliagdo do sémen, cao.

Abstract

The increasing interest in canine reproduction offers a great future in
veterinary medicine. To achieve this goal, the understanding of new
technologies available for the male dog reproduction evaluation is
mandatory. With these advances, new technologies will be offered in the
small animal reproduction field and they will be available to dog owners and
kennels, in the coming future. The aim of this paper is review the concepts,
main topics and methodology to perform male reproductive examination.
Key words: Breeding soundness evaluation, semen evaluation, dog.

' Médica veterinaria. Professora da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Nicleo
de Apoio a Reprodugdo de Carnivoros — Laboratério de Reprodugdo e Melhoramento Genético
Animal/CCTA. Email: cunhaicn@uenf.br

49




JBCA — Jornal Brasileiro de Ciéncia Animal 2008 v. 1, n. 1, p. 49-65

Introducao

A determinagao das
caracteristicas seminais é um
recurso importante para se predizer
o potencial fertilizante de um
macho. Deve ser comumente posta
em pratica para avaliacdo da
capacidade reprodutiva dos animais

domeésticos’.

A realizaggo do exame
andrologico em cées, prévio a sua
selecdo e/ou utilizaggo em um
esquema de reproducao artificial, é
de grande importéancia, sendo ainda
indicada em outras circunstancias
como: compra ou venda de
reprodutores, selegcdo de doadores
para uso em programas de
inseminagdo artificial ou diagnéstico
de patologias do sistema genital

masculino®3*°,

Primeiramente, & necessério
realizar uma boa anamnese e um
exame fisico completo do animal,
observando-se a possibilidade da
existéncia de doencas sistémicas
que podem interferir na esfera
reprodutiva. ApoOs isso, o trato
reprodutivo do macho deve ser

completamente avaliado.

| - Exame andrologico

1 - Anamnese

Deve ser realizada uma
anamnese cuidadosa do animal
para que o clinico obtenha uma
historia completa, partindo de todos
os Orgaos antes de investigar o trato
reprodutivo. Doengas de outros
orgdos ou sistemas podem,
secundariamente, afetar o trato
reprodutivo por extensdo direta,
devido a infeccbes ou neoplasias,
ou indireta, por alteracdo dos
padrées normais de secregao
hormonal (testosterona, FSH, LH ou
GnRH). Devemos ainda considerar
a adicao exégena de drogas (ex:
corticéides), condigbes de estresse,
traumas ou doencas sistémicas

prévias® .

2 - Exame Fisico

Um exame fisico completo é
tdo importante quanto uma histéria
completa. O reconhecimento de
problemas crénicos de outros
sistemas, assim como 0
reconhecimento de defeitos
genéticos, sao importantes para um

bom direcionamento e avaliagdo de

50




JBCA — Jornal Brasileiro de Ciéncia Animal 2008 v. 1, n. 1, p. 49-65

qualquer desordem reprodutiva®.
Devera ser solicitado o exame de
brucelose (figura 1) além da
verificagdo de outros processos
patolégicos que podem  ser
transmitidos sexualmente ou por
contato direto (no caso de animais

que realizarao a monta natural).

3 - Exame especifico do trato
reprodutivo do cao

O ftrato reprodutivo do céao
deve ser completamente avaliado,
partindo-se da bolsa escrotal,
testiculos, epididimo, prosseguindo
para o pénis e, finalmente,
examinando-se a glandula
prostatica. Durante o exame deve-
se observar principalmente o0s

seguintes aspectos®>*>7:

3.1 - Bolsa escrotal

Deve ser esparsamente
recoberta de pélos, apresentar
espessura uniforme, ser
relativamente fina e macia ao toque
e apresentar-se moével em relagao
ao testiculo. O animal ndo deve
apresentar dor a palpagdo. A
inspecdo visual do escroto tem
como objetivo verificar sinais de
inflamagéo, trauma, alteragbes de

volume ou cicatrizes (figura 2).

