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RESUMO

EFEITO DE UMA OU DUAS DOSES DA VACINA ANTI GnRH NAS
CARACTERISTICAS MORFOFUNCIONAIS DOS TESTICULOS EM TOUROS DA
RACA NELORE

E.M. Doroteu?

4 Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 70636-200, Brasil

As vacinas anti hormonio liberador de gonadotropina (GnRH) podem reduzir o comportamento
agressivo indesejavel dos machos, evitando os efeitos colaterais da castragdo cirurgica. O
objetivo deste estudo foi comparar caracteristicas morfo-funcionais dos testiculos e
caracteristicas de carcaga em touros submetidos a uma ou duas imunizagdes contra GnRH em
touros Nelore (N = 35) e Nelore com idade média de 24 meses. Foram alocados em trés grupos
experimentais: G1, uma dose Unica de 400 g da vacina anti-GnRH no dia 0; G2, uma primeira
dose de 400 pg de vacina anti-GnRH no dia 0 seguido por uma segunda dose (reforgo) 30 dias
depois; Grupo controle (GC), 1 mL de solugéo salina a 0,9% no dia 0. A cada 30 dias, do dia 0
até o abate no dia 90, os touros foram pesados e submetidos a biometria testicular, coleta e
analise de sémen e coleta de amostras de sangue para medi¢do de testosterona. Imediatamente
apos o abate, os testiculos foram identificados, removidos e transportados a 15 ° C para analise
histopatoldgica. Houve uma diminuicdo na altura testicular (p = 0,0476), largura (p = 0,0021)
e na circunferéncia escrotal (p = 0,0001), apds Unica (G1) ou duas (G2) imunizacdes ativas anti
GnRH. Tanto 0 G1 como o G2 apresentaram menores concentracdes de testosterona do que o
GC a partir do dia 60 (p <0,01), contudo, 0 G2 também foi menor em relacdo ao G1 no dia 90
(p = 0,0006). Todos os parametros espermaticos foram afetados pela imunizacdo ativa anti
GnRH (p <0,05), e no G2 as médias foram menores (p <0,05) do que no G1 a partir do dia 60.
N&o foi encontrados aspectos de degeneragdo dos tubulos seminiferos em nenhuma amostra do
GC, contrastando com 75,0% e 100,0% das amostras do G1 e G2, respectivamente. Em suma,
a imunocastracdo afetou as caracteristicas morfofuncionais dos testiculos em touros de maneira
dependente do tempo e da dose.

Palavras chaves: sémen, imunocastracdo, vacina, bovinos.



ABSTRACT

EFFECT OF A SINGLE OR TWO DOSES OF AN ANTI GnRH VACCINE ON
TESTICLE MORPHO-FUNCTIONAL CHARACTERISTICS IN NELORE BULLS

E.M. Doroteu?

4 Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 70636-200, Brazil

Anti-gonadotropin releasing hormone (GnRH) vaccines may reduce undesirable aggressive
behavior of males, while avoiding surgical castration side-effects. The objective of this study
was to compare testicle morpho-functional characteristics and carcass traits in bulls undergoing
a single or two immunizations against GhnRH Nelore (n=35) bulls with an average age of 24
months were allocated into three experimental groups: G1(n=12), a single 400 pg dose of anti-
GnRH vaccine on day 0; G2 (n=11), a first 400 pg dose of anti-GnRH vaccine on day 0
followed by a second (boost) dose 30 days later; Control group (CG; n=12), 1 mL saline 0.9%
at day 0. Every 30 days, from day O until slaughter at day 90, the bulls were weighed and
underwent testicular biometry, semen collection and analysis, and blood sample collection for
testosterone measurement. Immediately after slaughter, the testicles were individually
identified, removed, and transport at 15°C to the Laboratory for histopathological analysis.
There was a decrease in testicular height (P=0.0476), width (P=0.0021), and in scrotal
circumference (P=0.0001), after either a single (G1) or two (G2) active immunizations against
GnRH. Both G1 and G2 had lower testosterone concentrations than CG from day 60 on
(P<0.01), but in G2 it was also lower than in G1 on day 90 (P=0.0006). All sperm parameters
were affected by active immunization against GnRH (P<0.05), and in G2 averages were lower
(P<0.05) than in G1 from day 60 on. No sign of seminiferous tubules degeneration was found
in any sample from the CG, contrasting with 75.0% and 100.0% of the samples from G1 and
G2, respectively. In summary, immunocastration affected testicle morpho-functional

characteristics in bulls in a time- and dose-dependent way.

Keywords: semen, immunocastration, vaccine, cattle.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A demanda por proteina de origem animal é crescente em virtude, entre outros
fatores, da répida expansdo populacional, do desenvolvimento urbano e melhoria da qualidade
de vida na maior parte do mundo (FAO, 2018). O desenvolvimento agropecudrio esta
desempenhando um papel cada vez mais importante na economia global e esse fato vem
demandando maior eficiéncia nos sistemas produtivos, principalmente o da proteina animal. O
Brasil tem potencial para suprir o aumento de consumo, pois detém vasto territorio agricultavel,
clima favoravel, tecnologia e o maior rebanho bovino comercial do mundo, com

aproximadamente 213,5 milhdes de cabecas (IBGE, 2018).

A Castracdo de animais para fins de domesticacéo, visando trabalho, producéo de
carne e transporte data de centenas de anos (AMANN et al., 1976). Este procedimento foi
adotado visando beneficios como a reducédo dos niveis de testosterona (COETZEE et al., 2010)
e consequentemente da agressividade e da atividade sexual, reduzindo o estresse sofrido pelos
animais no pré-abate (FISHER et al., 2001). Dentre os efeitos indesejaveis da castracao estdo
perdas de desempenho zootécnico, como reducdo das taxas de crescimento e da eficiéncia
alimentar, além da dor causada pelo procedimento sem analgesia (STAFFORD et al., 2002)
Estas perdas, contudo, podem ser compensadas pelos ganhos em qualidade de carcaca, como

acabamento e marmoreio.

Outro aspecto relacionado aos procedimentos de castracdo é a preocupa¢do com o
bem-estar animal. A abordagem cirurgica ou por estrangulamento com anel de borracha causam
dor e estresse nos animais, conforme comprovado pela avaliacdo das concentra¢des de cortisol
no sangue (STAFFORD et al., 2002), que é o parametro de referéncia para determinar o estresse
fisiologico em animais submetidos a estimulos nociceptivos. Independentemente da forma de
castracdo, as concentracOes de cortisol aumentam, no entanto, o inicio, a magnitude e a duragéo
podem variar com o procedimento utilizado (CURRAH et al., 2009; AMATAYAKUL-
CHANTLER et al., 2013). Questdes relacionadas ao bem-estar animal vem ganhando crescente
importancia junto a sociedade, o que levou a demanda por métodos alternativos para se obter
os efeitos esperados da castragdo, mas sem 0 uso de meétodos agressivos ou invasivos
(NEEDHAM et al., 2019). Assim, estudos a partir do final dos anos 70 (ROBERTSON et al.,
1979, 1981, 1982; JEFFCOATE et al., 1982) vém demostrando que vacinas imunologicas

podem ser uma alternativa a castragao cirurgica em animais de producéo.



