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Relacion entre la ecotextura del parénquima testicular y la
produccion y calidad seminal en toros de razas carniceras
dadores de semen

Resumen

La fertilidad es una de las variables clave en la produccion bovina. Si bien ambos sexos
intervienen en el resultado de prefiez, la relacion cuantitativa macho:hembra hace que la
fertilidad de los toros cobre un papel fundamental. En el caso de los toros dadores de
semen alojados en Centros de Colecta y Procesamiento de Semen (CCPS), la enorme
capacidad de multiplicar el potencial reproductivo que brinda la inseminacion artificial
lleva a que la importancia de la fertilidad del macho sea ain mayor. El examen
andrologico completo constituye una poderosa herramienta para estimar la fertilidad
potencial de los toros. Desde hace veinte afios se ha comenzado a considerar a la
ultrasonografia (US) como una técnica no invasiva y atraumadtica para evaluar la
estructura y funcionalidad del aparato reproductor del macho. El analisis computarizado
de la imagen ultrasonografica permite revelar diferencias en la ecotextura imperceptibles
al ojo humano, posibilitando mediciones objetivas. El objetivo del trabajo fue evaluar el
potencial de la US testicular para predecir la capacidad cuali/cuantitiva de produccion de
semen en los toros de CCPS. El trabajo fue llevado a cabo en las instalaciones del CRB,
ubicado en cercanias de la localidad de San Antonio de Areco, provincia de Buenos Aires.
Fueron incorporados al estudio 57 toros dadores en régimen de extraccion, de entre 1,5 y
10 afios de edad, de las razas carniceras Angus, Brangus, Braford, Limangus y Polled
Hereford. La extraccion de semen fue realizada por el método de la vagina artificial. Se
registro la cantidad de eyaculados procesados y la produccion de pajuelas durante las dos
semanas anteriores y dos semanas posteriores a los tiempos “0” (dia de la
ultrasonografia), “30” (30 dias después) y “60” (60 dias después). Las imagenes
ultrasonograficas fueron tomadas con un ecografo (modelo EXAGO®, ECM
Angulemme, Francia) con un transductor lineal multifrecuencia, configurado en 7,5 MHz.
Se tomaron 3 imagenes por testiculo, en forma transversal en 3 posiciones: dorsal, media
y ventral. Las imagenes fueron analizadas con el software ECOTEXT®. Se realiz6 un
analisis de correlacion entre todas las variables de Ecotext (EC1= cantidad de pixeles
negros, EC2= cantidad de pixeles blancos, EC3=nivel medio de pixeles grises, %0AH= %
de areas hipoecogénicas, Diametro= diametro tubular y Densidad= densidad tubular) y la

calidad y producciéon seminal (tiempo 0, tiempo 30 y tiempo 60). Luego se realizd un



andlisis bivariante y multivariante (regresion logistica multinomial) para predecir la
congelabilidad de los eyaculados en funcion de la raza, la edad o la densidad de tiibulos
(densidad de areas hipoecogénicas) a la ecografia. La distribucion de datos de ecotextura
y microestructura testicular (media + D.E.) obtenidos en la poblacion de toros dadores
fue la siguiente: EC1:14,96+10,76; EC2: 50,24+105,58; EC3: 86,11+11,83; Area:
11,86£3,40; Diametro: 126,08 £ 23,73um y Densidad: 137,54 = 17,67. No hubo
diferencias significativas entre razas ni edades para los parametros ultrasonograficos
considerados (p>0,05). Al analizar la relacion entre los parametros de ecotextura y
microestructura testicular con la calidad seminal al tiempo 0, pudo observarse una
relacion positiva entre la densidad de AH y el volumen seminal (r=0,32). En cuanto a la
morfologia espermatica, se pudo comprobar una relacion negativa y altamente
significativa entre EC2, EC3 y Didmetro tubular y el porcentaje de cabezas anormales (1=
-0,37; -0,52; -0,37). El Diametro se relacioné negativamente con el porcentaje de otras
anomalias (r= -0,30). No se encontrd correlacion entre las variables de Ecotext y los
parametros de calidad seminal a los 30 dias posteriores a la ecografia. A los 60 dias
posteriores al anélisis ecografico se observo una correlacion positiva entre el Area y el
Diametro y la concentracion espermatica del eyaculado (0,33 y 035, respectivamente).
No se encontraron correlaciones entre los parametros de Ecotext y la movilidad
posdescongelacion al tiempo 0. Existieron diferencias significativas de Area y Diametro
entre toros productores de eyaculados de buena calidad a la descongelacion y de
eyaculados rechazados al tiempo 30y 60 posecografia. No se observaron diferencias entre
los parametros de Ecotext de los toros que produjeron hasta 100 pajuelas por eyaculado,
101 a 150 pajuelas por eyaculado y mas de 150 pajuelas por eyaculado. El valor de
densidad de AH fue el tnico parametro de Ecotext que permiti6 predecir el resultado de
la congelacion a tiempo 0. Todos los toros con valores <115 AH/cm? tuvieron semen no
congelable. En conclusion, no obstante haberse demostrado distintos niveles de
asociacion entre los parametros de Ecotext y la calidad seminal, es necesario continuar
con los estudios a los efectos de comprobar la utilidad de esta herramienta en la prediccion

de la fertilidad potencial de los toros dadores de semen de CCPS.
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Relationship between the echotexture of testicular
parenchyma and seminal quality and sperm production in Al
beef bulls

Summary

Fertility is a key variable in bovine production. Although both sexes take part in the
pregnancy results, the quantitative relationship male:female means that the fertility of
bulls plays a fundamental role. In the case of semen-donor bulls located in Semen
Collection and Processing Centers (SCPC), the enormous capacity of artificial
insemination for multiplying the reproductive potential makes the importance of male
fertility even greater. A complete breeding soundness examination is a powerful tool for
estimating the potential fertility of bulls. In the last twenty years, ultrasonography (US)
has begun to be considered a non-invasive, non-traumatic tool for evaluating the structure
and function of the male reproductive tract. Computerized analysis of the ultrasound
image permits revelation of differences in echotexture that are imperceptible to the human
eye and makes objective measurements possible. The objective of this study was to
evaluate the potential of testicular US to predict the quali/quantitative capacity to produce
semen in bulls belonging to SCPC. The work was carried out in the facilities of the CRB,
a SCPC located close to the town of San Antonio de Areco, in the province of Buenos
Aires. A total of 57 semen-donor bulls, on a regular semen collection regime, were
included in the study. Bulls were between 1.5 and 10 years of age and comprised the
following beef-producing breeds: Angus, Brangus, Braford, Limangus and Polled
Hereford. Semen collection was carried out using an artificial vagina. The number of
ejaculates processed and the production of frozen straws during the two weeks before and
the two weeks after the time “0” (day of ultrasound), “30” (30 days post ultrasound) and
“60” (60 days post ultrasound), were registered. Ultrasound images were taken using an
EXAGO® ultrasound (ECM Angulemme, France) with a multifrequency linear
transducer configured at 7.5 MHz. Three transversal images were taken per testicle, in 3
positions: dorsal, medium and ventral. The images were analyzed using the ECOTEXT®
software. A correlation analysis was carried out between all the Ecotext variables (EC1=
black pixels, EC2= white pixels, EC3= mean gray level of pixels, Density= density of
hypoechogenic areas, Diameter= mean diameter of hypoechogenic areas and Area
percentage of hypoechogenic areas in the total area of the region of interets) and semen

quality and production (time 0, time 30 and time 60). Then a bivariant and multivariant



analysis (multinomial logistic regression) was carried out to predict the freezability of the
ejaculates as related to breed, age or tubule density (density of hypoechogenic areas)
measured by ultrasound. The distribution of the testicular echotexture and microstructure
obtained in the semen-donor population of bulls were the following (mean + S.D.):
EC1:14.96 + 10.76; EC2: 50.24 + 105.58; EC3: 86.11 + 11.83; Area: 11.86 £+ 3.40;
Diameter: 126.08 £ 23.73um and Density: 137.54 + 17.67. No significant differences
(p>0.05) were observed between breeds or between ages for any of the ultrasound
parameters considered. When analyzing the relationship between seminal quality and the
parameters of testicular echotexture and microstructure at time 0, a positive relationship
was observed between the density of AH and seminal volume (r=0.32). In regard to sperm
morphology, a highly significant negative relationship was observed between the
percentage of abnormal heads and EC2, EC3 and tubule diameter (= -0.37; -0.52; -0.37
respectively). Diameter was also negatively correlated with the percentage of other sperm
morphological abnormalities (r=-0.30). The quantity of black pixels (EC1) was positively
correlated with the area, density and diameter of the seminiferous tubules (r=0.69; 0.46
and 0.53, respectively). No correlation was found between the Ecotext variables and
seminal quality parameters at 30 days after the ultrasound measurements. A positive
correlation was observed between area and diameter and sperm concentration in the
ejaculate 60 days after the ultrasound measurements (0.33 and 0.35, respectively). At day
0, no correlation was observed between the Ecotext parameters and post-thaw motility.
Significant differences in area and diameter were observed between bulls that produced
good quality post-thaw ejaculates and those that produced ejaculates that were rejected at
30 and 60 days post ultrasound. No differences were observed in the Ecotext parameters
between bulls that produced 100 straws per ejaculate, 101 to 150 straws per ejaculate and
more than 150 straws per ejaculate. The AH density was the only Ecotext parameter that
permitted a prediction of the freezing results on day 0. All bulls with up to 115 AH/cm?
produced semen that was not apt for freezing. In conclusion, despite having shown
different levels of association between the Ecotext parameters and semen quality, it
remains necessary to continue the studies to be able to confirm the use of this tool to

predict potential fertility of semen-donor bulls from CCPS.
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1. Introduccion



En el presente capitulo se realiza una revision de la importancia de la fertilidad en
la produccion animal, los principios y usos de la ultrasonografia (US), la aplicacion de la
US en la evaluacion del toro, anatomia del tracto reproductivo, principios de la
espermatogénesis, evaluacion US testicular y la importancia de la fertilidad en los toros

de Centros de Colecta y Procesamiento de Semen (CCPS).

1.1. Importancia de la fertilidad

La fertilidad es una de las variables clave en la produccion animal. En la ganaderia
bovina en particular, tanto en los rodeos de cria como en los rodeos lecheros, la eficiencia
reproductiva condiciona su productividad y rentabilidad. Las fallas reproductivas generan
cuantiosas pérdidas econdmicas en ambos sistemas (Bellows y col. 2002, Gnemmi y

Lefebvre, 2009; Gnemmi y Lefebvre, 2010, Inchaisriy col., 2010; Lucy, M.C., 2001).

En los rodeos de cria, clasicamente se ha aceptado que los rasgos reproductivos
(porcentaje de destete) tienen el doble de importancia econémica relativa que los rasgos
de produccion (peso al destete) y diez veces la importancia de los atributos de carcasa
(Trenkle, A., 1977). Veinte afos mas tarde, utilizando un modelo bioecondmico para
comparar la importancia econdmica relativa de los rasgos para un productor comercial de
terneros, se establecié que si bien no existe una relacion consistente con la rentabilidad y
que la misma es dependiente de cada planteo en particular, los rasgos de fertilidad son los

de mayor impacto economico (Boggs, D., 1997).

Aunque ambos sexos intervienen en el resultado de prefiez, la relacion cuantitativa
macho:hembra hace que la fertilidad de los toros cobre un papel fundamental. Tomando
como ejemplo un rodeo de cria, por cada toro hay 20 a 40 hembras, lo que genera que la
importancia de la fertilidad individual de los machos sea mayor que la de las hembras

(Rupp, G.P.L., 1977).

En el caso de los toros dadores de semen alojados en Centros de Colecta y
Procesamiento (CCPS), la enorme capacidad de multiplicar el potencial reproductivo que
brinda la inseminacion artificial hace que la importancia de la fertilidad del macho sea

mucho mayor.



1.2. Fertilidad y ultrasonografia

El examen androlégico completo constituye una poderosa herramienta para
estimar la fertilidad potencial de los toros, permitiendo descartar aquellos reproductores
que no resulten aptos. Dicho examen incluye distintas etapas: a) evaluacion clinica
general, b) evaluacion clinica particular del aparato genital, ¢) evaluacion del estado
sanitario, d) evaluacion funcional del reproductor y e) evaluacion de la calidad seminal
(Higdon y col., 2000; Hopkins, F.M.,1997).

Hace aproximadamente veinte afios, la ultrasonografia (US) comenzd a ser
considerada una técnica no invasiva y atraumatica para evaluar la estructura y
funcionalidad del aparato reproductor del macho (Chapwanya y col., 2008; Eilts y
Pechman, 1988, Genedi y col., 2019; Ginther y col. 1998; Gnemmi y Lefebvre, 2009;
Gnemmi y Lefebvre, 2010; Gnemmi y col., 2006, Hahn, J. y col., 1999; Kastelic y Brito,
2012; Magalhaes y col., 2019; Pasha y col., 2011; Pinho y col., 2012; Paschoal y col.,
2019; Rault, P., 2006, Tomlinson y col., 2017; Urty col., 2018, Genedy y col., 2019). No
obstante, esta técnica aiin no se ha desarrollado en el toro de la misma manera que en la
vaca (Ginther, O.J., 1995, Pierson y Adams, 1995, Singh y col., 1997, Singh y col., 1998,
Singh, J. and Adams, G.P., 2000).

1.2.1. Principios de la ultrasonografia

La tecnologia del ultrasonido nacié en 1881 con el desarrollo de los efectos
piezoeléctricos por parte de Pierre y Jacques Curie estudiando la compresion del cuarzo.
Luego fue aplicada en forma de SONAR (Sound Navigation and Ranging) durante la
segunda guerra mundial para la deteccion de barcos, submarinos y aviones de guerra
(Ginther, O.J., 1989, Perkins, T., 2000). A partir de 1950, la ultrasonografia o ecografia
se convirtid en una herramienta para producir imagenes de los tejidos y 6rganos internos

con fines diagndsticos (WHO, 2011).