3.2 - Testiculos

Nos cées, a "descida” dos
testiculos geralmente se completa
aos 10 dias de vida, e ambos os
testiculos podem ser palpados apés
seis semanas de vida. Somente
apos seis meses de vida do animal
€ que a auséncia dos testiculos no
saco  escrotal pode  sugerir
criptorquidismo. Em cées jovens,
contudo, a retracdo temporaria do
testiculo no canal inguinal ou lateral
ao pénis pode ocorrer devido a
agitacdo ou excitagao do animal®.

Os testiculos devem ser
palpados e avaliados quanto ao
tamanho, forma e consisténcia. O
testiculo esquerdo ¢é geralmente
caudal ao direito. Apesar do
testiculo dos caes ter um tamanho
médio de 2 a 4cm de comprimento
e de 1,2 a 2,5cm de didmetro, as
diferencas de tamanho entre as
diversas ragas excluem um padrao
rigido com referéncia a todos os
tamanhos de céaes. Entretanto, o
profissional deve atentar para uma
grande diferenga de tamanho entre

os dois testiculos.

O par de testiculos deve ser
oval, com contorno fino e regular, e
estar posicionado dorsoventramente. A
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palpagéo de irregularidades, como
nddulos ou aderéncias, pode sugerir
inflamagéo crénica, infeccdo ou

neoplasias.

A palpacéo do testiculo n&o
deve ser dolorosa quando realizada
gentilmente. A dor a palpacao
sugere orquite aguda ou torcao,
especialmente se o testiculo estiver
aumentado de volume. Além disso,
deve ter consisténcia firme
(semelhante a de biceps semi-
flexionado) e nao ser duro a
palpacdo. Uma consisténcia macia
ou pastosa sugere degeneracao
testicular, enquanto uma
consisténcia endurecida sugere

neoplasia ou orquite.

33 -

espermatico

Epididimo e cordao

O epididimo é fixado
dorsolateralmente a superficie do
testiculo, com a cabeca e a cauda
localizadas nos pélos cranial e
caudal respectivamente. O
epididimo continua como ducto
deferente, localizado dentro do
corddo espermatico, que contém:
ducto deferente, artéria
espermatica, veias do plexo
pampiniforme, linfaticos, nervos e

musculo cremaster. O epididimo e o

corddo espermatico devem ser
palpados para observar provaveis
areas de espessamento  ou

aumento de volume.

3.4 - Pénis e prepucio

Sem a erecdo, o prepucio
cobre completamente o pénis
canino normal. Devemos nos
preocupar com descargas
purulentas, sangue ou urina. O
pénis deve ser facilmente removido
do prepucio e completamente
exposto. O prepucio deve ser
tracionado caudalmente e o bulbo
da glande exposto. Quando ha falha
na exposicado do pénis, devemos
suspeitar de estreitamento do 6stio
prepucial (fimose) ou aderéncia
entre o pénis e prepucio.

Depois de exposto, o pénis
deve ser totalmente avaliado para a
presenga de inflamacdes,

hematomas, trauma, fraturas,

Corpos estranhos ou massas

tumorais (figuras 3 e 4).

A mucosa peniana deve ser
résea clara, fina e indolor ao toque.
Uma balanopostite normal é vista
como uma descarga mucopurulenta
média cobrindo a mucosa peniana.

O pénis deve ser palpado para
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tamanho e conformagdo. Uma
deformagdo congénita ou fratura
pode resultar em desvio e
inabilidade em retrair o pénis
completamente para a bainha
prepucial. Igualmente, uma
diminuigdo congénita do 0sso
peniano pode causar uma
excessiva flacidez da ponta do
pénis e uma habilidade de cépula

prejudicada.