A resposta imunolégica eficiente depende de um esquema de vacina¢do que nao
apenas provogque uma intensa resposta supressora de hormdnios, mas também que mantenha
baixas concentracOes até o abate (NEEDHAM et al., 2019). A vacina anti-GnRH é empregada
como castracdo imunoldgica segura e efetivamente modera o comportamento agressivo,
elimina a possibilidade de infeccdo cirurgica e dor, e reduz estresse sofrido pelos animais no
pré-abate evitando carnes de coloracdo escura e pH alterado (PRADO et al., 2015;
QUARESMA et al., 2017). Contudo, a maioria dos estudos com castracdo imunologica se
concentrou nos aspectos zootécnicos, e a sequéncia e magnitude das altera¢cdes morfofuncionais
nos testiculos subsequente a diferentes esquemas de imunizacao nos testiculos ainda requer uma

melhor elucidacéo.



11 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de uma ou duas doses da vacina anti
GnRH na supressdo da secrecao de testosterona sérica e os efeitos na qualidade ante-mortem
do sémen, viabilidade espermética, morfologia, bem como na histologia tecidual post-mortem
de touros Nelore imunocastrados. A hipotese nula é que a imunocastragdo com apenas uma
dose ndo influencia na fisiologia testicular em touros puberes e, portanto, a producdo de

testosterona, a qualidade espermatica e a histologia permanecem semelhantes aos de touros

inteiros.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Avaliar a biometria testicular de touros imunocastrados
. Avaliar a concentracdo sérica de testosterona
. Conhecer os efeitos da vacina anti GnRH na qualidade seminal

o Analisar os efeitos da vacina anti GnRH na histologia testicular



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 APARELHO REPRODUTOR MASCULINO

Anatomia e morfologia funcional dos testiculos

Os testiculos sdo as gbnadas masculinas, que tem a dupla funcdo gametogénica e
esteroidogénica. Eles se desenvolvem durante a fase embrionéria na cavidade abdominal e, na
maioria dos mamiferos, migram para a bolsa escrotal apds o nascimento. A funcéo
gametogénica é exercida pelos tubulos seminiferos, pela producéo dos gametas masculinos (0s
espermatozoides), e a esteroidogénica consiste na producdo de hormonios sexuais como, por
exemplo, a testosterona producdo de testosterona e, em menor quantidade, de estr6genos
(CURTIS e AMANN, 1981).

Os testiculos estdo envoltos pela tdnica albuginea, que é recoberta externamente
pela lamina visceral da tdnica vaginal. A tanica albuginea € uma capsula rica em fibras de
colageno e tecido conjuntivo denso, que emite septos para o interior do érgdo (mediastino
testicular) e subdivide-o em lébulos. Cada I6bulo contém diversos tubulos seminiferos imersos
em tecido conjuntivo frouxo, contendo vasos, nervos, células de Leydig e células livres como
fibroblastos, macréfagos, linfocitos e mastocitos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999;
DADOUNE e DEMOULIN, 1993).

A localizacdo pendular dos testiculos na bolsa escrotal e a tlnica dartos, que tem a
capacidade de contrair ou relaxar, desempenham papel importante na troca de calor com o
ambiente. Nesse processo também estdo envolvidos o masculo cremaster, que aproxima ou
distancia os testiculos da parede abdominal, o plexo pampiniforme, que consiste em um
enovelado de vasos sanguineos localizados ao redor da artéria espermatica interna e a pele
delgada da bolsa escrotal rica em glandulas (VOGLER et al., 1993; FAYRER-HOSKEN,
1997).

Os tabulos seminiferos sao revestidos internamente por um epitélio estratificado
composto por duas categorias de células: as de sustentacéo e as espermatogénicas. As células
de Sertoli sdo as células de sustentacdo e as espermatogénicas incluem estagios sucessivos de
um processo continuo de diferenciacdo morfologicamente distinto: espermatogonias,
espermatocitos primarios e secundarios e espermatites (BERNDSTON e DESJARDINS, 1974).

Quando as células germinativas se diferenciam, as espermatides maduras sdo liberadas pelas



células de Sertoli, passam pelo sistema duto coletor, rede testes, entram no epididimo via dutos
eferentes e passam por alteracbes morfologicas e bioquimicas para tornarem-se
espermatozoides (O’DONNEL et al., 2001).

A borda anterior e superior do testiculo esta recoberta por uma parte da cabeca do
epididimo, na borda posterior encontra-se inserido o corpo e na extremidade inferior esta
envolta pela cauda do epididimo. O epididimo € um 6rgdo composto por um longo tubo
enovelado sobre si mesmo que fornece condigdes favoraveis para a maturacdo (cabeca) e
motilidade espermatica (corpo e cauda) (FAYRER-HOSKEN, 1997; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999).

BASES FISIOLOGICAS

Controle neuroenddcrino da espermatogénese

O hipotalamo secreta de forma pulsatil o horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) que atua na hipdfise anterior liberando o horménio foliculo estimulante (FSH) e o
hormdnio luteinizante (LH). O GnRH é um peptideo de dez aminoacidos com peso de 1.18 kD
(kilodaltons) que atua via regulacdo da liberagdo dos principais horménios gonadotroficos.
(JIMENEZ-LINAN et al., 1997; XU et al., 2018). Gonadotrofos s&o os Unicos tipos celulares
que expressam receptores de GnRH e sdo capazes de responder a estimulacdo do GnRH
provocando a producdo e liberacdo de FSH e LH pela hipofise anterior, estes hormonios
estimulam o desenvolvimento testicular e producdo de andrégenos, como a testosterona
(DUBOIS et al., 2002; MUNK, 2012). O LH estimula a producéo de testosterona pelas células
de Leydig, localizadas no espaco intersticial dos tubulos seminiferos, no qual a producdo é
mediada por processo de retroalimentacdo negativa com o hipotdlamo ou hipdfise
(CLERMONT 1963; GARNER e HAFEZ, 1980; RITZEN et al., 1982).

A espermatogénese e maturacao espermatica sao eventos androgenos dependentes.
(HANSSON et al., 1974). Aproximadamente 95% da testosterona circulante no sangue sdo de
origem testicular e o restante é liberado pela producdo adrenal com a conversdo periférica de
androstenediona. Outros androgenos detectados no sangue vém do testiculo, como a di-
hidrotestosterona e androstenediona (TREMBLAY et al., 2015).

O FSH liga-se a receptores especificos presentes nas células de Sertoli nos tubulos
seminiferos, promovendo o seu crescimento e estimulando a secre¢do de substancias

espermatogénicas: proteina carreadora de androgeno (ABP), inibina, ativina, estrogeno e



glicoproteinas, como a transferrina, que estdo envolvidas na transferéncia de nutrientes para as
células germinativas, na espermiacéo e nas funcdes das células de Leydig (CURTIS e AMANN,
1981; GILMONT et al., 1990). A ABP favorece o transporte de testosterona e
dihidrotestosterona para dentro dos tubulos seminiferos, do intersticio e também auxilia o
transporte dos andrdgenos do testiculo para o epididimo, no qual estes horménios influenciam
no transito epididiméario e na maturacdo dos espermatozoides (HANSSON et al., 1974;
RITZEN et al., 1982).

O mecanismo da espermatogénese

A gametogénese testicular consiste na producdo de gametas altamente
diferenciados, os espermatozoides, liberados no lumen dos tubulos seminiferos e armazenados
no epididimo. A funcdo enddcrina é realizada principalmente pelas células de Leydig,
localizadas no intersticio, estabelecendo principalmente a producdo de esteroides
(CLERMONT, 1963).