La US comenzd a emplearse en medicina veterinaria en la década del 70 en el
diagnostico de prefiez en cerdas (Eilts, B.E., 1988). Su aplicacion en bovinos y equinos a
partir de la década del 80 ha sido uno de los pasos mas importantes para el estudio y

comprension de los eventos reproductivos (Pierson, R.A. y Ginther, O.J., 1988).

La US utiliza ondas ultrasonoras de alta frecuencia para producir imagenes en

distintos cortes de tejidos y 6rganos, tanto externos como internos. La emision de ondas



de ultrasonido se obtiene por medio de la vibracion de pequefios cristales de cuarzo
ubicados en el transductor del equipo que se expanden y contraen en respuesta a pulsos
de corriente eléctrica (propiedad piezoeléctrica). Estos movimientos producen ondas
ultrasonoras que cuando alcanzan los tejidos son reflejadas (ecos) y captadas por los
mismos cristales y convertidas nuevamente en sefiales eléctricas y transformados en un

punto en la pantalla del aparato, en una escala de grises (Ginther, O.J., 1995).

Se trata de ondas de sonido de alta frecuencia (mas de 20.000 ciclos por segundo),
inaudibles para el ser humano (Rantanen y Ewing, 1981). La frecuencia del sonido se
mide en hertz (Hz). Un Hz equivale a 1 ciclo por segundo y 1 megahertz (MHz) a 1 millén
de ciclos por segundo. Los ultrasonidos producidos por los equipos de ultrasonografia o
escaneres vibran a una frecuencia comprendida entre 1 y 10 MHz (Goddard, P.J., 2000),
en tanto que los sonidos audibles para los humanos vibran a frecuencias muy inferiores

(20-20.000 Hz) (Ginther, O.J., 1995).

Las ondas de ultrasonidos viajan a través de los tejidos que tienen densidades
acusticas diferentes. Al propagarse a través de los tejidos, las ondas van perdiendo
intensidad (atenuacion) por la resistencia que ejercen (impedancia acustica). Cuando las
ondas alcanzan el limite entre dos tejidos adyacentes con distinta densidad genera una
interface. Una porcion variable de ella regresa al transductor como una reflexion o eco.
Las interfaces posibilitan delimitar los 6rganos en estudio y las distintas densidades
permiten evaluar los cambios normales o anormales de dichos organos (Ghoshal y col.,

2013).

Al propagarse por el tejido escaneado, el haz de ultrasonido puede tomar distintas
trayectorias: 1) reflexion (eco), 2) dispersion, 3) refraccion en distintas direcciones y 4)
absorcion, la energia de la onda es absorbida por el tejido, convirtiéndose en calor

(Ginther, O.J., 19995).

Cuando el area atravesada por el haz es liquida no refleja la onda y se dice que la
imagen es anecogénica o anecoica. Los distintos tejidos se observan blancos o en escala

de grises, en funcion de su ecogenicidad (capacidad de reflejar la onda de sonido).

Cuando los ecos vuelven al transductor, es posible reconstruir un mapa
bidimensional de todos los tejidos que se han interpuesto en los haces. La informacion se

almacena en una computadora y se expone en una pantalla. Los ecos potentes,
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denominados “de alta intensidad”, aparecen en la pantalla como puntos mas brillantes
(WHO, 2011). El retraso entre la emision de la onda y la recepcion es utilizado para

estimar la distancia entre el cristal y la superficie reflectora (Ginther, O.J., 1995).

En la actualidad, la mayoria de los equipos de US utilizados para el diagndstico
en bovinos son modo B (bidimensional) y en tiempo real. El modo-B se refiere a la
modalidad brillo de los puntos o pixeles en la pantalla, con la formaciéon de una imagen
bidimensional. El brillo del punto es proporcional a la amplitud de los ecos y es
representado en una escala de grises que va desde el blanco (hiperecogénico) al negro
(anecogénico o anecoico). El término imagen en tiempo real se refiere a los movimientos
en la imagen ya que los ecos son registrados continuamente y cada evento puede ser visto

en el momento que ocurre (Ginther, O.J., 1995)

El tipo de transductor habitualmente empleado para examinar el tracto
reproductivo se denomina lineal, debido a que los cristales piezoeléctricos estan
dispuestos uno al lado del otro (alineados) a lo largo del transductor. Las ondas generadas
por cada cristal se transmiten en forma paralela. La estimulacion secuencial de los
cristales produce una imagen en forma de rectangulo, donde el ancho se corresponde con
el largo de la fila de cristales y las imagenes de los tejidos cercanos al transductor se veran

en la parte superior de la pantalla.

El poder de resolucion del equipo se refiere a la capacidad que posee una onda de
ultrasonido de distinguir dos tejidos con ecogenicidad muy similar (Ginther, O.J., 1986).
Cuanto mayor es la frecuencia del transductor, mayor es la resolucion, pero menor el

poder de penetracion (distancia focal).

El conjunto de ondas que genera un tejido contribuyen a formar el patron de escala
de grises del mismo o “ecotextura” (Ginther, O.J., 1995). El brillo o intensidad depende
de la ecogenicidad del tejido o capacidad del mismo de reflejar ondas ultrasonoras. La
ecogenicidad del tejido estd determinada por la magnitud de la diferencia en la
impedancia actstica del mismo, o resistencia a la propagacion de las ondas (Ginther, O.J.,
1995), relacionado con la densidad o compresibilidad en las multiples interfaces del
tejido, asi como con el tamafio, forma, concentracion y distribucion de las dispersiones
individuales (Hunt y col., 1995; Powis, R.I., Powis, W.J., 1984, Silverman, R.H.,1990;

Viad y col. , 2005). Las estructuras hiper o hipoecogénicas aparecen blancas u oscuras,



respectivamente, mientras que las anecogénicas o anecoicas aparecen negras ya que no

reflejan ondas.

1.2.2. Ultrasonografia del aparato genital del toro

Como se trata de un método de diagnostico no invasivo, es posible repetir el
examen ultrasonografico del tracto reproductivo sin alterar el potencial del animal,
obteniendo una imagen de la arquitectura interna de los distintos organos y tejidos,
complementando el examen andrologico del toro (4hmad, N.N., 1991). Por lo tanto, la
US puede constituir una herramienta adecuada para la evaluacion anatomica y funcional
del aparato reproductor del toro realizada en condiciones de campo (Eilts y Pechman,
1988).

1.2.2.1. Anatomia del tracto reproductivo del toro

El tracto reproductivo del toro estd constituido por los testiculos (gonadas
masculinas), una porcion tubular (epididimos, conductos deferentes, uretra/pene) y las

glandulas accesorias (glandulas bulbouretrales, glandulas vesiculares y prostata) (Figura

).

Vesicula seminal

Cuerpo de la préstata
Vejiga urinaria

Conducto deferente

=
Musculo bulbocavernoso /
Orificio uretral externo

Musculo retractor del pene Flexura sigmoide

Cabeza

o
A% AT

<7 T

Epididimo { Cuerpo Testiculo

Cola

Figura 1. Esquema del aparato reproductor del toro. Tomado de Galotta, J.M., 2009.

1.2.2.1.1. Testiculos

Los testiculos son érganos gameto-hormonales. Es decir, tienen dos funciones:

1) producir los espermatozoides y 2) sintetizar y secretar hormonas esteroideas.
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Son organos pares, localizados en una cavidad denominada escroto, que es una
evaginacion de la pared abdominal, compuesta por piel (epidermis y dermis), tunica
Dartos, subdartos, tunica vaginal lamina parietal, cavidad vaginal, tinica vaginal lamina
visceral y tinica albuginea. El escroto esta dividido por un rafe medio formando dos

compartimientos y cada uno contiene un testiculo.

Estan ubicados en la region inguinal, en posicion vertical. El testiculo tiene forma
ovoide alargada, con un eje vertical largo (10 a 12 cm) y un eje craneo-caudal corto (6 a
8 cm) (DesCoteaux, L.G., 2010, Sisson, S., 1973). El tamafio del testiculo depende de la
edad, de la raza y del desarrollo corporal. En un toro adulto pesa alrededor de 250-300 g
(Hafez, L., 1989; Salisbury, G.W., 1978).

1.2.2.1.2. Epididimos

Son drganos pares, ubicados en estrecha relacion anatémica con cada testiculo. El
epididimo tiene tres partes: cabeza, cuerpo y cola (Figura 2). La cabeza del epididimo es
aplanada y esta proxima al polo dorsal del testiculo. El cuerpo es delgado y alargado y se
extiende desde la cara pdstero-medial del testiculo hasta la cola. La cola del epididimo es

el segmento mas notable y se localiza ventralmente.

1.2.2.1.3. Cordon espermdtico

El cordon espermatico se identifica dentro del cuello escrotal y aparece
dorsalmente al testiculo. El testiculo estd suspendido en el escroto por el musculo
cremaster. Otras estructuras importantes son el conducto deferente y las arterias y venas
enroscadas (el plexo pampinifome) que proporcionan un mecanismo de termorregulacion

con un intercambio de calor a contracorriente.

Figura 2. Esquema del testiculo bovino. Adaptado de Aponte y col., 2005.
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Fotos 1. Testiculos de toro. Gentileza Dr. M. Drost.

1.2.2.1.4. Conductos deferentes

Este tabulo emerge de la cola del epididimo como un tubulo recto y pasa, como

parte del cordon espermatico, a través del anillo inguinal hacia la cavidad del cuerpo.

El conducto deferente finaliza en una porcion ensanchada denominada “ampolla
del conducto deferente”, de 12 cm de largo y 1,5 cm de ancho. Las ampollas son las

glandulas accesorias mas craneales y tienen una forma tubular con paredes gruesas.

1.2.2.1.5. Uretra

Los dos conductos deferentes se unen en un solo conducto (la uretra pelviana),

que finalmente se integra al pene (uretra pene

ana). La uretra sirve como via de paso comun para los productos producidos por

el macho: el semen del tracto reproductivo y la orina del tracto urinario.

La uretra pélvica, descansa en el piso de la pelvis, se extiende desde la arcada
isquidtica hasta el cuello de la vejiga. Un poderoso musculo rodea asimétricamente la
uretra y le da una forma cilindrica. La porcion ventral del musculo es mas gruesa que la
dorsal. Tiene unos 3 cm de didmetro y 20 cm de largo. La uretra peneana es la porcion
extrapelviana de la uretra. Se halla ubicada en el surco uretral rodeada por una capa de

tejido eréctil, el cuerpo esponjoso del pene.
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1.2.2.1.6. Pene

El pene es el 6rgano copulador del macho. Tiene aproximadamente 120 cm de
longitud y 3 a 4 cm de diametro. Es un 6rgano fibroelastico y, por lo tanto, rigido incluso
cuando no esta erecto. Para su estudio se lo divide en las siguientes partes: raiz, cuerpo y
glande. La raiz del pene esta representada por la reunion de dos formaciones fibrosas,
llamadas pilares del pene. Entre los pilares se halla el bulbo del pene (antes llamado bulbo
de la uretra). Cada pilar esta oculto por un musculo isquiocavernoso (Galotta, J.M., 2009).
El cuerpo del pene esta formado por los dos cuerpos cavernosos, separados por el tabique
del pene. El cuerpo del pene describe en reposo una S llamada flexura sigmoidea. Durante
la ereccion desaparece, siendo restituida por accion del musculo retractor del pene. La
uretra peneana se halla ubicada en el surco uretral rodeada por una capa de tejido eréctil,
el cuerpo esponjoso del pene, antiguamente cuerpo cavernoso de la uretra. El glande es
una almohadilla que protege el extremo craneal del cuerpo cavernoso, por fuera de la
albuginea; su tejido esponjoso se continua con el cuerpo esponjoso del pene. La anatomia
del glande es muy caracteristica. El glande del pene esta provisto de nervios y es la fuente

de las sensaciones asociadas con la copula.

1.2.2.1.7. Prepucio

Por delante del escroto, la piel aumenta su grosor y se invagina ventral y
lateralmente formando un pliegue: el prepucio, que encierra una cavidad, la cavidad

prepucial, donde esta alojada la porcion libre del pene (Galotta, J., 2009).

1.2.2.1.8. Glandulas vesiculares seminales

Las glandulas vesiculares o vesiculas seminales son pares. Son de forma irregular
y lobulada, de unos 10 a 12 cm de largo y 1,5 a 6 cm de ancho (DesCéteaux, L.G., 2010).
El tamafio de estas glandulas aumenta mas que las otras glandulas accesorias en relacion
con la edad. Se encuentran en dorsal de la vejiga y desembocan cada una por un conducto

excretor en el coliculo seminal (Galotta, J., 2009).

1.2.2.1.9. Prostata

La prostata esta ubicada en el cuello de la vejiga urinaria donde desemboca la
uretra. Se divide en dos partes: el cuerpo y la porcion diseminada. El cuerpo de la prostata

esta dividido en dos 16bulos. Ubicado en dorsal al cuello de la vejiga, mide alrededor de



3,5 cm por 1,5 cm. La porcion diseminada mide unos 12 cm de largo y no es identificable
por la palpacion transrectal. Esta posicionada entre la pars dorsal del muasculo uretral y

el tejido cavernoso.

1.2.2.1.10. Glandulas bulbouretrales

Las glandulas bulbouretrales o de Cowper son ovoides a fusiformes, con un
didametro de aproximadamente 2 cm, ubicadas a ambos lados de la uretra pélvica, muy
cerca del arco isquiatico. No son detectables por palpacion rectal por estar cubiertas por
el musculo bulbo-esponjoso. A diferencia de otras especies como el equino y los
camélidos, en el toro no son facilmente identificables tampoco por ecografia. Una de las
funciones de su secrecion es limpiar la uretra de cualquier residuo de orina que pueda ser

perjudicial para los espermatozoides.