3.5 - Glandula prostatica

A glandula prostatica é a
Unica glandula acessoria em caes.
Normalmente localiza-se
cranialmente a pélvis, porém, a
disposicdo cranial pode estar
alterada no abdémen devido a
distencdo da bexiga por urina. A
glandula prostética rodeia o colo da
bexiga, a porcao cranial da uretra e
a porcdo terminal do ducto
deferente. Um septo médio divide a
glandula em dois lobos iguais, finos
e firmes, que podem casualmente
ser palpados pelo reto. Em céaes
grandes, a por¢cdo caudal da
prostata é palpavel. O tamanho e o
peso da glandula prostatica sao
dependentes da idade, ragca e peso
corporeo do céo.

A presenca de tamanho e
consisténcia anormais, assimetria
entre lobos ou dor a palpagéao
suporta a presenca de disfungéao
prostatica e indica a necessidade de
um diagnéstico complementar para

a avaliacao da glandula.

4 - Avaliacao do sémen

A analise do sémen deve ser
incluida na avaliacdo androldgica
para detectar possiveis problemas
de infertilidade ou sub-fertilidade,
além de fazer parte da rotina pré-

cobertura ou inseminag¢do em caes.

4.1 - Técnicas para a obtencao do
sémen

A coleta do sémen pode ser
realizada excitando-se o macho na
presenca ou auséncia de uma
fémea no cio, por estimulacao
manual do pénis (figura 5) ou,
ainda, em casos excepcionais, por

meio de eletroejaculagao®.

Todo o material que sera
utilizado para a coleta e exame do
sémen devera ser de vidro ou
plastico aquecido a 37°C, sendo
que o material plastico minimiza os
riscos de acidentes envolvendo o
animal e o coletador durante a

coleta’.
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O ejaculado canino
apresenta trés fragcbes distintas e,
(1977)°, foi
Freiberg, em 1935, o primeiro a

segundo Heidrich

identificar o fracionamento no
ejaculado do cao, chamando a
primeira fracdo de uretral ou pré-
espermatica, a segunda, de fragcao
rica em espermatozdides, e a
terceira, de fracdo prostatica ou

pds-espermatica.

A primeira fracdo (ou pré-
espermatica) apresenta um aspecto
aquoso, cujo pH varia de 6,2 a 6,5
com um volume médio de 2,4 +
1,8ml. A segunda fracdo (ou
espermatica) apresenta um aspecto
de cremoso a aquoso, sua
coloracgdo fisiolégica varia de branco
opalescente ao marfim, o pH situa-
se entre 6,3 a 6,6 e o volume médio
varia de 0,5 a 3,5ml. A dltima fracao
do ejaculado é de origem prostatica,
apresenta um aspecto aquoso e seu
pH oscila entre 6,5 e 7,02, O
volume desta fragdo é diretamente
proporcional a atividade secretéria
da glandula prostética, sendo seu
volume médio 6,48 + 4,32 m|"®*,

O fluido
produzido

prostatico é
continuamente nos

machos caninos nao castrados e

reflui retrogradamente para a bexiga
ou € eliminado pelo orificio externo
da uretra em quantidades variando
de pequenas gotas até muitos
mililitros, dependendo do tamanho
prostatico’.

De acordo com Feldman e
Nelson (1996)°, as freqiiéncias de
coletas de sémen para o cao podem
ser: 1) uma coleta a cada 48 horas;
2) uma coleta ao dia durante 3 dias
consecutivos e um repouso de 2
dias ou 3) duas coletas ao dia e
repouso de 2 dias, podendo ocorrer
um aumento na concentragéo total
de espermatozoides apds alguns
dias de repouso sexual.