A espermatogénese compreende uma série de divisbes celulares que ocorrem no
epitélio dos tubulos seminiferos. Transformam uma célula germinativa diploide em gametas
haploides altamente especializados. A espermatogénese se estabelece em trés etapas distintas:
espermatogonial, espermatocitaria e espermatogénica (JOHNSON et al., 2000). A etapa
espermatogonial ocorre a partir de divisdes mitoticas das células germinativas primordiais,
iniciada pelas espermatogénias tronco, até a formacao dos espermatdcitos primarios. Durante a
préfase da primeira divisdo mitdtica, as células germinativas diferenciam-se sucessivamente
em diferentes estagios (leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno) antes de passar pelas duas
divisbes meidticas (BERNDSTON et al., 1987).

A primeira divisdo meidtica é reducional (reducdo do nimero de cromossomos e
separagdo de cromossomos homologos), enquanto a segunda divisdo meidtica é a equacional
(separacdo de cromaétides-filhas). Portanto, a meiose permite a producdo de espermatides
haploides. Todo processo desde espermatogonia até espermatide leva aproximadamente 45 dias
no touro (CLERMONT, 1963). A espermiogénese é o processo que inclui a formagdo do
acrossomo, condensacdo e alongamento do ndcleo, desenvolvimento do flagelo e perda da
maior parte do citoplasma. Sendo nesta fase que as espermatides haploides sofrem modificagdes
morfologicas e estruturais e como resultado final, 0 espermatozoide maduro é liberado no Iimen
do tabulo seminifero (BLOM, 1973; HULEIHEL e LUNENFELD, 2004).



Nesse processo de modificacbes, o nicleo da esperméatide forma a cabeca do
espermatozoide, ao passo que o aparelho de Golgi produz a vesicula acrossémica. O acrossomo
contém hialuronidase, hidrolases, lisossémicas e protease cujo papel é facilitar a penetracéo dos
espermatozoides nos revestimentos do odcito (corona radiata e zona pelucida) (GARNER e
HAFAZ, 1980; CURTIS e AMANN, 1981). De forma concomitante, os dois centriolos migram
para o polo caudal do nucleo, sendo que o centriolo proximal se localiza na base do ndcleo,
estabelecendo o centro cinético do espermatozoide, ao passo que o centriolo distal se subdivide
em duas metades: po¢do proximal que da origem ao axonema central e a porcdo distal que se
transforma em uma estrutura aneliforme constituindo o limite inferior da peca intermediaria
(BERNDSTON e DESJARDINS, 1974).

As mitocbndrias das espermatides se associam com a porcao anterior do axonema
central em desenvolvimento e se organizam em duas camadas que recobrem o complexo axial
no nivel da peca intermediaria. Afinal, dispdem-se pelas extremidades na forma de uma hélice
firme, constituindo a bainha mitocondrial que é o delineamento da futura peca intermediaria.
Uma parte remanescente do aparelho de Golgi se fixa no nivel do colo do espermatozoide
formando a gota citoplasmatica proximal (GARNER e HAFEZ, 1980).

Células de Sertoli

A atividade secretdria das células de Sertoli é controlada pelo horménio foliculo
estimulante. Estdo presentes: os receptores de membrana para FSH, os receptores nucleares e
citoplasmaticos para os andrégenos (RUSSEL et al., 1994). As células de Sertoli sdo grandes,
tém nucléolos evidentes e estdo situadas de forma basal no tubulo seminifero. Essas células tém
longos processos que contornam 0s espermatdcitos, espermatides e provém de uma estreita
interagdo com as células germinativas durante o seu desenvolvimento. A forma celular e os
movimentos ativos do citoplasma, essencial ao acomodamento das constantes mobilidades das
células germinativas, sdo estruturados pelo citoesqueleto (DADOUNE e DEMOULIN, 1993).

Varios estudos citados por Waites et al., 1982 designam que as funcGes das células
de Sertoli podem ser descritas em duas etapas: na fase fetal sdo responsaveis através da secrecao
do horménio anti-Milleriano a causar a regressdo dos ductos de Miller, na puberdade a
maturagdo funcional das células de Sertoli ocorre quando formam jungdes intercelulares no

epitélio seminifero com atividade na espertmatogénese como, por exemplo: suporte nutricional



e estrutural das células germinativas, fagocitose de células degeneradas e do acumulo de

citoplasma oriundo da liberacdo espermatozoides (WONG et al., 2005).

A proliferacdo e divisdo das espermatogonias até espermatdcitos em pré-leptéteno
ocorrem abaixo das jungdes entre as células de Sertoli, ou seja, na camada basal. Na fase de
leptéteno da primeira meiose, espermatocitos primarios migram através das juncées oclusivas
entre as células de Sertoli, que formam a barreira hematotesticular, para a regido interna dos

tubulos seminiferos isoladas do sangue e da linfa (RUSSEL et al., 1994).

A barreira hematotesticular protege as células em meiose e p0s-meiose a eventuais
acOes do sistema imunoldgico, além disso, as células de Sertoli sdo responsaveis pela producéo
local de citocinas imunossupressoras e fatores apoptéticos, também com a funcdo de controlar
a producdo de células germinativas, eliminando as imperfeitas, controlando a producéo de
espermatocitos em pré-leptoteno e suprem de hormdnios as células que estdo no compartimento
adluminal (DETTIN et al., 2003).

As células no compartimento basal recebem suprimento hormonal diretamente da
rede de capilares sanguineos ou do fluido intertubular, enquanto aquelas que se encontram no
compartimento adluminal o fazem através das células de Sertoli que estabelecem juncbes
especiais com estas células (RUSSEL et al., 1994). Ha uma relacdo positiva na eficiéncia da
espermatogénese entre a puberdade até a maturidade sexual, quando a razdo entre as células
espermatogénicas e as de Sertoli se estabilizam, ja que estas sdo menos susceptiveis a agentes
deletérios (ORTH et al., 1988).

Células de Leydig

As células de Leydig encontram-se em contato com o sistema de capilares e sua
principal funcéo € a producdo de testosterona, que é controlada pelo horménio luteinizante. No
momento em que o LH liga-se aos receptores de membrana das células de Leydig e ativa a
adenosina monofosfato ciclica, provoca o inicio da ativagdo das proteinas cinases que catalisam
a fosforilacdo das proteinas intracelulares e a mobilizacdo dos precursores dos esteroides,
principalmente da conversdo do colesterol e pregnolonona (JOHANISSON et al., 2000;
O’DONNEL et al., 2001).

Existem duas populac6es de células de Leydig durante o desenvolvimento testicular

dos mamiferos que se diferem morfologicamente e funcionalmente. Durante a vida fetal ha
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producdo de testosterona e fator de crescimento semelhante a insulina-3 pelas células de Leydig
fetais, que atuam na diferenciacao do trato urogenital masculino e na descida dos testiculos para
a bolsa escrotal (CHEN et al., 2009).

Durante a puberdade, as células de Leydig adultas entram em atividade por meio de
um processo de proliferacdo e diferenciacdo de quatro tipos celulares: células de Leydig tronco,
células imaturas recém-formadas, adultas imaturas e maduras (MENDIS-HANDAGAMA e
ARIYARATNE, 2001). Tanto as celulas adultas maduras e imaturas tém capacidade
esteroidogénica, imprescindiveis para manutencdo das caracteristicas masculinas e 0 processo
de espermatogénese (ZIRKIN e EWING, 2009).