1.2.2.2. Microestructura testicular

El parénquima testicular contiene cientos de tibulos largos y enrollados,
denominados tibulos seminiferos, dentro de los cuales se forman los espermatozoides
(espermatogénesis). Los tibulos seminiferos forman en el mediastino una red, la red
testicular. Los conductos eferentes procedentes de la red, en nimero de doce, salen por la

extremidad superior del mediastino (Sisson, S., 1973).

Cerca del 90% del parénquima testicular de los toros adultos esta compuesto por
tubulos seminiferos (Dyce y col., 1990). Entre los tibulos se localizan células
intersticiales o de Leydig, que son las principales productoras de androgenos, ademas de

vasos sanguineos y linfaticos.

En un corte transversal del tubulo seminifero pueden observarse desde la pared
hacia la luz del tibulo, una membrana basal rodeada de células mioides, que actua
como barrera hemato-testicular, las células de sostén o células de Sertoli y las células
germinales en sus distintos estadios contenidas entre los citoplasmas de las anteriores,
ubicandose las espermatidas o espermatozoides con sus colas hacia la luz del tibulo

(Hafez, L., 2000).

Cada lobulo testicular contiene dos o tres tiibulos seminiferos contorneados que
se anastomosan hacia el centro y se tornan rectos; se comunican luego con la rete testis,
continian después como conductos eferentes y salen del testiculo para continuar en

el epididimo.
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Los tubulos seminiferos son tortuosos y de seccion redonda. Su didmetro varia de
63 a 351 umy el area de 3.094 a 97.096 um? (Tripathi y col., 2015). El aumento en la
espermatogénesis lleva a un incremento en el didmetro y espesor de los tibulos
seminiferos. Un trabajo realizado en bovinos de raza Fleckvieh describe un diametro de
80 a 120 um en animales de 18 a 27 semanas de edad y de 120 a 180 um en animales de

30 a 45 semanas de vida (Wrobel, K.H., 2000).

En la mayoria de las especies, los tibulos seminiferos ocupan entre el 60 y 90%
del volumen testicular (Setchell, B.P., 1982)y el 10 al 40% restante corresponde al tejido
intertubular (células de Leydig y estroma) (Franga, L.R., 1998).

En toros, los tibulos seminiferos representan entre el 72 al 85% del volumen

testicular (Amann, R.P., 1962; Goiozo y col., 2005; Santos y col., 1999).

% Dartos

= Fascia perineal superficial
ES Fascia espermatica externa
EaN

Escroto

Fascia cremastérica,
Fascia espermatica interna
Tunica vaginal parietal
Tunica vaginal visceral
Tunica albuginea

Tunica vasculosa

Cavidad de la tinica vagmﬂl

Capsula testicular { S

Tuabulo seminifero

Parénquima Lébulo testicular

testicular Septum

Tubulos rectos

Rete testis ———
Conductos eferentes

Epididimo Conducto epididimo W

Figura 3. Diagrama esquematico del escroto y capsula testicular. Adaptado de Davis, J.R.,

1970.

1.2.2.3. Espermatogénesis

Es un complejo y ordenado proceso de multiplicacion y diferenciacion de células
germinales que conduce a la produccion de espermatozoides en los tiibulos seminiferos.
Implica una diferenciacion celular mediante la cual las espermatogonias (stem cells)
pasan a través de una serie de divisiones mitdticas, meidticas y transformaciones

citologicas hasta generar espermatozoides (Barth, A. y Oko, R.J., 1989). Este proceso
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ocurre a nivel de los tibulos seminiferos y tiene una duracion en el bovino de 61 dias

(Staub, C., 2018).

Durante la espermatogénesis, la espermatogonia se diferencia en espermatocitos
y espermatidas luego del proceso de mitosis y meiosis respectivamente (Barth, A. y Oko,

R.J., 1989).

La espermatogénesis es dividida en tres fases: 1) espermatocitogénesis (mitosis),

2) meiosis y 3) espermiogénesis (diferenciacion sin division).

1.2.2.3.1. Espermatocitogénesis

Este proceso implica division mitdtica celular. Durante el mismo, las células
germinales participan en un ciclo de varias divisiones mitdticas que aumenta el
rendimiento de la espermatogénesis y permite renovar las células madre y producir

espermatogonias y espermatocitos primarios (Staub, C., 2018).

La espermatogonia es una célula germinal ubicada junto a la membrana basal del

tubulo seminifero. Hay distintos tipos de espermatogonias en el bovino: A, [y B.

Hay cuatro tipos de espermatogonias A en el toro: A0, Al, A2 y A3. La

espermatogonia de reserva (A0) se divide formando una nueva AQ y una Al.

La espermatogonia Al origina espermatogonias A2, la cual se divide generando
una espermatogonia latente (A1) y una activa (A3) que comenzara una nueva generacion

de células germinales en desarrollo (Bearden, H.J., 1997).

La espermatogonia A3 experimenta cuatro divisiones mitdticas formando 16

espermatocitos primarios.

1.2.2.3.2. Meiosis

Cada espermatocito primario tiene una primera division meiotica generando 2
espermatocitos secundarios. La meiosis implica la duplicacion e intercambio de material
genético y dos divisiones celulares que reducen el nimero de cromosomas y producen
cuatro espermatides redondas haploides. Esta etapa lleva aproximadamente 15 dias
(Bearden, H.J., 1997).
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Cada espermatocito secundario se divide por meiosis formando 2 espermatidas.
Por lo tanto, se forman 4 espermatidas de cada espermatocito primario, o 64 a partir de

cada espermatogonia activa (A3).

1.2.2.3.3. Espermiogénesis

La espermiogénesis implica la diferenciacion de las espermatidas redondas en
espermatozoides completamente maduros liberados en la luz de los tiibulos seminiferos.
Durante esta etapa, cada espermatida se transforma en espermatozoide por metamorfosis
(Bearden, H.J., 1997). El material nuclear se compacta formando la cabeza del
espermatozoide y el resto de la célula se elonga formando la cola (Rodriguez-Martinez,
H., 2006). También se forma el acrosoma alrededor de la cabeza del espermatozoide
(Bearden, H.J., 1997). El espermatozoide es la unica célula que no tiene citoplasma, que
lo pierde durante la formacién de la cola, generando la gota citoplasmatica. La
mitocondria se dispone en espiral en la parte superior de la cola, formando la vaina
mitocondrial (Harder y col. , 1995). Los espermatozoides recién formados se liberan de
la célula de Sertoli y se expulsan a través de la luz de los tubulos seminiferos hacia la rete

testis (Bearden, H.J., 1997).

El transito espermatico a través de los conductos eferentes y epididimo esta
asociado con cambios madurativos como adquisicion de movilidad progresiva,
condensacion del nucleo, modificacion en la forma del acrosoma y de la membrana
plasmatica y migracion de la gota citoplasmatica de proximal a distal de la pieza media

(Rodriguez-Martinez, H., 2000).

1.2.2.4. Evaluacién ultrasonografica de los testiculos

La US escrotal fue reportada por primera vez en el hombre en 1974 (Miskin, M.,
1974), luego en toros (Eilts, B.F., 1988) y en otros animales. Por ser una técnica no
invasiva, costo-efectiva y repetible ha sido incorporada a numerosos protocolos para la
evaluacion de patologias escrotales e infertilidad. Actualmente, combinada con el analisis

computarizado de imagenes, se ha convertido en una herramienta potencial para evaluar

la fertilidad.

Para realizar la evaluacion ultrasonografica, el toro debe ser sujetado en la casilla
de operaciones, inmovilizado con el cepo. Los testiculos son facilmente accesibles al

examen ultrasonografico. Se utilizan habitualmente transductores lineales de 5-10 MHz.
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La US modo-B permite una rapida visualizacion de las estructuras macroscopicas
internas. Las principales caracteristicas observables a nivel testicular son: 1) la rete testis,
vista como una linea hiperecogénica o una region circular central, segin se coloque el
transductor en forma longitudinal o transversal, respectivamente; 2) el parénquima
testicular, tipicamente descripto como de ecotextura homogénea y 3) la tinica albuginea
y escroto, visto como una linea hiperecogénica que rodea el parénquima testicular con
una capa anecoica debido a la presencia de liquido entre las capas parietal y visceral de
la tinica vaginal. La cabeza y cola del epididimo, cordon espermatico y septum escrotal
pueden ser vistos dependiendo de la ubicacion del transductor en los planos longitudinal

y transversal.

1.2.2.4.1. Andlisis de la imagen

La observacion visual no permite realizar un analisis preciso de la ecotextura
testicular, dado la limitada capacidad del ojo humano de distinguir niveles o matices de
grises. Visualmente, es posible distinguir 18 a 20 tonos de gris, lo que origina diferentes
percepciones y consecuentemente variaciones en la interpretacion de la imagen (Pierson

y Adams, 1995).

Un analisis computarizado de la imagen permite revelar diferencias en la
ecotextura imperceptibles al ojo humano, posibilitando mediciones objetivas y el
establecimiento de algoritmos computarizados. Estos algoritmos han sido desarrollados
especificamente para reducir la subjetividad visual y cuantificar los valores de cada pixel

de la imagen (Singh y col., 2003).

El histograma de pixeles de la imagen del parénquima testicular se ha estudiado
ampliamente en toros, carneros, caballos, perros, con resultados diferentes en cuanto a su

relacion con la calidad seminal.

La imagen ultrasonografica esta compuesta por miles de puntos o pixeles. Cada
pixel representa una reflexion discreta en el tejido (Singh y col., 2003). El software de
analisis de imagenes permite asignar a cada pixel un valor preciso, con un rango que va
de 0, representando al negro, al 255, representando al blanco. El nivel medio de grises es
por lo tanto, la media de los niveles de gris de todos los pixeles en el area estudiada. La

desviacion estandar de los valores de pixeles define la heterogeneidad.

El parénquima testicular es homogéneo y moderadamente ecogénico (Pechman,

R.D. y Eilts, B.E., 1986). Las caracteristicas de ecotextura del parénquima testicular se
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obtienen evaluando multiples areas circulares, conocido como la técnica de medicion
puntual (Pierson y Adams, 1995; Singh y col., 2003). Existe una correlacion entre la
ecogenicidad y las caracteristicas histomorfologicas testiculares. En general, se observa
un aumento de la ecogenicidad desde el nacimiento hasta la pubertad en varias especies,
incluidas el humano (Hamm, B. y Fobbe, F.F., 1995), el bovino (Aravindakshan y col.,
2000; Brito y col., 2012; Chandolia, R.K., 1997b, Evans, A.C.O., 1996; Gnemmi y col.,
2018) y el ovino (Chandolia y col., 1997; Kumary col., 2018).

Aravindakshan y col. (2000) indicaron un aumento gradual de la ecogenicidad
testicular hasta aproximadamente las 16 semanas, que fue asociado con proliferacion
celular. Seguidamente se observa una disminuciéon en la intensidad de los pixeles
atribuida por los autores a un aumento en el volumen de los tiibulos seminiferos y una
mayor proporcion de liquido en el tejido, que comienza alrededor de este periodo y refleja
la transformacion de un testiculo prepuber a puber. El valor de la intensidad de pixeles
aumenta nuevamente desde aproximadamente 32 semanas en adelante y, segiin estos
investigadores, esta relacionado con la formacion gradual de tipos de células mas

maduras, coincidiendo con el inicio de la espermatogénesis.

Los autores relacionaron estos cambios en la ecogenicidad con la diferenciacion
de las células de Sertoli, la formacién de la barrera hemato-testicular, el aumento del
diametro de los tubulos seminiferos y del tamafio de su luz, aumento de la proporcion del
parénquima testicular ocupado por los tibulos y una expansion de la poblacion de células
germinales al inicio de la espermatogénesis (De Souza, C.C., 2016). Luego de la pubertad,
la ecogenicidad de los testiculos del toro no cambia significativamente (Brito y col.,
2012).

Barth y col. (2008), utilizaron la US para el estudio del aparato reproductivo del
toro, evaluando la asociacion entre fibrosis testicular y baja calidad seminal, concluyendo
que durante el proceso activo de fibrosis diagnosticado por US hubo alteracion en la
espermatogénesis. No obstante, otros autores no encontraron correlacion entre la
ecotextura testicular y la calidad seminal (4rteaga y col., 2005, Brito, L.F.C., 2002; Pinho
ycol., 2012).

Adicionalmente, la ecogenicidad se ha correlacionado con parametros seminales,
especialmente en las semanas siguientes a la evaluacion ultrasonografica (Ahmadi y col.,

2012; Arteaga y col., 2005; Brito y col., 2012). Estos resultados indican que el analisis

15



de la ecotextura permite detectar cambios enddcrinos y en la microestructura testicular.

Sin embargo son necesarios mayores estudios.

1.2.3. Fertilidad y Centros de Colecta y Procesamiento de Semen

La evaluacion de la calidad seminal como herramienta para definir la aptitud
reproductiva del toro utilizado en servicio natural, por lo general no es empleada en los
rodeos de cria de la Argentina, como si en otros paises (Hopkins, F.M. y Spitzer, J.C.,
1997, Kastelic y Thundathil, 2008). En tanto si es un proceso realizado de rutina en los
CCPS. Este examen incluye la evaluacion de parametros como volumen, concentracion
espermatica, movilidad y morfologia espermaticas, que pueden complementarse con
técnicas mas sofisticadas que permiten evaluar integridad y funcionalidad de membranas,
integridad acrosomal, maduracion de la cromatina, etc. (Amann y Waberski, 2014, Barth,
A., 2001; Ericsson, S.A. y col., 1993; Moce y Grahamb, 2008, Rodriguez-Martinez, H.,
2007).