4.2 - Avaliacao macroscopica do

sémen

a) Volume:

O volume mensurado através
da graduacado do tubo coletor e a
quantidade de ejaculado obtida
podem variar de acordo com a
idade, tamanho, frequéncia de
coletas, método e duracdo das
coletas. O volume normal vaide 1 a
40ml por ejaculado®®°. Aguiar et al.
(1994)*, citaram valor de 5,98 +
2,3ml para ejaculado total de cées
de até 20 kg.
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O volume de um ejaculado
canino esta diretamente ligado a
quantidade de liquido prostatico
eliminado durante a ejaculacao e,
como descrito anteriormente, a
prostata canina tende a aumentar
com o avangco da idade como
resultado de uma hiperplasia
prostatica benigna. A maioria dos
animais ndo castrados e com mais
de cinco anos apresenta a préstata
aumentada de volume e
posicionada na regiao

abdominal”'4.

b) Cor e aspecto:

A cor e o0 aspecto devem ser
mensurados por meio de andlise
subjetiva. A cor do ejaculado canino
pode variar de branco opalescente
ao turvo. Esta variacdo é decorrente
de alteracbes na concentracao
espermatica e o aspecto vai do
leitoso ao aquoso, dependendo da
quantidade de fracdo prostatica
coletada.

A cor amarelada de um
ejaculado canino sugere a presencga
de urina; a cor verde com ou sem
grumos, é sugestiva de pus e de
infeccdo do trato reprodutivo; a cor

vermelha sugere hemorragia, que

s

geralmente €  originaria  de
ferimentos ocorridos no pénis ereto
ou de processos patolégicos da

glandula prostatica®>°.

4.3 - Avaliacoes microscopicas

do sémen

a) Motilidade e Vigor:

A motilidade e o vigor séo
avaliados subjetivamente  colocando-se
uma gota de sémen sobre lamina
aquecida (385-37 °C), sendo esta
recoberta por laminula. O exame é
realizado sob microscopia de
contraste de fase. O resultado
obtido deve ser expresso em
(0-100)

motilidade e um escore de zero a

porcentagem para a

cinco (0-5) para o vigor®.

A avaliacdo da motilidade
espermatica é definida como o
percentual de espermatozoides
méveis de um ejaculado e o vigor
representa a intensidade com a qual
as células espermaticas se
locomovem. O conjunto destas duas
avaliagbes € um  importante
parametro da  qualidade e
viabilidade do sémen®.

O movimento retilineo

progressivo é considerado normal
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em caes e reflete habilidade e
viabilidade  para fertilizar o
6vulo®*>'° Aguiar et al. (1994)*
observaram valores médios de
68,91 = 12,38% para motilidade
esperméatica e de 3,19 + 0,76 para o
vigor espermatico em caes com
peso corpéreo de, no maximo,
20kg.

A avaliacdo subjetiva do
movimento espermdtico é muito
importante e deve ser realizada
rotineiramente. No entanto, por ser
realizada por um técnico, pode estar
sujeita a um grande numero de
variagcdes, principalmente no que
diz respeito ao grau de habilidade e

experiéncia do avaliador.

Para que estas variacoes
sejam minimizadas, uma avaliagao
computadorizada do movimento
espermatico pode ser realizada.
Iguer-Ouada e Verstegen (2001)'

propuseram a padronizacdo de um

método computadorizado de
avaliagéo do movimento
espermatico’, que  apresentou

otimos resultados na avaliagdo de
espermatozéides da espécie

canina.

** (HTR-IVOS10 analyzer, Hamilton Thorn
Research, Beverly, Mass, USA)

Utilizando-se o  sistema
computadorizado podemos avaliar a
qualidade do movimento. Dentre as
possiveis avaliagdes ressalta-se:
motilidade espermatica total (MT),
motilidade total progressiva (MP),
padrado médio de velocidade
espermatica (VAP), velocidade de
deslocamento em linha reta (VSL),
velocidade de deslocamento
curvilineo (VCL), sobreposicao do
deslocamento  retilineo e do
deslocamento curvilineo VSL/VCL
(STR) e, ainda, a linearidade do
movimento, ou seja a proximidade
da linha de deslocamento com uma
linha linear (LIN) dos

espermatozéides’®.