AlteracOes na secrecdo de testosterona derivam mais da capacidade individual das
células de Leydig em secretar testosterona do que de diferencas no volume total ocupado pelas
mesmas no testiculo (STRAUSS, 2014). Essa capacidade esta altamente associada com a
quantidade de reticulo endoplasmaético liso presente nestas células (TREMBLAY et al., 2015).

Outros fatores também podem influenciar na quantidade de células de Leydig por
animal como, por exemplo: a quantidade de LH disponivel; o nimero de receptores de LH por
célula; a quantidade de testosterona que a célula de Leydig é capaz de secretar em um
determinado tempo; a velocidade que a testosterona sai do testiculo via vasos linfaticos,
sanguineos e fluidos seminais; o volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da
testosterona (CHEN et al., 2009; STRAUSS, 2014).

Ciclo Espermatogénico

O epitélio seminifero é composto além das células de Sertoli, por uma geracao de
espermatogOnias presentes ao longo da membrana basal, por uma ou duas geracOes de
espermatdcitos e por uma ou duas geracGes de espermatides localizadas no limite para o limen
tubular (FRANCA et al, 1999). Portanto, ao longo do tempo ocorrem mudancas constantes e
ciclicas das associacdes celulares em uma dada seccdo transversal do tabulo seminifero
(JOHANISSON et al., 2000). Assim, o ciclo do epitélio seminifero € a série de eventos celulares
que ocorrem em uma dada area do epitélio seminifero entre dois surgimentos sucessivos da

mesma associacdo celular (FRANCA et al., 1999).

Em diferentes segmentos é possivel observar presenca da repeticdo de uma mesma
associacao celular em uma por¢édo do epitélio seminifero, o que caracteriza ao menos um ciclo

espermatogénico completo. Além disso, a espermatogénese é caracterizada por ondas, que
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representam um arranjo espacial das associagdes celulares em diferentes segmentos dos tubulos
seminiferos (PEREY et.al., 1961).

A duracdo do ciclo em bovinos € de aproximadamente 13,5 dias e o tempo gasto na
formacéo do espermatozoide bovino é de aproximadamente 61 dias, ou seja, 4,5 vezes a duragdo
do ciclo do epitélio seminifero, dividido em trés partes: proliferacdo mitotica
(espermatocitogénese), meiose e citodiferenciacdo (espermiogénese), cujas duragdes
respectivas sdo 21, 23 e 17 dias (AMAN, 1981). Dessa forma, depois de qualquer processo
degenerativo a retomada da producdo espermatica pode ser esperada apds 70 dias (BLOM,
1973).

2.2 AUTILIZACAO DA VACINA ANTI-GNnRH COMO ALTERNATIVA A
CASTRACAO CIRURGICA

A castracdo cirdrgica € uma ferramenta utilizada principalmente na industria de
carne bovina e suina que, entre outros pontos, tém intuito de reduzir o comportamento agressivo
dos machos e facilitar o manejo dos animais, no entanto, as desvantagens associadas a castracdo
estdo relacionadas & morbidade e a mortalidade (PRICE et al., 2003; BRUNIUS et al., 2011).
Suinos criados em grandes grupos frequentemente ndo desempenham todo seu potencial
genético durante a fase final de engorda, sendo este ponto atribuido a questdo de bem-estar, do
estresse social resultante do aumento da atividade sexual e de agressdes, fator que pode
provocar desvalorizagdo da carcaca. O inicio da puberdade em suinos e caprinos também esta
associado ao acimulo de 3-metilindol (escatole) no tecido adiposo e androstenona em machos
ndo castrados, que contribuem para alteragdes normalmente associadas ao odor e sabor das
carnes de suinos e caprinos (KARACONUJI et al., 2015; LENTS et al., 2018).

Os primeiros relatos sobre imunizagdo de bezerros contra o decapéptido
hipotalamico, GnRH, como meio de neutraliza¢do foi realizado por Robertson et al., (1979,
1981, 1982) e Jeffcoate et al., (1982). Ambos mostraram que o tamanho dos testiculos, a
producdo de testosterona e o comportamento agressivo podem ser reduzidos. A imunizacao
ativa e passiva contra 0 GnRH tem provado ser uma ferramenta na pratica em fazendas, bem
como uma ferramenta para elucidar aspectos basicos do eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal
(THOMPSON et al., 2000). Ela reduz os pontos indesejaveis de machos inteiros em granjas e

em confinamentos, assim, favorecendo o bem-estar e suas implica¢Ges produtivas (NOYA et
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al., 2019), e também € proposta como forma de melhorar a qualidade da carne bovina e prevenir
odor caracteristico em suinos e caprinos machos (BONNEAU e ENRIGHT, 1995; LENTS et
al., 2018; PEREZ et al., 2017; RIPOLLI et al., 2019 THOMPSON, 2000). Vacinas anti-GnRH
também podem ser utilizadas no controle de fertilidade e prevencdo do comportamento sexual
indesejado em animais silvestres (MARTI et al., 2015; NAZ e SAVER., 2015).

A imunocastracdo resulta em uma reducdo significativa na secrecéo de testosterona,
na espermatogénese e os tibulos seminiferos de animais imunizados mostram sinais de atrofia.
(ADAMS et al, 1993; ADAMS et al., 1996; MONLEON et al., 2020). Isto reflete
provavelmente também na capacidade neutralizante dos anticorpos anti GnRH, uma vez que 0s
niveis séricos de LH e FSH também sdo reduzidos em animais imunizados (ADAMS e
ADAMS, 1992; AISSAT et al., 2002; RABB et al., 1990). Mesmo com a utilizacdo de anti-
inflamatdrios com potencial analgésico, Needham et al., (2019) confirmaram a hipotese que a
imunocastracdo é uma alternativa a castracdo por burdizo de cordeiros. Além disso, nos animais
castrados por burdizo, foram encontrados espermatozoides vivos 0 que pode indicar a ndo
seccdo completa dos cordBes espermaticos. Fato este provoca a eficiéncia questionavel dessa
técnica em rebanho comercial de machos.

Em um estudo com suinos, Wicks et al., (2013) perceberam que apos aplicacao da
vacina anti GnRH houve diminuicdo na producdo de espermatozoides devido a
espermatogénese incompleta, reducdo no didmetro dos tdbulos seminiferos e a atividade
testicular ficou suprimida por 10 semanas. Resultados semelhantes foram encontrados quando
analisado a capacidade espermatica, circunferéncia escrotal e concentracdo sérica de
testosterona e LH em bezerros de corte de 3 a 6 meses de idade (ADAMS et al., 1996; JANETT
et al., 2012) e touros Holandeses quando vacinados contra- GnRH (XU et al., 2018).

No estudo de Monledn et al, (2020), todos os bezerros ndo imunocastrados exibiram
espermatogénese normal, caracterizada pela presenca de espermatogonia, espermatdcitos,
espermatides redondas e alongados e células de Sertoli no epitélio seminifero. No entanto, os
testiculos dos bezerros imunocastrados exibiram hipoplasia testicular grave e a histologia
testicular refletiu na auséncia da espermatogénese e apenas algumas espermatogonias foram
observadas no compartimento basal do epitélio seminifero.