Si bien los resultados de un programa de inseminacion artificial (IA) dependen de
una gran cantidad de factores, la calidad de las dosis de semen utilizadas es importante
(Sellem y col., 2015; Vincent y col., 2014). Incluso existen diferencias en la fertilidad de
las dosis de semen en eyaculados de un mismo toro (Brito y col., 2002; Sabés-Alsina y

col., 2017).

La IA es una biotecnologia de la reproduccion cuya adopcion ha sido creciente en
los rodeos bovinos desde su introduccion en Argentina (Marcantonio, S., 1990). En la
actualidad se encuentran habilitados 38 CCPS bovinos y 17 bancos de semen bovino en
Argentina (SENASA, 2019). El numero de dosis de semen bovino congelado
comercializadas en 2018 fue 6.274.275 (2.791.103 pajuelas de toros de razas lecheras y
3.843.172 pajuelas de toros de razas carniceras). Del total de dosis comercializadas en el
aflo, 5.291.982 fueron utilizadas en el mercado interno y 982.293 exportadas (CABIA,
2018).

La incorporacion de un toro en el CCPS se realiza principalmente en funcion de
su valor genético, teniendo en cuenta su ascendencia (pedigri), sus caracteristicas de
performance individual y su descendencia (progenie). La fertilidad es una condicion sine

qua non para aprovechar su potencial genético y debe ser exhaustivamente evaluada.
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Ademas de la fertilidad, la evaluacion del potencial de produccion de dosis de semen de
los toros dadores en los CCPS, es un aspecto muy importante porque condiciona el futuro

del macho dador y la rentabilidad del sistema (Decuadro-Hansen, G., 2000).

Como regla general, ingresan a los CCPS toros jovenes que exhiben una buena
circunferencia escrotal (CE), alta concentracion espermatica, buena movilidad y pocas
anormalidades espermaticas. La concentracion se correlaciona positivamente con la
movilidad individual (+0,4 a +0,9) y el porcentaje de anomalias totales esta
negativamente relacionado con la concentracion y la movilidad (Dumont, P., 1998).
También se ha observado en toros jovenes altas correlaciones entre la CE y los parametros
cuantitativos del eyaculado (concentracion y numero total de espermatozoides) (Coulter

ycol., 1987; Thibier y col., 1972).

Algunos paises realizan una evaluacion de la funcion reproductiva de los toros,
durante la ultima fase de seleccion individual antes de ingresar a un CCPS, para evitar
que ingresen animales con baja productividad. Esta prueba consiste en la evaluacion de
cinco colectas dobles (10 eyaculados, siendo eliminados los dos primeros). Los
parametros espermaticos evaluados son: el volumen, la concentracion, la movilidad en
masa, presencia de leucocitos, la movilidad individual, el porcentaje de anormalidades y

la movilidad pos descongelacion (Decuadro-Hansen, G., 2000).

El uso de la US para evaluar la ecotextura de parénquima testicular en los toros
dadores de semen podria ser una importante herramienta para predecir la capacidad
cuali/cuantitativa de produccion de semen en los toros de CCPS, aportando eficiencia al

sistema.
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2. Hipotesis y Objetivos
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2.1. Hipotesis
e [aecotextura del parénquima testicular tiene un valor predictivo sobre la

calidad y cantidad de semen producido por el toro.

e La densidad y diametro de los tibulos seminiferos estimada por
ultrasonografia esta correlacionada con la produccion espermatica del

toro.

2.2. Objetivo general

e Evaluar el potencial y viabilidad del uso de la ultrasonografia testicular

como herramienta de prediccion de fertilidad en toros de CCPS.

2.3. Objetivos particulares
e Evaluar posibles diferencias en la ecotextura del parénquima testicular

en funcion de la raza y edad.

e Evaluar la correlacion entre la densidad y diametro de los tabulos

seminiferos y la calidad seminal.

e Evaluar la correlacion entre la densidad y diametro de los tubulos
seminiferos estimada mediante ultrasonografia y el potencial de

produccioén del toro.
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3. Materiales y métodos
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3.1. Lugar de trabajo

El trabajo fue llevado a cabo en las instalaciones del CRB, centro de colecta y
procesamiento de semen bovino (CCPS) ubicado en cercanias de la localidad de San
Antonio de Areco, provincia de Buenos Aires (Ruta Nacional 41, Km 270, coordenadas
geograficas 34°19'23.9"S 59°29'18.2"W), distante 120 km de la Ciudad de Buenos Aires
(CABA).

Las evaluaciones de morfologia espermatica fueron realizadas en el laboratorio

de espermatologia de la Catedra de Teriogenologia, INITRA, FCV-UBA.

3.2. Animales

Fueron incorporados al estudio 57 toros dadores en régimen de extraccion, de
entre 1,5 y 10 afios de edad, de las razas carniceras Angus (n=30), Brangus (n=12),

Braford (n=10), Limangus (n=3) y Polled Hereford (n=2).

Fotos 2 y 3. Instalaciones del CRB. Arriba: zona de colecta. Abajo: zona de alojamiento

de toros dadores.

No todos los toros aportaron datos para cada una de las evaluaciones, por lo que
hay diferencias en los “n” utilizados.
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3.3. Método de obtencion de semen

La extraccion de semen fue realizada por el método de la vagina artificial,
siguiendo la rutina del CCPS. Los toros dadores estaban en régimen de colecta “2 x 27,

es decir, obtencion de 2 eyaculados por dia, 2 veces por semana.

3.4. Analisis de calidad seminal

Se realiz6 el control de calidad seminal de rutina utilizado en el CCPS, incluyendo
las siguientes determinaciones en el eyaculado: volumen, concentracion, movilidad de

masa microscopica, movilidad individual progresiva y morfologia espermatica.

El volumen fue medido utilizando la escala graduada del tubo colector; la
concentracion espermatica mediante espectrofotometria (Fotometro SDM 1, Minitube®);
la movilidad de masa microscopica fue evaluada a través de una gota gruesa con
microscopio 6ptico a 100 x con platina termostatizada; la movilidad individual progresiva
mediante una muestra diluida entre porta y cubreobjetos a 400 x con platina
termostatizada y la morfologia espermatica con una muestra diluida con solucion salina
formolada entre porta y cubreobjetos en contraste de fase a 1000 x contando al menos
100 células por muestra.

Todas las determinaciones se hicieron siguiendo el siguiente criterio de
evaluacion, que divide a los eyaculados en aptos y no aptos en funcion de la
concentraciéon, movilidad de masa macroscopica, movilidad individual, vigor y
porcentaje de espermatozoides normales. Los eyaculados con una concentracion >
500.000 espermatozoides/mm?; movilidad de masa microscopica > 4 (escala de 0 a 5);
movilidad individual progresiva > 70%; vigor > 4 (escala de 0 a 5) y porcentaje de
espermatozoides normales > 70% fueron considerados aptos (criterio utilizado por el
CRB).

La evaluacion de la calidad seminal posdescongelacion consistio en el analisis de
la movilidad individual progresiva y vigor, realizada entre porta y cubreobjetos a 400 x

con platina termostatizada.

El criterio de clasificacion de las pajuelas en aptas y no aptas consider6 la
movilidad individual progresiva posdescongelacion y el vigor. Las pajuelas aptas
tuvieron una movilidad individual progresiva posdescongelacion > 40% y un vigor > 4

(criterio utilizado por el CRB).

La evaluacion de la calidad seminal se realizé en el tiempo “0”: momento en el
que se realiz6 la evaluacion ultrasonografica testicular; en el tiempo “30”: 1 mes después
de la determinacion ecografica y en el tiempo “60”: 2 meses después de la evaluacion
ultrasonografica testicular.
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3.5. Analisis de produccion seminal

Se registro la cantidad de eyaculados procesados y la produccion de pajuelas
durante las dos semanas anteriores y dos semanas posteriores a los tiempos “07”, “30” y
“60”. Se registro la cantidad de eyaculados obtenidos por toro y la cantidad de pajuelas

por eyaculado.

3.6. Método de obtencion de imagenes ultrasonograficas

Los toros fueron sujetados en la casilla de operaciones del CCPS, inmovilizados
con cepo y con el refuerzo de bozal y soga. Se utilizd una tranca posterior para evitar la
patada del animal (tranca garronera). La cola fue atada mediante una soga a los efectos
de evitar los movimientos defensivos de la misma y facilitar la obtencion de las imagenes.

Ningun toro fue sometido a sedacion.

Las imagenes ultrasonograficas fueron tomadas con un ecodgrafo (modelo
EXAGO®, ECM Angulemme, Francia) con un transductor lineal multifrecuencia (5 a 10
MHz), configurado en 7,5 MHz.

Se tomaron 3 imagenes por testiculo, con el transductor colocado en forma
transversal en 3 posiciones: dorsal, media y ventral (6 imagenes por toro). Para ello se
procedio a descender hacia la base del escroto el testiculo a evaluar, fijandolo en esa
posicion con la mano izquierda y maniobrando el transductor con la mano derecha. A los
efectos de lograr el mejor contacto posible entre el transductor y la piel escrotal se utilizd

abundante gel ecografico.

Dorsal - - E
Medio - ¥ —
Ventral _ - E

Figura 4. Esquema del posicionamiento del transductor en forma transversal para cada
testiculo.
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Fotos 4 y 5. Obtencion de imagenes ultrasonograficas testiculares.

La configuracion del equipo (set up) fue la siguiente: Profundidad: 6 cm;

Ganancia: 0; Frecuencia dinamica: 65 db; Potencia: 100%; FR: 47 y Foco: 4 cm.

3.7. Analisis testicular mediante ultrasonografia

Las imagenes ultrasonograficas fueron analizadas objetivamente con el software
ECOTEXT® (andlisis computarizado de imagenes). El programa utiliza varios
algoritmos desarrollados para el analisis de los ultrasonogramas testiculares en base a la
distribucion de pixeles negros, blancos y grises y también en funcién del tamafio y
densidad de areas hipoecogénicas dentro de un 4rea de parénquima de 2,64 cm?. Mide un
total de seis parametros; tres a resolucion normal (Ecotextl, Ecotext 2 y Ecotext 3) y tres

de alta resolucion (Echegaray y col. 2018 a).

Ecotext 1 (EC1) hace referencia al nimero de pixeles negros (un valor 0 o cercano
a 0); Ecotext 2 (EC2) se corresponde con el numero de pixeles que tienen un valor de 256

o proximo a 256 y Ecotext 3 (EC3) al numero de pixeles intermedios o grises.

El software aplica varios filtros a la imagen del parénquima testicular y sobre la
imagen modificada, evalua la densidad (4reas hipoecogénicas/cm?), rea total (% de 4reas

hipoecogénicas) y diametro medio (um) de areas hipoecogénicas.

Las imagenes de alta resolucion aportan datos relacionados con los tibulos

seminiferos: a) densidad de tabulos/cm?; b) porcentaje de 4rea que ocupa la luz de los
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tubulos en el parénquima y ¢) diametro medio de las luces de los tibulos seminiferos en

micras.

Las imagenes ultrasonograficas fueron tomadas en ambos testiculos a tres niveles
(transversal dorsal, transversal mediano y transversal ventral), con lo cual se obtuvieron

6 imagenes por toro.

3.8. Analisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico sobre los valores de los seis pardmetros
ecograficos de Ecotext para determinar si existian diferencias entre testiculos (izquierdo
o derecho) o posicion de escaneado (dorsal, media o ventral). Se realizé un ANOVA o un
andlisis de Kruskal-Wallis para confirmar o no una distribucion normal (Prueba de
Kolmogorov-Smirnoff), respectivamente. En caso de no haber diferencias entre testiculos
o posicion de escaneado, se pueden agrupar los datos. Si la distribucion de las variables
de ecotextura es normal se utilizd la media; en caso de ausencia de normalidad, se tomd

la mediana como parametro de tendencia central.

Se efectu6 un andlisis estadistico descriptivo para caracterizar las distintas
variables incluidas en el estudio (raza, edad, circunferencia escrotal, parametros de

Ecotext y calidad seminal).

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre todas las variables de Ecotext y la
calidad seminal (correlacion de Pearson para distribucion normal o de Spearman para

distribucién no normal) y produccion seminal (tiempo 0, tiempo 30 y tiempo 60).

Luego se realizd un analisis bivariante (ANOVA para variables normales o
Kruskal-Wallis para variables no normales) y multivariante (regresion logistica
multinomial) para predecir la congelabilidad de los eyaculados en funcion de la raza, la

edad o la densidad de tibulos (densidad de areas hipoecogénicas) a la ecografia.

Fue considerado significativo un valor p<0,05. El analisis fue realizado con el

paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).
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Figura 5. Disefio experimental.

EVALUACION DE I EVALUACION DE
ECOTEXTURA TESTICULAR | CALIDA‘D SEMINAL

= oo [oo ] ]
‘MRQS.D \ }ANORM. [

EVALUACION DE
CALI])AD SEMINAL

EVALUACION DE
CALIDAD SEMINAL

TO= tiempo 0; T30=tiempo 30; T60= tiempo 60; AH= drea hipoecogénica; Didm. Tub.= didmetro tubular;
Dens. Tub.= densidad tubular; Vol= wolumen; Conc.= concentracion; MM= movilidad masal;

MI= movilidad individual; Yig= vigor;: M,pes D.= movilidad y wvigor posdescongelacion;
Anorm.= anormalidades esperméticas
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4.3.Variables de ecotextura y microestructura testicular

Se procedié a excluir los datos atipicos (outliers) procedentes de imagenes con

artefactos (EC1 > 45; EC3< 60; Area >20; Didmetro >200 pm y densidad<60).