Elington et al. (1993)"
apresentaram resultados médios de
73 £ 9% para a motilidade
espermatica de caes através de
avaliacdo computadorizada. Eles
concluiram que a motilidade
progressiva pode variar
consideravelmente entre individuos,
e que a associagdo da motilidade
progressiva e da concentracao
espermatica caracteriza, na pratica,
de modo satisfatério, o potencial
fertilizante de uma amostra de

sémen.
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b) Concentragdo espermatica:

A concentracao e
determinada através da contagem
das células espermdticas em
Céamara de Neubauer, apés diluicdo
de 1:20 em agua, e o numero de
espermatozéides €& expresso em
(1994)*

confirmaram ser normal para caes

mm3. Aguiar et al

de até 20 kg de peso corpéreo, a
concentracao espermatica de 47,73
+12,20 x 10° / ml de ejaculado.

c) Avaliacdo da  morfologia
espermatica:

Uma das metodologias que
pode ser utilizada para a avaliagao
da morfologia espermatica & a
coloracao dos esfregacos de sémen
pelo método Karras modificado'®,
incluindo-se a etapa de fixacao dos
esfregacos de sémen canino por
imersdo em solucao salina aquecida
a 37°C"™. A coloragdo com
Vermelho Gongo e Cristal Violeta®
também possibilita a coloragdo de
esfregacos de sémen de cdo. Apds
a coloragdo, os esfregacos devem
ser avaliados em microscopia de
campo claro com aumento de
1000x, observando-se as estruturas
da cabega, colo, peca intermediaria
e cauda. Devem ser avaliadas 200

células espermdticas em cada

esfregago. Os resultados devem ser
expressos em porcentagem e

registrados individualmente.

Feldman e Nelson (1996)° e
(2001)°

classificaram as alteracbes da

Johnston et al.

morfologia espermaticas de caes

como: 1) primarias (aquelas

advindas de defeitos na
espermatogénese) e 2) secundarias
(aquelas surgidas durante o trajeto
entre o testiculo e o epididimo, no
interior do epididimo ou devido a
manipulagdo do sémen). Segundo
estes autores, reprodutores normais
devem apresentar 70% de células
espermdticas  com morfologia
normal. Dentre as células
espermaticas consideradas
alteradas poderdao haver, no
maximo, 10% de alteracbes
morfoldgicas primarias e 20% de

alteragdes morfolégicas secundarias.

De acordo com o Manual
para Avaliacdo Androldgica do
CBRA®, as alteragées morfoldgicas
dos espermatozéides dos
reprodutores caninos devem ser
classificadas como: 1) defeitos
maiores (aqueles de maior impacto
sobre a fertilidade) e 2) defeitos

menores (aqueles que traduzem
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menor impacto para a fertilidade da
célula  espermatica)®’.  Ainda
segundo este manual, 0S
reprodutores podem apresentar, no
maximo, 20% de defeitos menores
e 10% de defeitos maiores em seus

ejaculados.

Oettlé (1993)% afirmou que a
avaliacao da morfologia
espermatica é o teste que
apresenta maior correlacdo com a
fertilidade, apo6s verificagdo de que
cdes com mais de 60% de
espermatozédides normais
apresentaram taxa de fertilidade de
61%, enquanto outros, com menos
de 60% de

normais, uma taxa de fertilidade de

espermatozdides

apenas 13%.

d) Avaliagdo da integridade das
membranas espermaticas:

A manutencao da integridade
das membranas espermatica é de
fundamental importancia para que
uma ceélula espermatica finalize sua
funcdo primordial que € a
fertilizacdo. A membrana de uma
célula espermatica intacta realiza
transporte seletivo de fluidos e em
condicbes de hiposmolaridade.
Estas trocas continuam até que um

ponto de equilibrio osmético (extra e

intracelular) seja alcangado. Para
que o equilibrio seja alcangado
ocorre um aumento de volume
intracelular, j& que a célula
espermatica devera “diluir” o seu
meio intracelular até que a condigéao
hiposmética do meio externo seja
atingida. Este processo fisiologico
induz ao edema da cauda dos
espermatozéides, que pode ser
facilmente verificado através de
microscopia Optica pelo
enrolamento das caudas dos
espermatozéides. Este mecanismo
simples de defesa da célula
espermatica gerou um método de
avaliagdo da integridade das
membranas celulares denominado
teste hiposmotico (HOS), que logo
foi incluido na rotina de varios

laboratérios de andrologia®®2*.