Lentes et al. (2018) observaram em caprinos que a vacina anti
GnRH independente do volume da dose (1,0 e 0,5 ml), foi eficiente na promoc¢do da
neutralizacdo do GnRH, no entanto, apenas a segunda aplicacdo da vacina com intervalo de 30

dias apos a primeira implicou em alteragdes na morfologia espermatica, na biometria testicular
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e no ganho de peso dos animais. Resultados semelhantes foram encontrados por Brunius et al.,
(2011), que observaram a concentracdo de anticorpos aumentar de forma significativa apos a

segunda aplicacéo, seguida de baixas concentracdes de testosterona.
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RESUMO

EFEITO DE UMA OU DUAS DOSES DA VACINA ANTI GnRH NAS
CARACTERISTICAS MORFOFUNCIONAIS DOS TESTICULOS EM TOUROS DA
RACA NELORE

E.M. Doroteu?

aUniversidade de Brasilia, Brasilia, DF, 70636-200, Brasil

As vacinas contra o hormonio liberador de gonadotropina (GnRH) podem
reduzir o comportamento agressivo indesejavel dos machos, evitando os efeitos colaterais da
castracdo cirurgica. O objetivo deste estudo foi comparar caracteristicas morfo-funcionais dos
testiculos e caracteristicas de carcaca em touros submetidos a uma ou duas imunizag6es contra
GnRH em touros Nelore (N = 35) com idade média de 24 meses. Foram alocados em trés grupos
experimentais: G1, uma dose Unica de 400 g da vacina anti-GnRH no dia 0; G2, uma primeira
dose de 400 pg de vacina anti-GnRH no dia 0 seguido por uma segunda dose (reforgo) 30 dias
depois; Grupo controle (GC), 1 mL de solugéo salina a 0,9% no dia 0. A cada 30 dias, do dia 0
até o abate no dia 90, os touros foram pesados e submetidos a biometria testicular, coleta e
analise de sémen e coleta de amostras de sangue para medicdo de testosterona. Imediatamente
apos o abate, os testiculos foram identificados, removidos e transportados a 15°C para andlise
histopatoldgica. Houve uma diminuicdo na altura testicular (p = 0,0476), largura (p = 0,0021)
e na circunferéncia escrotal (p = 0,0001), apds Unica (G1) ou duas (G2) imunizacdes ativas anti
GnRH. Tanto 0 G1 como o G2 apresentaram menores concentracdes de testosterona do que o
GC a partir do dia 60 (p <0,01), contudo, 0 G2 também foi menor em relacdo ao G1 no dia 90
(p = 0,0006). Todos os parametros espermaticos foram afetados pela imunizacdo ativa anti
GnRH (p <0,05), e no G2 as médias foram menores (p <0,05) do que no G1 a partir do dia 60.
N&o foi encontrados aspectos de degeneragdo dos tubulos seminiferos em nenhuma amostra do
GC, contrastando com 75,0% e 100,0% das amostras do G1 e G2, respectivamente. Em suma,
a imunocastragéo afetou as caracteristicas morfofuncionais dos testiculos em touros de maneira
dependente do tempo e da dose.

Palavras chaves: sémen, imunocastracéo, vacina, bovinos.
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ABSTRACT

EFFECT OF A SINGLE OR TWO DOSES OF AN ANTI GnRH VACCINE ON
TESTICLE MORPHO-FUNCTIONAL CHARACTERISTICS IN NELORE BULLS

E.M. Doroteu?

aUniversidade de Brasilia, Brasilia, DF, 70636-200, Brasil

Anti-gonadotropin releasing hormone (GnRH) vaccines may reduce undesirable
aggressive behavior of males, while avoiding surgical castration side-effects. The objective of
this study was to compare testicle morpho-functional characteristics and carcass traits in bulls
undergoing a single or two immunizations against GnRH Nelore (n=35) bulls with an average
age of 24 months were allocated into three experimental groups: G1(n=12), a single 400 pg
dose of anti-GnRH vaccine on day 0; G2 (n=11), a first 400 g dose of anti-GnRH vaccine on
day 0 followed by a second (boost) dose 30 days later; Control group (CG; n=12), 1 mL saline
0.9% at day 0. Every 30 days, from day O until slaughter at day 90, the bulls were weighed and
underwent testicular biometry, semen collection and analysis, and blood sample collection for
testosterone measurement. Immediately after slaughter, the testicles were individually
identified, removed, and transport at 15°C to the Laboratory for histopathological analysis.
There was a decrease in testicular height (P=0.0476), width (P=0.0021), and in scrotal
circumference (P=0.0001), after either a single (G1) or two (G2) active immunizations against
GnRH. Both G1 and G2 had lower testosterone concentrations than CG from day 60 on
(P<0.01), but in G2 it was also lower than in G1 on day 90 (P=0.0006). All sperm parameters
were affected by active immunization against GnRH (P<0.05), and in G2 averages were lower
(P<0.05) than in G1 from day 60 on. No sign of seminiferous tubules degeneration was found
in any sample from the CG, contrasting with 75.0% and 100.0% of the samples from G1 and
G2, respectively. In summary, immunocastration affected testicle morpho-functional

characteristics in bulls in a time- and dose-dependent way.

Keywords: semen, immunocastration, vaccine, cattle
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1. INTRODUCAO

A castracdo de bovinos machos € uma pratica adotada mundialmente pela inddstria
de carne bovina. Além de evitar a reproducdo, a remocao cirurgica dos testiculos
(orquiectomia), prejudica a producdo de testosterona reduzindo o comportamento agressivo
tipico do macho, atenuando o estresse e facilitando o manejo em confinamento. Além disso,
pode melhorar 0 marmoreio e a maciez da carne [1], menor ocorréncia de lesdes por brigas e
menor estresse sofrido pelos animais no pré-abate evitando carnes de coloracdo escura e pH
alterado [2].

No entanto, a castracdo tem varios efeitos colaterais. Dependendo dos métodos de
castracéo, efeitos prejudiciais sdo observados no consumo de racdo, eficiéncia e ganho de peso
[1,3,4]. Os novilhos castrados cirurgicamente sofrem inflamacéo, dor [5,7] e estresse [8], além
de longos periodos de cicatrizacdo [6], causando despesas extras de trabalho e medicamentos.
Existe uma preocupacao crescente com o bem-estar animal e uma percepg¢ao negativa sobre a
castragdo cirdrgica quando realizada sem analgesia [9,10].

A imunocastracdo tem sido proposta como alternativa para as abordagens cirdrgicas
de castracdo [11]. O GnRH sintético conjugado com adjuvantes pode ser usado para induzir a
producdo de anticorpos anti-GnRH e, assim, neutralizar o GnRH enddgeno por imunizagdo
ativa [12]. Os efeitos da supressdo de GnRH pelas vacinas anti-GnRH sdo bem conhecidos e
incluem reducdo na liberacdo hipotalamica de LH e FSH, desenvolvimento e tamanho da
gbnada, espermatogénese e producdo de testosterona [13]. A imunizacdo contra o GnRH
também ¢é eficaz para suprimir os ciclos de ovulacédo e estro em vacas e novilhas [14,15].