Luego de comprobar que no existian diferencias significativas en los valores de las 6
variables de Ecotext entre testiculo izquierdo y derecho y en las diferentes posiciones de
escaneado (dorsal, media y ventral) (p> 0,05) se procedi6 a agrupar los datos, calculando

la media de la mediana de los mismos.
Los valores de Ecotext pueden observarse en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de datos de ecotextura y microestructura testicular (media + D.E.)

obtenidos en la poblacion de toros dadores.

Parametro n Media + D.E.

EC1 52 14,96 + 10,76
Ecotextura EC2 54 50,24 + 105,58
EC3 54 86,11 +11,83

Area (%) 53 11,86 + 3,40
Microestructura | Didmetro (um) 54 126,08 + 23,73
Densidad (areas hipoecogénicas/cm?) 54 137,54 + 17,67

Los valores de ecotextura y microestructura testicular en funcion de la raza pueden
observarse en la Tabla 2. No hubo diferencias significativas entre razas para los

parametros ultrasonograficos considerados (p>0,05).

Para analizar los valores de los parametros de ecotextura y microestructura
testicular en funcion de la edad de los toros, se procedio a clasificar a los reproductores
en tres categorias: <2 afios; >2 y <5 aflos y <5 afos (Tabla 3). No se encontraron
diferencias significativas entre las distintas edades para los parametros de ecotextura y

microestructura testicular (p>0,05).
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Tabla 2. Distribucion de datos de ecotextura y microestructura testicular (media + D.E.)

obtenidos en la poblacion de toros dadores segtin raza.

Area Diametro Densidad

Raza EC1 EC2 EC3 | (% AH)| (um) (AH/cm?)
n 27 27 27 27 27 27

ANgUS g | 1687 | 5026 | 8617 | 11.72 12327 141,19
+DE. | 10,03 | £122,00 | 410,82 | +2,68 +18,90 +18,00

n 10 10 10 10 10 10

Braford e [ 1250 | 63.750 | §7.99 | 11.92 126,99 134,00
+DE. | £10,61 | £13237 | 1531 | 494 | +32.63 +17,18

n 10 12 12 11 12 12

Brangus 0 dia | 1430 | 4246 | 8381 | 1261 135,14 132,37
+DE. | 13,87 | +55.52 | +12,75 | +4.04 | +27.63 +18,39

n 2 2 2 2 2 2

Hereford 0 dia | 1250 | 4625 | 9157 | 1L12 113,40 151,47
+DE. | 071 | +1449 | +7.03 | 237 | +13,01 +7.67

_ n 3 3 3 3 3 3
Limangus - =0 G T 3.17 3883 | 8488 | 10,60 120,50 127,93
+DE. | +175 | 6726 | +1133 | 277 | +19.76 +10,67

n 52 54 54 53 54 54

Total 0 dia | 1496 | 5024 | 8611 | 11.86 126,08 137,54
+DE. | £1076 | +158 | +11.83 | 340 | +23.73 +17,67

AH= areas hipoecogénicas.

Tabla 3. Distribucion de datos de ecotextura y microestructura testicular (media + D.E.)

obtenidos en la poblacion de toros dadores segiin edad.

Area Diametro Densidad
Edad EC1 EC2 EC3 | (% AH) | (um) (AH/cm?)
n 15 16 16 16 16 16
Hasta2 0 dia | 1827 | 6840 | 8426 | 12.68 130,93 135,50
anos +D.E. | 9,92 | £15598 | +13,95 | +3,90 128,67 +21,86
Masde2y | D 18 19 19 18 19 19
menosde 5 | Media | 1125 | 3671 | 8631 | 11,24 126,09 137,41
afios +D.E. | 1952 | +4347 | +10,43 | 42,87 +22,59 +15,73
, n 19 19 19 19 19 19
> ;’ﬁ?:s Media | 15,87 | 4847 | 8748 | 11,76 121,98 139,39
+DE. | 11,91 | £100,85 | 11,66 | +3,46 20,58 +16,33
n 52 54 54 53 54 54
Total | Media | 14,96 | 5024 | 86,11 | 11,86 126,08 137,54
+D.E. | 10,76 | £105,58 | +11,83 | 3,40 23,73 +17,67

Los parametros de Ecotext se relacionan entre si de la siguiente manera: EC1 se

correlaciona en forma negativa con EC2 y EC3 y en forma positiva con el % AH y el

diametro tubular, en tanto EC2 y EC3 se correlacionan negativamente con el % AH y el
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diametro y positivamente con la densidad tubular. Los valores de las correlaciones pueden

observarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Correlacion entre datos de ecotextura y microestructura testicular obtenidos en

la poblacion de toros dadores.

Area Diametro Densidad
EC1 EC2 ECG3 | woatn | (um) (AH/em)
eC1 n 52 52 52 52 52 52
1 2035% | -0,48%% | 0,65 | 0,56%* 20,01
£C2 n 54 53 54 54 52 54
r -0,35% 1 0,89%% | -0,68%* | -0,74%* 0,53%*
e n 52 54 54 53 54 54
r 0,48 | 0,89%% 1 0,845 | -0,87%* 0,54%*
ren n 52 54 53 53 53 53
r 0,655% | -0,68%* | -0,84%* 1 0,93%% -0,33*
Didmetro n 52 52 54 53 54 54
r 0,56%% | -0,74%* | -0,87%% | 0,93%* 1 0,57+
_ n 52 54 54 53 54 54
Densidad r 20,01 | 053%% | 054 | -033% | -0,57%% 1

** diferencias significativas p< 0,01.
* diferencias significativas p< 0,05.

En los toros con un nivel medio de gris (EC3) >88 se observo una correlacion
negativa de EC3 con el % AH, didmetro y densidad (= -0,86, -0,85 y -0,61,
respectivamente) y una correlacion positiva entre EC1 y % AH, didmetro y densidad

(1=0,63, 0,54 v 0,47).

EC M INITRAJFCV-UBA | Marcantonio, S l,)::‘,g;,m“,
FR:31
E332%
L760P
Bésico

Gananc
Frec.
Potenc.
Dinam.

Foto 6. Imagen de la pantalla de ecografo evaluando uno de los toros.
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Fotos 7. Ultrasonogramas de diferentes toros incluidos en el estudio.

4.2,

Variables de calidad seminal

El régimen de extraccion de semen de los toros durante el ensayo fue 4,07 + 1,39

eyaculados por semana. Los datos de las variables de calidad seminal al momento del

analisis ecografico (T=0) pueden verse en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores de calidad seminal (media + D.E.) de los eyaculados obtenidos en el

momento del examen ultrasonografico (T=0) clasificados por raza.

MI Vigor
Raza Volumen Conc. MM MI Vigor
n poscong. poscong.
(ml) (mill/mm?) (0-5) (%) (0-5)
(o) (0-5)
Angus 30 | 5,80+2,09 | 0,91+0,32 | 4,30+0,70 | 86,83+7,60 | 4,57+0,63 | 44,17+15,98 | 4,03+1,16
Brangus 12 | 4,58+1,43 | 0,95+0,46 | 3,83%1,11 | 71,50+£28,07 | 4,00+0,85 | 42,73+18,81 | 4,00+1,00
Braford 10 | 4,95+1,77 | 0,91+0,42 | 3,80+0,63 | 77,00+15,49 | 4,10+0,74 | 43,75+21,21 | 3,88+0,83
Hereford | 2 | 10,25+1,06 | 0,85+ 0,35 | 4,00+0,00 | 90,00+00,00 | 4,50+0,71 | 55,00+7,07 | 5,00+0,00
Limangus | 2 | 4,00+£0,00 | 1,25+0,35 | 5,00+0,00 | 87,50+ 3,54 | 5,00+£0,00 | 40,00+28,28 | 3,50+2,12
Total 56 | 5,48+2,10 | 0,93+0,37 | 4,13+0,81 | 81,93+16,50 | 4,38+0,73 | 44,06+17,72 | 4,02+1,08

Conc.= concentracion, MM= movilidad de masa; MI= movilidad individual; poscong.=
poscongelacion

Se observo una diferencia significativa (p<0,05) en el volumen y porcentaje de

espermatozoides normales entre los toros de hasta 2 afios y los mayores (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas seminales en funcion de la edad de los toros dadores.

Vol Conc MM MI
Edad (ml) | (esp/mm® | (0-5) | (%) Norm | Cabeza | Cola | GCP | GCD | Otras | AcrNorm
Hasta 2 n 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
ainos | Media | 4,39 952,78 389 | 79,72 | 57,39 550 | 10,72 | 9,55 | 1,94 | 5,55 74,50
+D.E. | £1,27?® | £346,18 | +1,13 | £18,98 | £26,972 | £7,56 | £12,08 | £11,06 | +4,50 | £8,10 +28,52
Mas de n 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
2
hast); 5 Media | 5,77 925,00 4,20 86,25 65,65 4,45 6,95 8,80 0,95 | 5,25 74,65
afios +D.E. | £2,27 b +£43845 +0,62 | +6,66 ﬂ:30,26b +7,65 | £5,70 | £15,88 | £1,99 | +£8,63 +27,03
Mas de n 18 19 18 18 19 19 19 19 19 18 19
5 afios | Media | 6,22 910,53 4,28 83,89 80,63 4,63 7,58 3,74 1,21 | 2,33 74,42
+D.E. | £2,24 bl 442706 | +£0,57 |+£11,05 ﬂ:6,54b +7,29 | £5,40 | £3,07 | £2,61 | £3,48 +13,12
Total n 56 57 56 56 57 57 57 57 57 56 57
o Media | 5,47 928,95 4,13 83,39 68,03 4,84 8,35 7,35 1,35 | 4,41 74,53
+D.E. | £2,11 +400,66 | +0,810 | £13,11 | +25,25 +7,38 | £8,21 | 11,51 | £3,14 | £7,20 +23,46
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0,05).
Vol= volumen; Conc.= concentraciéon, MM= movilidad de masa; MI= movilidad individual;
Norm= espermatozoides normales; Cabeza= anormalidades de cabeza; Cola= anormalidades de
cola; GCP= gota citoplasmatica proximal, GCD= gota citoplasmatica distal; Otras= otras
anormalidades; AcrNorm= acrosomas normales.
Los datos de calidad seminal 30 dias posteriores a la evaluacion ecografica pueden
verse en la Tabla 7. Diecisé€is toros fueron retirados del CCPS antes de los 30 dias
posecografia.
Tabla 7. Valores de calidad seminal (media + D.E.) de los eyaculados obtenidos 30 dias
posteriores al examen ultrasonografico (T=30) clasificados por raza.
MI Vigor
Raza Volumen | Concent. MM MI Vigor
n poscong. poscong.
(ml) (mill/mm?®) (0-5) (%) (0-5)
(%) (0-5)
Angus | 19 | 5,58+1,17 | 0,99+0,42 | 4,42+0,61 | 86,05+5,37 | 4,53+0,61 | 51,05+ 6,58 | 4,63%0,50
Brangus | 9 | 4,83+1,60 | 0,86+0,41 | 4,11£1,27 | 81,11£23,15 | 4,44+1,33 | 56,25+ 5,18 | 4,88+0,35
Braford | 10 | 5,35+1,73 | 0,94+0,41 | 4,000,822 | 84,50+5,99 | 4,50+0,71 | 51,00+ 7,38 | 4,60+0,52
Hereford | 2 | 9,75+1,06 | 0,80+0,14 | 4,00+£0,00 | 90,00+0,00 | 5,00+£0,00 | 55,00+7,07 | 5,00+ 0,00
Total | 40 | 5,56+1,71 | 0,94+0,40 | 4,23+0,83 | 84,75+12,19 | 4,53+81,61 | 52,3126,67 | 4,69+0,47

Concent= concentracion, MM= movilidad de masa; MI= movilidad individual; poscong.=
poscongelacion

Los datos de calidad seminal 60 dias posteriores a la evaluacion ecografica pueden

verse en la Tabla 8. Veintidos toros fueron retirados del CCPS antes de los 60 dias

posecografia.
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Tabla 8. Valores de calidad seminal (media + D.E.) de los eyaculados obtenidos 60 dias

posteriores al examen ultrasonografico (T=60) clasificados por raza.

MI Vigor
Raza Volumen | Concent. MM MI Vigor
n poscong. | poscong.
(ml) (mill/mm?) 0-5) (%) 0-5)
(%) 0-5)
Angus 16 | 5,13+1,72 | 1,07£0,40 | 4,25+0,68 | 86,56£5,39 | 4,56+0,73 | 52,50+6,58 | 4,81%0,40
Brangus | 8 | 5,00£2,55 | 1,11+0,35 | 4,13£0,99 | 76,88+22,98 | 4,13+ 0,99 | 54,29+7,87 | 4,86+0,38
Braford | 10 | 5,20+ 1,49 | 0,95+0,42 | 4,10+0,32 | 84,50+4,38 | 4,30+ 0,67 | 54,00+6,99 | 4,80+0,42
Total 34 | 5,12+1,83 | 1,04+ 0,39 | 4,18+0,67 | 83,68+12,08 | 4,38+0,78 | 53,33+6,81 | 4,82+0,39

Concen= concentracion, MM= movilidad de masa; MI= movilidad individual; poscong.=
poscongelacion

Las variables de calidad seminal tomadas al momento del examen ecografico (T=0),
a los 30 (T=30) y a los 60 dias posteriores (T=60) no siguieron una distribucion normal,

con excepcion del volumen.

4.5. Relacion entre parametros de Ecotext y calidad seminal

Debido a que un grupo importante de ecografias tuvo valores de EC3 inferiores a 80
(mas oscuras o subexpuestas), los andlisis de correlacion y bivariante fueron realizados

en forma global, para los toros con EC3 >80 y para los toros con EC3 >88.

Al analizar la relacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular
en forma global con la calidad seminal al tiempo 0, pudo observarse una relacion positiva
entre la edad y el volumen seminal (r=0,40) y entre la densidad de AH y el volumen
seminal (r=0,32) (Tabla 9).