O teste hiposmoético pode ser
considerado mais do que uma
avaliacdo da morfologia e da
integridade da célula espermatica.
Ele também € um indicativo da
capacidade funcional da membrana
em realizar trocas com o0 meio
extracelular, que € uma das
principais necessidades no
momento da capacitacao e posterior
fecundacgao, principal objetivo de

uma célula espermatica®>%*,
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Para realizagdo do teste
hiposmaético, os espermatozoides
sdo incubados em uma solugéao
(150mOSM) e

posteriormente avaliados quanto a

hiposmética

sua morfologia sob contraste de
fase. As células espermaticas
integras apresentam enrolamento
de caudas, evento que pode ser
visualizado através de microscopia
de contraste de fase. A
porcentagem de espermatozoides
com enrolamento de cauda, ou seja,
integros, pode entéo ser

computada®.

Um novo teste hiposmdtico
para o sémen do cao utilizando a
agua como solugédo hiposmdtica foi
desenvolvido®, verificando  alta
correlacdo entre o HOS e a
motilidade espermatica. Para a
realizacao deste teste, uma parte de
sémen deve ser misturada a quatro
partes de agua, obtida diretamente
da torneira, e incubada em banho-
maria a 37°C por 5 minutos. O
resultado do HOS deve ser
verificado sob microscopia Optica
comum utilizando-se camara de
Neubauer, onde 200
espermatozéides devem ser

avaliados. Estes devem  ser

classificados como reativos ao HOS
quando apresentarem cauda
enrolada e o resultado deve ser

expresso em porcentagem (%).

Um outro método que pode
ser utilizado para a verificacdo da
integridade das membranas
espermaticas de cédes € a uma
associacao das sondas
fluorescentes — lodeto de Propidio e
Carboxifluoresceina —, descrita por
Harrison e Vickers (1990)%* e
modificada por Cunha et al.
(1996)?’. Para a execucdo do teste,
10ul de sémen sdo acrescidos de
40ul da solugdo de trabalho,
composta por: 960 ul de solugéo de
citrato de sédio a 3 %; 10 pul solucao
de iodeto de propidio (10 mg de
iodeto de propidio + 20 ml solugao
fisiologica); 20ml  solugdo de

(9,2mg
carboxifluoresceina + 20ml
DMSO); 10pul solugao 1:80 de

formalina a 40%. As amostras

carboxifluoresceina

deverdao ser avaliadas sob
iluminacao epifluorescente
(400x) e deverao ser contadas
200 células que serao classificadas
como: integras (as células emitindo
fluorescéncia verde) ou lesadas (as
Células com o nucleo emitindo fluorescéncia

vermelha).
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Figura 1: Cao. Bolsa escrotal. Orquite. 1- Acumulo de
liqguido que levou ao aumento de volume da bolsa
escrotal causado por brucelose canina.

e

Figura 2: Cao. Bolsa escrotal. Orquite. 1- Ulceracoes e
aumento de volume da bolsa escrotal.

62




JBCA — Jornal Brasileiro de Ciéncia Animal 2008 v. 1, n. 1, p. 49-65

Figura 3: Cdo0. Pénis. 1- Hematoma peniano.

Figura 4: Cao. Pénis. 1- Base do pénis; 2- Tumor
venéreo transmissivel.
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Figura 5: Cdo. Coleta de sémen por meio
de estimulo manual do pénis.

Figura 6: C&o. Espermatozoides. 1 — Espermatozoéide
integro; 2- Espermatozdide parcialmente lesado; 3-
Espermatozoide lesado. 1000x. Carboxifluoresceina e
lodeto de propidio.
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