Atualmente, as vacinas anti-GnRH estdo disponiveis comercialmente para
imunocastracdo de bovinos, suinos e equinos [12,16,17], e é uma alternativa favoravel ao bem-
estar animal a castracdo convencional [3]. O esquema de uso mais comumente recomendado é
baseado em uma imunizacéo inicial, seguida de uma dose de refor¢o do antigeno apds 30 dias
[16] para garantir uma resposta maior, tanto quantitativamente (alta concentragdo de
anticorpos) quanto qualitativamente (velocidade da resposta, tipo de anticorpo produzido)
[12,18]. No entanto, 0 momento dos efeitos nas caracteristicas morfofuncionais dos testiculos
ainda ndo foi estabelecido para diferentes esquemas de vacinagdo [19]. Por outro lado, a
supressdo da producdo de testosterona com consequente reducgédo de seus efeitos anabolicos,

pode afetar negativamente o desenvolvimento somaético, o ganho de peso e o desenvolvimento
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muscular [1], contrabalancando os beneficios da imunocastracdo no comportamento agressivo
do macho.

No presente estudo, foram avaliadas caracteristicas testiculares, enddcrinas e
espermaticas em touros submetidos a uma ou duas imunizagdes ativas contra 0 GnRH em varios
momentos. A hipotese foi de que uma Unica dose poderia resultar nos efeitos esperados da

imunocastragdo na funcéo testicular sem comprometer o ganho de peso durante o confinamento.
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1. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E INSTALACOES

O experimento foi realizado na fazenda Nossa Senhora Aparecida, localizada no
municipio de Chapada Gaucha (latitude: 15 ° 18'20"S; longitude: 45 ° 37'06"S; altitude: 858
metros), noroeste de Minas Gerais, Brasil, entre setembro e novembro de 2017 (primavera no
hemisfério sul). Foram utilizados touros Nelore higidos (Bos taurus indicus, n = 35), com idade
média de 24 meses e 426,6 + 2,6 kg de peso corporal. A fertilidade foi confirmada por exame
androldgico, realizado de acordo com os critérios recomendados pelo Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal [20]: motilidade espermatica > 60%; vigor > 3; turbilhonamento >3;
defeitos menores < 20; defeitos maiores <10 . Os touros foram alojados em piquete de 50
hectares com forrageira Panicum cultivar Mombaca, acesso livre a 4gua e ao sal mineral. Foi
fornecida dieta formulada na fazenda contendo cana de acglcar (76,2%), farelo de milho
(18,6%), farelo de soja (3,6%), complexo mineral (1%) e uréia (0,5%). O experimento comegou
15 apos o periodo de adaptacdo a racdo. O manejo para s avali¢des de biometria, coleta de
sémen e sangue foram realizadas no brete de contengéo de bovinos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade
de Brasilia (CEUA, Protocolo n°® 042/2020,).

2.1.1 Delineamento experimental

Os touros foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: Grupo 1
(G1), uma dose unica de 400 pg (microgramas) da vacina anti-GnRH (Bopriva, Zoetis, Sdo
Paulo, SP, Brasil) no dia 0 ; Grupo 2 (G2), uma primeira dose de 400 pg de vacina anti-GnRH
no dia 0, seguida por uma segunda dose (refor¢o) 30 dias depois; Grupo controle (GC), 1 mL
(mililitro) de solucéo salina a 0,9% no dia O e dia 30. Em todos os tratamentos foram aplicados
por via subcuténea na lateral esquerda do pescoco. A cada 30 dias, do dia 0 até o abate no dia
90, os touros foram pesados e submetidos a biometria testicular, coleta de sémen, anéalise dos
dados e coleta de sangue. Imediatamente ap6s o abate os testiculos foram identificados,
removidos, colocados em sacos plasticos e transportados a 15° C para o Laboratorio de
Patologia Veterinaria da Universidade de Brasilia para analise histopatoldgica. Como dados

adicionais, as carcagas foram avaliadas quanto ao rendimento de carcaca e ao acabamento de
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gordura, de acordo com os critérios utilizados nos frigorificos da Minerva foods: ausente = 0

mm; baixo = 1 a 3 mm; médio =4 a 6 mm; uniforme = 7 a 10 mm; excessivo = mais de 10 mm.

2.1.2 Biometria testicular e qualidade do sémen

Durante cada avaliacdo biométrica, o testiculo esquerdo e direito foram escaneados
por ultrassonografia, utilizando sonda de 7,5 MHz (Mindray DP 2200, Mindray do Brasil,
Mongdes, SP, Brasil), a altura e largura foram medidas nas imagens longitudinais e transversais,
respectivamente, Biometria testicular e qualidade do sémen. As configuracdes do ultrassom
(foco, ganho, brilho e contraste) foram padronizadas para todos os exames. A circunferéncia do
escroto foi mensurada utilizando uma fita especifica para o perimetro escrotal (Biocom,
Uberaba, MG, Brasil).

A coleta de sémen foi realizada por eletroejaculagdo. Uma amostra de 20 pL de
sémen fresco foi avaliada através de microscopia Optica (aumento de 200x), quanto ao
movimento de massa (turbilhdo), motilidade e vigor. Outra aliquota de 20 pL foi corada com
20 pL de corante rosa Bengala para analise morfoldgica das células espermaticas (aumento de
1000x). A avaliagdo do sémen foi realizada utilizando os seguintes critérios: motilidade
espermatica > 60%, vigor > 3, turbilhdo > 3, defeitos menores < 20%, defeitos maiores < 10%
e porcentagem de células normais > 70%.

A concentracdo espermaética foi calculada por espermiodensimetro (Karras,
Minitub, GmbH, Tiefenbach, Alemanha), conforme descrito anteriormente [21].

2.1.3 Concentracao de testosterona no soro sanguineo

Amostras de sangue foram coletadas pela veia jugular com agulhas 21G e tubos
vacuolizados (Vacutainer Systems, Becton Dickinson, Sdo Paulo, SP, Brasil). O soro foi obtido
por centrifugagdo da amostra de sangue por 5 minutos a 2.078 x g (forca gravitacional) e
armazenado a -20° C para analises posteriores. A concentracdo de testosterona foi medida por
imunoensaio eletroquimioluminescente (LEC), utilizando um dispositivo analisador Elecsys
(Indianapolis, IN, EUA,; sensibilidade do teste = 3 ng / dL). Os coeficientes de variacdo intra e
interensaios foram de 9,3% e 23,7%, respectivamente. Os valores de referéncia da testosterona

para Nelore aos 24 meses séo de 1,24 a 2,48 ng / mL [23].
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2.1.4 Andlise anatomopatolégica

Os testiculos foram seccionados em fragmentos de 1,0 a 2,0 cm (centimetros) de
espessura. Amostras de partes da cabeca, corpo e cauda do epididimo, bem como do
parénquima testicular, foram fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10% por 48 h
(horas). Os fragmentos foram ent&o rotineiramente processados para histologia, embebidos em
parafina, cortados em fatias de 4 u e corados com hematoxilina e eosina. A presenca de
vacuolizacdo, fragmentos nucleares ou picnose, bem como uma reducao no numero de células
de revestimento tubular no epitélio seminifero, foram considerados sinais de degeneracéo dos
tibulos seminiferos. Foram avaliados 10 campos de cada ldmina e a degeneracdo foi
classificada como: ausente (0), quando ndo foram observadas alteragdes; leve (1), quando sinais
de degeneracao foram observados em < 50% dos campos analisados; moderado (2), quando 50-
75% dos campos apresentaram alteracGes degenerativas; grave (3), quando poucas células de
revestimento tubular estavam presentes e > 75% dos tdbulos seminiferos foram afetados;
completa (4), quando o epitélio seminifero tubular e/ou ductos epididiméarios encontraram-se

totalmente degenerados e nenhum espermatozoide observado [24].