En cuanto a la morfologia espermatica, se observo una relacion positiva entre la edad
de los toros dadores y el porcentaje de espermatozoides normales (r=0,35). Asimismo, se
pudo comprobar una relacion negativa y altamente significativa entre EC2, EC3 y
densidad con el porcentaje de cabezas anormales (r= -0,37, -0,52 y -0,37,
respectivamente). El diametro se relaciond negativamente con el porcentaje de otras
anomalias (r=-0,30). (Tabla 10).
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Tabla 9. Correlacion entre los pardmetros de ecotextura y microestructura testicular y

volumen, concentracion y movilidad espermatica al tiempo O.

Area | Diametro | Densidad
Edad EC1 EC2 EC3 | (% AH) (um) (AH/cm?)
Volumen n 56 51 53 53 52 53 53
(ml) r. 0,40%* 0,07 0,01 0,05 0,00 -0,09 0,32%
Concentracion n 57 52 54 54 53 54 54
(esp./mm?) r 0,00 -0,18 -0,09 -0,02 -0,01 -0,03 -0,08
n 56 51 53 53 52 53 53
MM r
(0-5) 0,15 -0,04 -0,13 -0,08 -0,01 -0,02 -0,11
n 56 51 53 53 52 53 53
MI f 0,07 -0,07 0,15 0,21 -0,18 -0,23 0,21
(%) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

** p<0,01; * p<0,05.

Tabla 10. Correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular y

morfologia espermatica al tiempo O.

Area Diametro Densidad
Morfologia Edad EC1 EC2 EC3 (% AH) (pm) (AH/cm?)
Normal n 57 52 54 54 53 54 54
r 0,35%* | -0,06 0,02 0,02 -0,06 -0,11 0,22
Anorm. de n 57 52 54 54 53 54 54
cabeza r -0,09 0,26 | -0,37%* | -0,52** | 0,46** 0,50%* -0,37%*
Anorm. de n 57 52 54 54 53 54 54
cola r -0,02 -0,01 0,06 0,06 0,12 0,10 -0,18
GCP n 57 52 54 54 53 54 54
r -0,14 0,03 0,18 0,08 0,11 0,09 -0,02
n 57 52 54 54 53 54 54
GCD r 0,01 0,09 0,15 0,02 0,16 0,07 -0,03
Otras n 56 51 53 53 52 53 53
anorm. r -0,04 -0,15 0,29* 0,37%* -0,23 -0,30* 0,38**
Acrosomas n 57 52 54 54 53 54 54
normales r -0,16 0,06 -0,26 -0,36** 0,29* 0,34* -0,23

** p<0,01; * p<0,05.

En los toros con valores de nivel medio de gris (EC3) > 88 se observé una relacion

positiva entre el % AH y el didmetro con el volumen del eyaculado (1=0,45 y 0,43,

respectivamente). Asimismo, hubo una correlacion positiva entre densidad y eyaculados

con espermatozoides normales (r=0,54) (Tablas 11 y 12).
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Tabla 11. Correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular y

volumen, concentracion y movilidad espermatica al tiempo 0 en toros con EC3 >88.

Area Diametro | Densidad
Edad | EC1 | EC2 | EC3 |(%AH)| (um) |(AH/em?)
25 25 25 25 25 25 25
VOl * *% *% * *
) 045% | 0,16 | -0,55%* | -0,60%* | 0,45 0,43 0,27
C
(esp/"gfns) 032 | -036 | -003 | 008 | -0,14 0,29 0,03
MM
0-5) 049% | -011 | 006 | 005 | -005 0,07 0,11
(1?31) 028 | 005 | 012 | -009 | 017 0,11 0,06
0

** p<0,01; * p<0,05.

Tabla 12. Correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular y

morfologia espermatica al tiempo O en toros con EC3 >88.

Morfologia Area Diametro | Densidad
Edad | EC1 | EC2 | EC3
. (% AH) | (um) | (AH/cm?)
25 25 25 25 25 25 25
Normal 0.19 | 0.1 | -0.19 | -0.17 | 0,05 20.20 0,54%%
Anorm. de 003 | 032 | 028 | 021 | 032 0,34 -0,05
cabeza
Anorm. de 2011 | 004 | 024 | 038 | -0,12 20,25 -0,13
cola
GCP 025 | 003 | 018 | 020 | -0,06 20,15 20,10
GCD 2007 | 008 | 009 | 018 0,00 0,00 2022
Otras 2019 | =007 | 005 | 013 | -0.10 -0.23 0,28
anorm.
Acrosomas 2021 | 019 | 003 | 032 | 028 0,12 0,36
normales

** p<0,01; * p<0,05.

Los eyaculados producidos por toros con densidad de AH/cm? <150 tuvieron menor

porcentaje de espermatozoides normales y mayor porcentaje de anormalidades de cabeza

(p<0,05) (Tabla 13).

El nivel medio de grises estuvo relacionado con el volumen del eyaculado y con las

anomalias de cabeza (Tabla 14).
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Tabla 13. Calidad seminal en funcion de la Densidad ultrasonografica.

Densi Vol Conc. MM MI
3 Norm | Cabeza | Cola | GCP | GCD | Otras | AcrNorm
dad (ml) | (esp/mm°) | (0-5) | (%)
n 38 38 38 38 35 35 35 35 35 34 35
<150 . 10,11
Media | 5,12 936,84 4,13 82,24 68,40 6,43 10,68 1138 1,74 4,44 80,43
+D.E. | £2,11 +418,60 +0,91 | £14,96 | +18,85* | +8,39* 19,20 ) ’ +3,48 | £7,90 +11,06
~150 n 15 16 15 15 16 16 16 16 16 16 16
Media | 6,17 875,00 4,00 | 85,00 | 7744 2,31 506 | 3,94 | 1,00 | 4,87 72,44
+D.E. | £2,04 +382,97 +0,53 | £8,24 | £22,32% | +4,44° +4,17 | £3,47 | £2,85 | 5,82 +22,57
n 53 54 53 53 51 51 51 51 51 50 51
Total ) 8,18
Media | 5,41 918,52 4,09 83,02 71,23 5,14 8,92 1119 1,51 4,58 77,92
+D.E. | £2,12 +405,77 +0,81 | £13,39 | £20,22 +7,58 +8,35 0 ’ +3,29 | £7,24 +15,81
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0,05).
Vol= volumen; Conc.= concentraciéon, MM= movilidad de masa; MI= movilidad individual;
Norm= espermatozoides normales; Cabeza= anormalidades de cabeza; Cola= anormalidades de
cola; GCP= gota citoplasmatica proximal, GCD= gota citoplasmatica distal; Otras= otras
anormalidades; AcrNorm= acrosomas normales.
Tabla 14. Calidad seminal en funcion del nivel de grises (EC3).
Vol Conc. MM MI
EC3 3 Norm | Cabeza | Cola | GCP | GCD | Otras | AcrNorm
(ml) | (esp/mm?’) | (0-5) | (%)
n 20 21 20 20 20 20 20 20 20 20 20
<80 | 4,67
Media 11.61 971,43 4,15 78,25 72,75 9,35 9,40 5,65 2,15 3,10 83,95
+D.E. ; +482,33 +0,99 | £18,30 | £14,66 | +£8,62* | £11,24 | +6,51 | 4,17 | £7,74 +8,60*
n 27 27 27 27 25 25 25 25 25 24 25
80-100 . 6,30
Media 1226 864,81 4,11 86,85 71,72 2,08 8,36 8,56 0,76 5,75 74,76
+D.E. ; +351,32 +0,58 | £6,672 | £24,12 | +4,21° | £6,22 | £14,11 | £1,42 | £7,20 +19,42°
n 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
>100 | Media 31’9220 975,00 3,83 81,67 64,17 3,83 9,67 15,00 | 2,50 4,83 71,00
+D.E. . +376,50 | £1,17 | £13,663 | £20,22 | +9,39% | +5,35 | £14,80 | £5,17 | £5,71 | +12,55"
n 53 54 53 53 51 51 51 51 51 50 51
Total | Media | 5,41 918,52 4,09 83,02 71,23 5,14 8,92 8,18 1,51 4,58 77,92
+D.E. | £2,12 | +405,77 | £0,81 | £13,386 | +20,22 | +7,58 +8,35 | £11,90 | £3,29 | +7,24 +15,82

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0,05).

Vol= volumen; Conc.= concentraciéon, MM= movilidad de masa; MI= movilidad individual;
Norm= espermatozoides normales; Cabeza= anormalidades de cabeza; Cola= anormalidades de
cola; GCP= gota citoplasmatica proximal, GCD= gota citoplasmatica distal; Otras= otras
anormalidades; AcrNorm= acrosomas normales.

No se encontr6 correlacion entre las variables de Ecotext y los parametros de calidad

seminal a los 30 dias posteriores a la ecografia (Tablas 15 y 16).
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Tabla 15. Correlacion entre los pardmetros de ecotextura y microestructura testicular y
volumen, concentracion y movilidad espermatica al tiempo 30.

Area Diametro | Densidad
EC1 EC2 EC3
(% AH) (nm) (AH/cm?)
Volumen 38 40 40 39 40 40
(ml) -0,14 0,12 0,16 -0,16 -0,19 0,14
o 44 46 46 45 46 46
Concentracion
(esp/mm) 0,12 0,00 0,04 0,09 0,08 0,05
38 40 40 39 40 40
MM 0,14 -0,18 -0,01 0,021 -0,11 0,05
(0-5)
38 40 40 39 40 40
MI 0,08 0,03 0,10 -0,04 -0,22 0,18
(%)

** p<0,01; * p<0,05.

Tabla 16. Correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular y

morfologia espermatica al tiempo 30.

, Area Didmetro | Densidad
Morfologia EC1 EC2 EC3 (% AH) (um) (AH/cm?)
14 16 16 15 16 16
N 1
ormd 0,02 | 005 | 029 | -024 20,24 0,34
Anorm. de 14 16 16 15 16 16
cabeza -0,43 0,40 0,07 -0,10 -0,15 0,09
Anorm. de 14 16 16 15 16 16
cola -0,39 -0,40 -0,27 0,15 0,32 -0,10
14 16 16 15 16 16
P
Ge 0,04 -0,30 -0,28 0,05 0,36 -0,24
14 16 16 15 16 16
GCD -0,09 -0,44 -0,28 0,30 0,20 -0,23
ACrOSOMAS 14 16 16 15 16 16
normales 0,19 -0,38 0,091 -0,188 -0,102 0,179

** p<0,01; * p<0,05.

A los 60 dias posteriores al analisis ecografico se observéd una correlacion positiva

entre el Area y el Diametro y la concentracion espermatica del eyaculado (r=0,33 y 0,35,

respectivamente). (Tabla 17). No se encontraron correlaciones entre los otros parametros.




Tabla 17. Correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular y

volumen, concentracion y movilidad espermatica al tiempo 60.

Area Diametro | Densida
ECI | EC2 | EC3| . :H) (un?) ° ( :Hjcc:ng
Volumen 32 34 34 33 34 34
(ml) 0,04 0,16 |-022| 024 0,13 -0,00
Concentracion 46 48 48 47 48 48
(esp/mm”) 0,26 0,07 |-0,17 | 0,33*% 0,35% -0,28
MM 32 34 34 33 34 34
(0-5) 0,27 0,06 | 028 | -0,17 -0,33 0,31
MI 32 34 34 33 34 34
(%) -0,03 033 | 0,10 | 0,36 0,06 0,08
* p< 0,05.

No se observo correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura

testicular con morfologia espermatica a los 60 dias posecografia (Tabla 18).

Tabla 18. Correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular y

morfologia espermatica al tiempo 60.

Area Diametro Densidad
Morfologi EC1 | EC2 | E
orfologia C C C3 (% AH) (um) (AH/cm?)
8 10 10 9 10 10
Normal
orma 030 | -008 | 0,02 0,02 -0.25 0,07
norm. de 8 10 10 9 10 10
cabeza 059 | 037 039 | -043 20,44 0,39
Anorm. de 8 10 10 9 10 10
cola 0.19 | 023 | 012 | 027 037 -0.,01
8 10 10 9 10 10
P
Ge 022 | 047 | -006 | -021 0,12 -0,06
8 10 10 9 10 10
GCD : : ; : :
N erosomas 8 10 10 9 10 10
normales 034 | 007 | -020 | -0,02 0.11 -0.63
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4.6. Relacion entre los parametros de Ecotext y la movilidad
posdescongelacion

No se observd correlacion entre los parametros de Ecotext y la movilidad

posdescongelacion al tiempo 0 (Tabla 19).

Tabla 19. Correlacion entre los parametros de ecotextura y microestructura testicular y
movilidad individual posdescongelacion a tiempo O.

Pardmetro MI posdescongelacion (T=0)
(%0)
n 49
ECl1
r -0,05
n 50
EC2 r -0,06
n 50
3 r 0,02
n 49
Area
(%) r -0,07
n 50
Dis
1ametro . 0,05
(nm)
n 50
Densidad
(AH/cm?) r 0,09

Existieron correlaciones entre la movilidad posdescongelacion y algunas variables
de calidad del semen fresco: movilidad masal e individual (=0,47 y 0,65,

respectivamente) y porcentaje de anomalias de cola (r=-0,40). (Tabla 20).

Se observaron diferencias significativas de densidad entre los toros que generaron
pajuelas de buena calidad poscongelacion (aprobadas) y aquellos que generaron pajuelas

de baja calidad (desaprobadas) (Tabla 21).

Para el percentil de ecografias mas ecogénicas (EC3> 80), aparece una tendencia a
una diferencia significativa en el nivel medio de grises de ecografias de toros de pajuelas

de buena o mala calidad a la descongelacion (p=0,07) (Tabla 22).
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Tabla 20. Correlacion entre los parametros de calidad seminal precongelacion y
movilidad individual posdescongelacion.