2.1.5 Andlise estatistica

Para cada touro, foram utilizadas médias dos dados dos testiculos esquerdos e
direito para medidas lineares e histopatoldgicas. Os dados da biometria testicular, analise de
espermatozoides e concentracdo de testosterona foram inicialmente testados quanto a
normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk. As analises consideraram os principais efeitos do
tratamento (GC, G1 e G2), tempo (dias) e suas interacdes. O procedimento SAS GLIMMIX
com uma declaracdo REPEATED foi usado para explicar a correlacdo automatica entre medidas
sequenciais (SAS University Edition, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). O modelo foi
ajustado para o tipo de distribuicdo de cada parametro. As diferencas entre as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. Os dados das caracteristicas de peso e carcaca foram
analisados por GLIMMIX do SAS. Os graus de degeneracao dos tubulos seminiferos foram
comparados entre 0s grupos pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis. As associag¢Oes entre
o0 grau de degeneracdo dos tubulos seminiferos e outros parametros testiculares no dia 90 foram
calculadas pelo método de correlacdo de Pearson. Os resultados sdo apresentados como média

+ S.E.M. Um valor de p de 0,05 indicou significancia estatistica.
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3. RESULTADOS

Grupo, tempo do experimento e interagdo grupo vs tempo, influenciaram
significativamente (p<0,05) nos parametros estudados, com excec¢do do peso corporal que foi
influenciado de forma significativa apenas pelo tempo (figura 2). Apesar da diferenca no peso
final (no dia 90) entre 0 GC e 0 G2, ndo houve diferenga (p > 0,05) no ganho de peso diario
total ou médio entre os grupos (tabela 1). No entanto, o rendimento de carcaca foi maior no G2
do que no G1 e no GC (p = 0,0102). Todos os touros apresentaram baixa cobertura de gordura
subcutanea (1 a 3 mm).

Houve diminuicdo na largura testicular (p<0,05), mas ndo no comprimento
testicular, apds uma (G1) ou duas (G2) imunizacdes ativas contra 0 GnRH. Como esperado,
esse efeito foi observado ao longo do tempo (p<0,05). No entanto, diferenca na circunferéncia
escrotal foi reduzida de forma significativa no G2 aos 90 dias, contudo, também ocorreu
reducdo ao longo do tempo no G1 (p<0,0001). A concentracdo de testosterona sérica no G1

como no G2 apresentaram-se menores em relagédo ao GC a partir do dia 60 (p<0,01).
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Figura 1. A-D. Pardmetros testiculares e testosterona sérica em touros imunizados contra GnRH uma vez
(Grupo 1), duas vezes (Grupo 2) e controles (Grupo Controle). A: altura testicular; B: largura testicular; C:
circunferéncia escrotal; D: testosterona sérica. Diferenga (p <0,05) ao longo do tempo para o mesmo grupo; T
G1 vs GC (p <0,05); £ G2 vs GC (p <0,05); 8 G1 vs G2 (p <0,05).
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Tabela 1. Caracteristicas de peso e carcaga de touros imunizados contra GnRH uma vez
(Grupo 1), duas vezes (Grupo 2) e controle (Grupo Controle).

Parametros Grupo Controle Grupo 1 Grupo 2 p
Peso inicial (kg) 433,8+5,8 418,624 426,7+£3.1 0,0513
Peso final (kg) 557,9+8,32 528,6+5,0° 539,2+6,0%° 0,0141
Ganho de peso 124,245,0 110,0+4,5 112,545,4 0,1214

(Kg)
GMD (kg) 1,4+0,1 1,2+0,0 1,3+0,1 0,1155
Rendimento de 50,0+0,1° 50,0+0,1° 50,3+0,12 0,0102
carcaga

GMD: Ganho Médio Diério.®® Letras diferentes sobrescritas, na mesma linha, diferem (p <0,05)

Todos os parametros espermaticos (figura 3A a 3E) foram afetados pela imunizagédo
ativa contra o GnRH (p <0,05), no entanto, as médias no G2 foram menores (p <0,05) do que
no G1 a partir de 60 dias ap6s o tratamento. No G2, dois touros apresentaram azoospermia. O
efeito da imunizagdo ao longo do tempo diferiu entre 0s parametros espermaticos. A motilidade
espermatica, por exemplo, foi menor nos dois grupos tratados (G1 e G2), em comparacdo ao
controle, aos 30 dias, enquanto que para as diferencas de turbilhonamento espermatico foram
detectadas apenas aos 60 dias. Um maior quantidade de células espermaticas anormais foi

possivel identificar a partir dos 60 dias do experimento no grupo 2 (figura 3).
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Figura 2. A - F. Parametros espermaticos e degeneracdo dos tubulos seminiferos de touros
imunizados contra GnRH uma vez (Grupo 1), duas vezes (Grupo 2) e controles (Grupo Controle).
A: concentracdo espermatica; B: motilidade espermaética; C: escore de vigor espermaético; D:
escore de turbilhonamento; E: espermatozoides normais; F: degeneracéo dos tubulos seminiferos.
*Diferenca (p <0,05) ao longo do tempo para 0 mesmo grupo; T G1 vs GC (p <0,05); £ G2 vs GC
(p <0,05); 8 G1 vs G2 (p <0,05).
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Figura 3. A- Células esperméticas normais do grupo controle. B- Altera¢des patoldgicas aos 90 dias no
tratamento 2: peca intermediaria em forma de saca rolhas; inser¢ao paraxial da cabega e cauda fortemente
enrolada. (Aumento de 40x em microscopia 6ptica).

Foram observados de acordo com a tabela 2, associagdo entre o grau de
degeneracdo dos tubulos seminiferos, apds andlise histopatol6gica, e outros pardmetros
morfolégicos e funcionais dos testiculos. Nao foi encontrado sinal de degeneracéo dos tabulos
seminiferos ap6s avaliacdo histopatoldgica dos testiculos do GC. Entretanto, a degeneracao
estava presente em 75,0% e 100,0% das amostras do G1 e G2, respectivamente. A gravidade
da degeneracédo foi maior de acordo com o nimero de imunizagdes (0,9 + 0,1 no G1 vs 3,1 +
0,2 no G2, P <0,01) (figura 2 F). Os diferentes graus de degeneracdo dos tibulos seminiferos
sdo mostrados na figura 4 (A a D). Nos touros vacinados, o epitélio germinativo dos tibulos
seminiferos sofreu alteracdes no nimero de espermatogdnias, espermatdcitos, espermatozoides
(figura 4D) e células gigantes multinucleadas. A redugdo do tamanho e espessura dos ductos
epididimarios (figrua 4F), a atrofia do epitélio seminifero e uma maior variagdo no tamanho,
forma e densidade coincidem com as areas em que foram observadas na espermatogénese

reduzida.
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Tabela 2. Associagdo entre o grau de degeneracdo dos tdbulos seminiferos, apos anélise
histopatoldgica, e outros parametros morfologicos e funcionais dos testiculos.