Movilidad individual posdescongelacion
Volumen n 53
(ml) r 0,17
Concentracion n 53
(esp/mm?) r 0,06
MM n 53
(0-5) r 0,47%*
MI n 53
(%) r 0,65**
Normales 1 49
r 0,17
Anormalidades de cabeza 1 49
r 0,20
. n 49
Anormalidades de cola . 040+
n 49
GCP r -0,25
n 49
GCED r 0,13
n 48
Otras . 20,09
Acrosomas normales 1 49
r 0,22

** p<0,01; * p<0,05.

Tabla 21. Correlacion entre los parametros de Ecotext y el destino de la pajuela (aprobada

o desaprobada).
Destino Area |Diametro| Densidad
EC1 EC2 EC3
pajuela (% AH) (um) (AH/cm?)
Abrobad n 30 30 30 30 30 30
probaca Media | 14,17 29,45 86,44 11,50 122,65 141,77
+D.E | +9,54 | 436,29 | £9,01 +2,69 +17,16 +15,39%
n 22 24 24 23 24 24
Desaprobada ;
Media | 16,04 76,23 85,70 12,33 130,36 132,25
+D.E. | £12,38 | £150,86 | +14,82 | +4,18 +29,86 +19,20°
n 52 54 54 53 54 54
Total -
Media | 14,96 50,24 86,11 11,86 126,08 137,54
+D.E. | £10,76 | £105,58 | +11,83 +3,40 +23.73 +17,67

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (p<0,05).
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Tabla 22. Correlacion entre los parametros de Ecotext y el destino de la pajuela (aprobada

o desaprobada) en toros con nivel de grises > 80.

Destino Area | Diametro| Densidad
EC1 EC2 EC3
pajuela (% AH) (um) (AH/cm?)
Aprobada n ‘ 20 20 20 20 20 20
Media | 13,42 | 42,72 91,59 10,29 113,94 148,12
+D.E. | £10,21 | +£38,03 | +£5,86* | 1,95 +11,48 +13,10
Desaprobada n ‘ 13 13 13 13 13 13
Media | 10,92 | 139,58 | 96,85 9,85 109,46 145,31
+D.E. | £9,15 | £184,76 | £10,31* | +3,23 +16,06 +12,80
n 33 33 33 33 33 33
Total -
Media | 12,44 | 80,88 | 93,66 | 10,12 | 112,17 147,01
+D.E. | £9,74 | £126,37 | +8,19 +2.49 +13,41 +12,86
*p<0,l.

No se observaron

diferencias entre razas, en los resultados de la calidad

posdescongelacion a tiempo 0 (p>0,05). Con respecto a la edad, los eyaculados

procedentes de toros de hasta 2 afios a tiempo 0 tuvieron mayor proporcion de pajuelas

desaprobadas posdescongelacion (66,6% vs 30,8%; p<0,05). Tomando el total de las

congelaciones (TO, T30 y T60), no se observaron diferencias en el destino de las pajuelas

entre eyaculados procedentes de toros de distintas edades.

Existieron diferencias significativas de % AH y Diametro entre toros productores de

eyaculados de buena calidad a la descongelacion y eyaculados rechazados o no al tiempo

30 posecografia (Tabla 23).

Tabla 23. Correlacion entre los parametros de Ecotext y el destino de la pajuela (aprobada

o desaprobada) a tiempo 30.

Destino pajuela EC1 | EC2 | EC3 (oir:;) D‘Z‘:I‘If)“” Kﬁjl‘:;‘g

n 14 14 14 14 14 14
Sin datos Media | 10,68 | 40,07 | 87.93 | 1031 115,10 140,95
ADE. | 4924 | 45336 | +10,07 | +1.86 | +15.01 18,09

n 37 38 38 37 38 38
Aprobada | Media | 1642 | 5649 | 86,08 | 1221 | 128,14 137,03
+D.E. | £11,08 | £121,52 | £12,45 | £3,63* +24,50* +17,64

n 1 2 2 2 2 2
Desaprobada | Media | 21,00 | 2,75 | 7402 | 16,20 | 163,75 12335
ADE. | - £035 | 44,07 | +2,54* | +3,96* +14,49

Total n 52 54 54 53 54 54
Media | 1496 | 5024 | 86,11 | 11.86 | 126,08 137,54
+D.E. | £10,76 | £105,58 | +£11,83 +3,40 +23,73 +17,67

* p< 0,05.
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A T60 se observaron diferencias significativas de % AH y Didmetro entre toros

productores de eyaculados de buena calidad a la descongelacion y eyaculados rechazados
o no (p<0,05); (Tabla 24).

Tabla 24. Correlacion entre los parametros de Ecotext y el destino de la pajuela (aprobada
o desaprobada) a tiempo 60.

. . Area Diametro | Densidad
Destino pajuela EC1 EC2 EC3 (% AH) (um) (AH/em?)
1 2 2 1 2 2
Aprobada n ' 3 3 3 3 3 3
Media 17,37 60,45 86,21 12,49 129,27 138,10
+D.E. | 11,47 | £131,26 | £12,51 +3,70% +25,00%* +18,08
Desaprobada 1 - ! 2 2 2 2 2
Media 17,50 1,50 72,52 16,17 168,95 117,92
+D.E. - +2,12 +1,94 +2,51% +3,39* +6,32
n 52 54 54 53 54 54
Total -
Media 14,96 50,24 86,11 11,86 126,08 137,54
+D.E. +10,76 +105,58 +11,83 +3.40 +23,73 +17,67
* p<0,05.

Las pajuelas desaprobadas, procedian de animales en los que la ecografia realizada

60 dias antes presentaba valores de % AH y Diametro superiores a los recomendados.

4.7. Correlacion entre parametros de Ecotext y cantidad de pajuelas
producidas

Fueron evaluados 17,694+5,80 eyaculados por toro, obteniéndose en promedio

113,97+71,03 pajuelas por eyaculado. No se observaron diferencias entre los parametros

de Ecotext de los toros que produjeron hasta 100 pajuelas, 101 a 150 pajuelas y mas de

150 pajuelas por eyaculado (Tabla 25).

Tabla 25. Correlacion entre los parametros de Ecotext y la cantidad de pajuelas
producidas por eyaculado.

Pajuelas por Area Diametro | Densidad
eyaculado ECI EC2 EC3 (% AH) (um) (AH/cm?)
n 17 18 18 17 18 18
<100 Media 17,73 32,11 | 84,35 12,25 128,01 138,58
+D.E. | £11,47 | £50,52 | £11,45 | +£2,960 +23,69 +20,71
n 14 14 14 14 14 14
101-150 Media 13,39 51,61 | 87,51 11,62 124,50 137,79
+D.E. | £10,86 |+112,25| £13,88 | +3,77 +27,48 +19,80
n 11 11 11 11 11 11
>150 Media 16,95 38,45 | 8535 12,50 126,41 137,48
+D.E. | £11,37 | £56,00 | 9,70 | =+3,59 +19,91 +11,84
n 42 43 43 42 43 43
Total Media 16,08 40,08 | 85,64 12,11 126,46 138,04
+D.E. +11,14 | £75,84 | £11,70 | +£3,35 +23,61 +18,12
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4.8. Valor predictivo de los parametros de Ecotext

Se utiliz6é un modelo de regresion logistica multinomial para comprobar cual o cudles
de los datos de Ecotext podria/n tener un valor predictivo respecto al resultado de la

congelacion al tiempo 0.

Respecto a densidad, se tomé como valor de corte 115 AH/cm?, ya que no se
encontraron valores inferiores a 100. Respecto a la edad, se tomaron los siguientes grupos:
hasta 2 afios, >2 y <5 afios y <5 afios. El resultado expresa que la Densidad de AH y la
edad del toro son los parametros incluidos en el modelo que participan de manera
significativa (p<0,05). La raza no fue una variable significativa en el modelo (p=0,12).
Sin embargo, con la prueba de Wald no se puede rechazar la hipdtesis nula respecto a la
edad (no influencia la edad), por lo que queda como tUnica variable la densidad de AH
(p<0,01). El analisis de regresion indica una fuerte relacion entre densidad y

congelabilidad (exp B=5,6 x 10™).

Para la prediccion de animales productores de eyaculados no congelables, utilizando
un valor de corte <115 AH/cm? se observé una sensibilidad del 33,3% (6/18) y una
especificidad del 100% (25/25) (Tabla 26).

Tabla 26. Tabla de contingencia destino de pajuela y densidad a tiempo 0.

Destino pajuela
Aprobada Desaprobada Total
. <115 AH/cm? 0 6 6
Densidad =115 AH/em? 25 12 37
Total 25 18 43

Todos los toros con valor de densidad <115 AH/cm? tuvieron semen no congelable,

o lo que es lo mismo, pajuelas desaprobadas.
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5. Discusion



La ultrasonografia reproductiva en el toro representa una herramienta con un gran
potencial, por tratarse de una técnica no invasiva y atraumatica que permite evaluar la
estructura y funcionalidad del aparato reproductor (Chapwanya y col., 2008, Eilts y
Pechman, 1988, Ginther, O.J. 1998, Gnemmi y Lefebvre, 2009; Gnemmi y Lefebvre,
2010; Gnemmi, G., 2006, Hahn, J. 1999; Kastelic y Brito, 2012; Pinho y col., 2012;
Rault, P., 2006). Su aplicacion puede ser particularmente util en la evaluacion de
reproductores dadores de semen en CCPS, como un componente de prediccion de
fertilidad y eficiencia en la produccion de pajuelas. En este sentido, esta linea de
investigacion aporta originalidad al incorporar nuevos parametros de ecotextura, en

especial aquellos que estiman el porcentaje, area y didmetro de las areas hipoecogénicas.

Los valores de ecotextura testicular expresados en niveles medios de grises (EC3)
obtenidos en el presente estudio se corresponden con imagenes homogéneas y de
hipoecogenicidad moderada, coincidentes con los resultados de trabajos previos
realizados en toros Bos taurus de razas carniceras (Abdel-Razek y Ali., 2005, Pinho y col.,
2012 y 2013). Echegaray y col. (2018 a) describieron valores de EC3 similares en toros
de razas lecheras. En tanto Silva y col. (1997) y Carmo y col. (2012) reportaron una
intensidad de pixeles promedio mayor (imagenes mas ecogénicas) en toritos Bos indicus
menores a 2 afnos (163,7 y 115,3 respectivamente). Esta variacion entre un grupo de
trabajo y otro puede ser atribuida a diferencias en la edad y en el biotipo de los animales
incluidos, ademas de las posibles discrepancias en la calibracion y tipo de los equipos y

en la metodologia empleada (Pinkho y col. 2013).

Con respecto a la edad, esta descripto que la ecogenicidad aumenta a medida que
el animal madura sexualmente (Aravindakshan y col., 2000; Cardilli, D.J., 2014, De
Souza, C.C., 2016) y luego no cambia significativamente con los afios mas alla de la
pubertad (Brito, L.F.C., 2012, Hamm y Fobbe, 1995). Una de las razones de la menor
ecogenicidad de las imagenes testiculares en los animales prepuberes es la presencia de
secciones transversales de tubulos seminiferos sin células germinales o con células
inmaduras (Evans y col., 1996). Incluso se ha sugerido el uso de la ecotextura testicular
como indicador de la precocidad sexual (Cardilli, D.J., 2014, De Souza, C.C., 2016). En
el presente trabajo no se hallaron diferencias en la ecotextura testicular de los toros en
funcion de la edad, dentro del rango de 1,5 a 10 afios, coincidente con Brito, L. F.C.

(2012) y Hamm y Fobbe (1995).
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Tampoco hubo diferencias en la ecogenicidad entre razas. Cabe sefialar que la
cantidad de animales incluidos en algunas de las razas o rangos etarios fue baja y que
todos los individuos evaluados tenian mas de 15 meses de edad, razon esta Gltima que
explicaria la mayor homogeneidad de este pardmetro en los reproductores del presente
trabajo, sumado a que se trata de una poblacion de toros dadores de semen en actividad,

sin patologias.

No se hallaron diferencias en la ecotextura entre los testiculos izquierdo y derecho,
al igual que en los trabajos de Aravindakshan y col. (2000), Cardilli y col. (2009) y Pinho
y col. (2013).

Entre los factores que definen la ecotextura del parénquima testicular se destacan
la densidad y didmetro de los tubulos seminiferos y las caracteristicas del contenido de
los mismos (Evans y col., 1996), factores que varian con el estado funcional de los
testiculos. En estudios histologicos del parénquima testicular en porcinos realizados
recientemente se ha encontrado una correlacion elevada entre la densidad de areas
hipoecogénicas (AH) estimada por ecografia y la presencia de grandes tibulos
seminiferos (r=0,71) (Musioz, 1., 2016). No obstante, la densidad de AH es inferior a la
densidad total de tubulos medida por histologia, donde aparecen en torno a 1000 cortes
de tiibulo/cm?, comparado con 150 a 200 AH/cm? que identifica Ecotext. Pero cuando se
cuentan por histologia los cortes de estructuras fubulares superiores a 300 um de
diametro, su densidad es similar a la de las AH vistas por ecografia (Muiioz, 1., 2016).
Cabe recordar que el diametro tubular en los bovinos tiene un rango de 63 a 351 pm (Brito
y col. 2012; Terrabuio Andreussi y col., 2014, Triparthi y col. 2015). Estas evidencias
hacen pensar que las AH podrian ser el reflejo ecografico de aquellas zonas en las que los
haces de ultrasonido cortan a los tubulos de mayor diametro. Es por eso que se incorporo
en el software tres parametros de microestructura que estiman el area, didmetro y

densidad de los tabulos seminiferos.

La correlacion negativa entre el nivel medio de grises (EC3) y el diametro de los
tubulos y el porcentaje de AH (= -0,87 y r=-0,84, respectivamente) es coincidente con
resultados anteriores (Brito, L.F.C., 2012; Gabor y col., 1998). En contraste, la EC3 tuvo
una correlacion positiva moderada con la densidad de los tibulos estimada por ecografia
(r=0,54). Analizando la distribucion de los valores de densidad en funcion de EC3 se

advirtio que la curva adoptd una forma de “u” invertida y tomando el percentil de datos
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de EC3 >88 se observo una correlacion negativa con la densidad (r=-0,61). La
subpoblacion de datos con EC3 >88 excluye a las imagenes oscuras o subexpuestas, que

son las que generan la correlacion positiva de EC3 con la densidad.

La inclusion de los parametros EC1 y EC2 en el software permitio evaluar nuevas
asociaciones entre la ecotextura y la estructura del parénquima testicular. Se comprob6
una correlacion positiva moderada entre EC1 y el diametro de los tibulos seminiferos
(r=0,56) y el porcentaje de AH (=0,65) estimadas por ultrasonografia, que se mantuvo
en el percentil de datos de EC3 >88 (r=0,47 y r=0,71), en el que se observd también una
correlacion positiva con la densidad de AH (r=0,60). Estos resultados indicarian una
asociacion entre la cantidad de pixeles negros medidos en el ultrasonograma y el diametro
y densidad tubular. La relacion se pierde si aparece “ruido” debido a la presencia de otros
factores que aumentan la cantidad de pixeles negros, como mal contacto, edema o

disminucion de densidad celular en el parénquima.

Por otra parte, se observaron correlaciones negativas de EC2 con el porcentaje de
AH (r= -0,68) y con el diametro de los tubulos (r=-0,74) y una correlacion positiva
moderada entre EC2 y la densidad de AH (r=0,53). La correlacion positiva de EC2 con
la densidad de AH no es coincidente con los resultados de trabajos anteriores del mismo
grupo (Echegaray y col., 2018 b). Nuevamente, en el percentil de datos de EC3 >88, las
correlaciones entre EC2 y porcentaje de AH, diametro y densidad de los tiibulos fueron

negativas (=-0,62, =-0,54 y =-0,47 respectivamente).

En cuanto a la relacion entre la ecotextura y la funcionalidad del parénquima
testicular, se observd una asociacion de los parametros de Ecotext con la morfologia

espermatica, no asi con parametros de movilidad.

Las principales anormalidades espermaticas halladas en los eyaculados analizados
fueron morfoanomalias de cabeza (vacuolas y crateres, piriformes, acintadas, macro y
microcefalia), seguidas por anormalidades de cola, GCP y GCD. Las anormalidades de
cabeza han sido relacionadas con problemas de fertilidad (Nothling y Arndt, 1995;
Parkinson, T.J., 2004; Petac y Kosec, 1989, Soderquist y col., 1991; Wilmington, J.A.,
1981), al igual que la GCP (Soderquist y col., 1991; Linford y col., 1976, Saacke y col.,
1995). Es importante resaltar que los toros incluidos en el estudio eran dadores activos de

semen de fertilidad normal.
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Se obtuvo una correlacion negativa moderada entre EC3 y el porcentaje de
cabezas anormales de los espermatozoides (r=-0,52) y entre EC3 y el porcentaje de
acrosomas normales (r=-0,36). Es decir, los toros con ecotextura testicular mas ecogénica
produjeron eyaculados con mayores anormalidades de cabeza y menor porcentaje de
acrosomas normales. Brito y col. (2012) también encontraron una correlacion negativa
entre la intensidad de pixeles y la morfologia espermatica. En estudios realizados con el
mismo software se encontré una correlacion positiva de EC3 con el porcentaje de
anormalidades espermaticas en porcinos (Murioz y col., 2018) y con el porcentaje de
anormalidades mayores (cabeza, pieza intermedia y gota citoplasmatica proximal) en
ovinos (Escartin y col, 2018). En contraste, Kastelic y col. (2001) hallaron una
correlacion negativa entre la ecotextura y el porcentaje de anormalidades espermaticas
evaluando toritos Holstein de 16 meses. Brito y col. (2003) no hallaron asociacion entre

ambas variables en toros Bos indicus y cruza Bos indicus X Bos taurus.

También se hall6 una correlacion negativa baja entre EC2 y el porcentaje de

anormalidades de cabeza (r=-0,37).

Es importante destacar que los valores de correlacion de ecotextura y
funcionalidad testicular, si bien significativos, son inferiores a aquellos que asocian la

ecotextura con la estructura del parénquima testicular.

Con respecto a la relacion entre los parametros de microestructura
ultrasonografica (alta resolucion) y la funcionalidad del parénquima testicular a TO, la
densidad de AH estuvo asociada negativamente con el porcentaje de anormalidades de
cabeza (1=-0,37) y positivamente con el volumen seminal (r=0,32). Un trabajo en el que
se utilizé el mismo software en toros Holstein se demostr6 una baja correlacion negativa
entre la densidad y el porcentaje de anormalidades mayores (r=-0,34) y una correlacion
positiva entre la densidad y el numero de espermatozoides moviles (r=0,65) y el nimero
de espermatozoides normales (r=0,63); (Gnemmi y col., 2018). Es decir, ambos trabajos
coinciden en que los toros cuyas iméagenes testiculares tuvieron valores de densidad mas
elevados, produjeron eyaculados con mayor proporcion de espermatozoides normales.
También fueron descriptas bajas correlaciones negativas de la densidad de AH con los
porcentajes de anormalidades totales (r=-0,38), de anormalidades de pieza intermedia (r=
-0,39), de gota citoplasmatica distal (r=-0,35) y de cola (=-0,32) en carneros (Muiioz y
col., 2018).
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El porcentaje de AH y el didmetro tubular a TO estuvieron positivamente
correlacionados con el porcentaje de anormalidades de cabeza (r=0,46 y 1=0,50,
respectivamente) y con el porcentaje de acrosomas normales (r=0,29 y r=0,34,
respectivamente). El porcentaje de AH y el didmetro estuvieron negativamente asociados
con el porcentaje de anormalidades de pieza intermedia (=-0,40 y -0,34) y con el

porcentaje de anormalidades mayores (r=-0,39 y -0,35) en carneros (Musioz y col., 2018).

Los valores de correlacion entre los parametros de microestructura y
funcionalidad del parénquima son moderados a bajos (no superan el 50%), lo que

reduciria su potencial como predictor de fertilidad.

La falta de correlacion de los pardmetros de Ecotext con la mayoria de las
variables de calidad seminal a TO es coincidente con otros trabajos, que concluyeron que
la ecogenicidad esta mas asociada con caracteristicas del eyaculado 2-4 semanas después
de la evaluacion ultrasonografica (Ahmadi y col., 2012; Arteaga y col., 2005, Brito,
L.F.C., 2012). Se ha reportado que la presencia de anormalidades espermadticas puede
responder a disturbios de la funcion testicular ocurridos un tiempo antes (Barth y Oko,
1989, Vogler y col., 1991). La evaluacion de la calidad seminal 30 y 60 dias posteriores
al analisis ultrasonografico del parénquima testicular realizada en el presente trabajo se
justifica por la duracion de la espermatogénesis y el tiempo hasta la aparicion en el
eyaculado de los espermatozoides presentes en los tibulos. No se encontrd asociacion
entre los parametros de Ecotext y calidad seminal a los 30 dias posteriores a la ecografia.
En tanto que a los 60 dias posteriores al analisis ecografico se observo una correlacion
positiva entre el porcentaje de AH y el diametro de los tubulos seminiferos y la
concentraciéon espermadtica del eyaculado (r=0,33 y r=0,35 respectivamente), lo que
demuestra un moderado grado de asociacion entre los parametros de alta resolucion y la
concentracion espermatica de los eyaculados obtenidos dos meses mas tarde. No se

encontraron correlaciones entre los otros parametros y la calidad seminal.

Otro aspecto considerado en el andlisis de este estudio fue el efecto de las
condiciones del parénquima testicular de los toros evaluadas por ultrasonografia y la
calidad seminal posdescongelacion de las pajuelas elaboradas a partir de eyaculados de
los mismos, a TO, T30 y T60. La calidad seminal posdescongelacion no se vio alterada
por el estado del parénquima testicular evaluado por US hasta los 60 dias que

aproximadamente dura la espermatogénesis. Con respecto a la edad, los eyaculados
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procedentes de toros de menos de 2 afnos a TO tuvieron mayor proporcion de pajuelas
desaprobadas posdescongelacion. No obstante, considerando el total de las congelaciones
(TO, T30 y T60), no se observaron diferencias en el destino de las pajueclas entre
eyaculados procedentes de toros de distintas edades. Una de las posibles causas de la
pérdida de las diferencias en la proporcion de pajuelas desaprobadas al extender el plazo
de evaluacion de la calidad seminal a T30 y T60 podria ser el efecto de mayor edad (1 y

2 meses mas) en los animales mas jovenes sobre la madurez sexual.

Si bien existieron correlaciones logicas entre la movilidad posdescongelacion y
algunas variables de calidad del semen fresco, como las movilidades masal e individual
(= 0,47 y 0,65 respectivamente) y el porcentaje de anomalias de cola (r= -0,40), no se
encontraron asociaciones entre los parametros de Ecotext y la movilidad
posdescongelacion al tiempo 0. Para el percentil de ecografias mas ecogénicas (EC3>
80), aparece una tendencia a una diferencia significativa en el nivel medio de grises de
ecografias de toros de pajuclas de buena o mala calidad a la descongelacion. Si se
observaron diferencias significativas en la densidad tubular entre los toros que generaron
pajuelas de buena calidad posdescongelacion (aprobadas) y aquellos que generaron
pajuelas de baja calidad (desaprobadas), lo que establece la importancia predictiva de este

parametro.

Existieron diferencias significativas del porcentaje de AH y diametro entre los
toros productores de eyaculados de buena calidad a la descongelacion y eyaculados
rechazados a T30 y T60. Las pajuelas desaprobadas, procedian de animales en los que la
ecografia realizada 30 y 60 dias antes presentaba valores de porcentaje de AH y de

didmetro superiores a los recomendados (>15% y >150 pum, respectivamente) (Ecotext).

No se observaron diferencias entre los parametros de Ecotext de los toros que
produjeron hasta 100 pajuelas por eyaculado, 101 a 150 pajuelas por eyaculado y mas de
150 pajuelas por eyaculado. Contrariamente, Brito, L.F.C. (2012) encontrdé que la
ecogenicidad testicular se correlaciond positivamente con la produccion diaria total de

espermatozoides (total y por gramo de testiculo).

El modelo de regresion logistica multinomial expres6 que la densidad de AH a la
ultrasonografia fue el Gnico parametro incluido en el modelo que tuvo valor predictivo
respecto al destino de las pajuelas elaboradas al momento del analisis ultrasonografico

(TO). Con el valor de corte de <115 AH/cm? dio una sensibilidad del 33,3% y una
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especificidad del 100% para determinar que el semen no sera congelable. Todos los toros
con valores <115 AH/cm? tuvieron semen no congelable (pajuelas desaprobadas). Un
trabajo anterior realizado con Ecotext evaluando testiculos postmortem establecié una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 42,9% de la densidad de AH como
predictora de la calidad de la muestra obtenida de epididimo (Echegaray y col., 2018 a).
Si bien se utilizaron el mismo equipo y software, la metodologia fue diferente. En
porcinos, con un valor de corte apropiado para la especie (80 AH/cm?), la especificidad
fue superior (sensibilidad 100% y especificidad 83,5%) (Murioz y col., 2018). Por su
parte, Arteaga y col. (2005), analizando la capacidad predictora de la ecotextura respecto
a los eyaculados con un porcentaje elevado de anormalidades (>30%), encontraron una
sensibilidad del 60% y especificidad de 33%. La capacidad predictora de la variable de
ecotextura empleada depende del valor de corte elegido y del criterio utilizado para definir
la variable dependiente. En el caso del presente trabajo, la aprobacion o desaprobacion de
las pajuelas fue definida por atributos de movilidad, ademas de 1a morfologia espermatica.
Quizas esta puede ser una razoén de la menor sensibilidad. En los trabajos citados del
mismo grupo (Echegaray y col., 2018; Muifioz y col., 2018) definieron como variable
respuesta el porcentaje de anormalidades espermaticas. En carneros, el parametro mas
predictivo de calidad seminal fue el porcentaje de AH, con valores de corte inferior a
6,5% y superior a 13%, obteniendo una sensibilidad del 100% y una especificidad del
77,4% (Escartin y col., 2018).
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6. Conclusiones



En base a los resultados obtenidos en el presente estudio es posible concluir lo

siguiente:

e Algunos parametros de Ecotext presentan distintos niveles de correlacion con
la estructura y funcionalidad del parénquima testicular, en especial con la

morfologia espermatica.

e Ladensidad de AH es un predictor del resultado de la congelacion a tiempo O.

e Hay diferencias en el porcentaje de AH y diametro entre toros que producen

eyaculados aptos y no aptos a los 30 y 60 dias posecografia.

¢ No hay diferencias en los valores de Ecotext entre toros que producen distinta

cantidad de pajuelas.

No obstante haberse demostrado distintos niveles de asociacion entre los
parametros de Ecotext y la calidad seminal, es necesario continuar con los estudios a los
efectos de comprobar la utilidad de esta herramienta en la prediccion de la fertilidad

potencial de los toros dadores de semen de CCPS.
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7. Perspectivas



Los desafios inmediatos para el futuro en esta area de trabajo son los siguientes:

1) Incluir una mayor cantidad de toros en los andlisis a los efectos de fortalecer los

grupos etarios y raciales.

2) Comparar la informacion con datos procedentes de toros de razas lecheras.

3) Posibilitar el uso del software Ecotext® en otros equipos de ultrasonido.
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