Parametros Coeficiente de p

correlacédo de Pearson

Circunferéncia escrotal -0,56 0,0004
Altura do testiculo -0,28 0,1014
Largura do testiculo -0,23 0,1785
Testosterona sérica -0,52 0,0012
Concentracdo espermatica -0,69 <0,0001
Motilidade espermaética -0,82 <0,0001
Vigor espermatico -0,79 <0,0001
Turbilhonamento -0,79 <0,0001
Espermatozoides normais -0,87 <0,0001

p<0,05 Significa diferenca

Figura 4. Caracteristicas histologicas dos testiculos (A-D) e dos epididimos (E-F). (A) tdbulos seminiferos
ausentes de lesdo (aumento de 40x). (B) Degeneracdo leve, grau 1 (aumento de 40x). (C) Degenera¢do moderada,
grau 2 (aumento de 40x). (D) Degeneracdo severa, grau 3 (aumento de 40x), reduzido numero de células
germinativas, de Sertoli e de Leydig. (E) Ductos epididimarios normais (aumento de 100x); limen ocupado por
espermatozoides. Degeneracdo completa, grau 4 (F): Sem espermatozoides detectaveis nos ductos epididimérios
(aumento de 100x em microscopia éptica).
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DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliados os efeitos de uma ou duas imunizagdes
ativas anti GnRH nos parametros testicular e seminal de touros, confirmando as implicagdes da
supressdo do GnRH na morfofisiologia do testiculo observados em diferentes tempos apos a
imunizacdo. Uma Unica injecdo da vacina anti GnRH (G1) resultou em efeitos gerais mais leves
na producdo e na qualidade dos espermatozoides.

No entanto, a reducdo nas concentracgdes de testosterona foi semelhante ao grupo
que recebeu um reforgo (G2), resultando em reducdo semelhante no desempenho do ganho de
peso quando comparado ao GC. Implica¢des contrarias as encontradas por Olivieiro et al., [39],
gue com uma dose da vacina anti GnRH, ndo encontraram efeito na concentragcdo de
testosterona, bem como nos parametros espermaticos estudados em suinos.

Os resultados da biometria testicular de touros vacinados com vacina anti-GnRH
mostraram que sdo necessarias duas doses (G2) para que ocorra uma efetiva imunizacao.
Coerente com estudos anteriores e em espécies diferentes, o tamanho dos testiculos foi reduzido
significativamente somente apds a segunda dose da vacina [19,20], porém os dados
apresentados por Ulker et al., [25] em ovinos, demonstraram reducdo na concentragio de
testosterona ap0Os duas semanas da primeira imunizagao e 4 semanas na circunferéncia escrotal
[21]. Sendo assim, o bloqueio do eixo hipotaldamico hipofiséario por anticorpos produzidos pela
aplicacdo da vacina reduz as concentragcbes de GnRH e consequentemente a circulagdo das
gonodatrofinas e a atividade espermatogénica [22].

A reducdo dos testiculos e circunferéncia escrotal esta atribuida pelo reduzido
namero e volume das células dos tubulos seminiferos e a sintese da testosterona [23]. Como
descrito por Janett et al. [16], menor peso testicular deve ser esperado em animais imunizados
devido a relacdo entre populacdo celular e o tamanho testicular. Ferro et al. [24] observaram
que a reducdo nas concentragdes de GnRH, FSH e LH causa uma reducgéo na sintese e liberacao
de testosterona.

A falta de testosterona resulta em atrofia no epitélio germinativo e um nimero
reduzido de células de Sertoli, além de promover a condensacao nuclear e atrofia citoplasmética
das células de Leydig [22]. De acordo com Han et al. [28], as concentrac¢des séricas diminuidas
de LH, FSH e testosterona restringem substancialmente a espermatogénese. No presente estudo,
houve reducdo de 11,2% na largura testicular no grupo G2. Consequentemente, a reducao na
largura testicular refletiu uma redugéo de 18,1% na circunferéncia escrotal. Ferro et al. [24]
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observaram que mamiferos machos imunocastrados podem apresentar reducfes de até 20%
duas semanas apds a segunda imunizagdo e 25% com uma terceira dose. Nesse sentido, é
possivel confirmar a hipdtese de uma variagdo no tempo das mudancas na funcao testicular

subsequente a imunizacdo de acordo com 0s mecanismos registrados.

A baixa producdo seminal e da motilidade, aumento dos defeitos espermaticos e
baixa concentracdo de testosterona induzida durante os tratamentos no G1 e G2, confirmam o
essencial papel deste hormdOnio na espermatogénese. Os resultados relacionados aos
espermatozoides podem também estar associados a circunferéncia escrotal, volume testicular,
comprimento e largura testicular, todavia sdo valores positivamente correlacionados para
motilidade espermatica (0,18 a 0,19) e porcentagem de espermatozoides normais (0,24 a 0,27)
[penitente filho] provocado pela degeneracdo do epitélio germinativo causado pelo blogueio do
eixo hipotaldmico hipofiséario gonadal [23].

Em testiculos hipoplésicos, quando espermatécitos em formacdo sofrem
degeneracdo, o lumen dos tabulos seminiferos pode conter detritos celulares e células
multinucleadas [13,32] podendo haver concre¢des intraluminais. Além de corpos amilaceos
[13], pequenas manchas ou grandes areas de mineralizacdo podem ser observadas durante a
degeneracdo testicular especialmente em ruminantes [32], fato que ndo detectamos
provavelmente devido ao curto periodo do estudo (12 semanas).

A falta de suporte do LH para células de Leydig resultou em uma queda na
testosterona sérica apds o tratamento, o que foi semelhante entre touros que receberam uma
Unica injecdo da vacina ou reforco. Destaca-se a falta de diferenca na concentracdo de
testosterona entre G1 e G2 ap0s o dia 60, levando em consideracdo os resultados observados
para 0s parametros espermaticos e histopatoldgicos.

A reducdo nas concentragcdes da testosterona nos touros vacinados sugere uma
hipofuncdo das células de Leydig devido a provavel deficiéncia da acdo do LH durando
enquanto houver produgédo de anticorpos [26]. Portanto, os efeitos da imunizagdo anti-GnRH
requerem producéo continua de anticorpos, entdo em seguida, a funcéo testicular é restabelecida
ao normal apos o declinio dos titulos [27].

Apesar da média e do desvio padrdo apresentaram-se menores nos touros do G2,
ambos o0s tratamentos inibiram o eixo reprodutivo, contudo, nenhum deles induziu a
concentracdo de testosterona a niveis indetectaveis. Levando em consideracdo que a producao
de anticorpos ap0s a imunizagdo contra 0 GnRH ¢é altamente variavel entre individuos [15], a

utilizacdo da vacina, neste estudo, ndo seria um método anticoncepcional eficiente. No entanto,
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pode-se considerar que a fertilidade foi reduzida devido as reducdes progressivas notadas a
partir do dia 30 nos grupos vacinados e ndo no grupo controle.

Embora a testosterona tenha um efeito anabdlico, o ganho de peso dos touros
vacinados ndo diferiu dos animais controle, fato que condiz com estudos anteriores [16, 29, 30].
A atividade fisica reduzida dos animais vacinados pode estar relacionada a diferenca dos pesos
no G1, G2 e controle. A esse respeito, a hipdtese ndo foi confirmada, pois o0 uso de uma dose
unica do imunogeno teve efeito moderado nos parametros espermaticos, mas nao na producéao
de testosterona. Consequentemente, o desempenho da producdo foi semelhante ao do grupo que
recebeu a injecédo de reforgo. Ademais, o percentual do rendimento de carcaga foi maior no
grupo que recebeu duas doses da vacina (G2), conforme relatado anteriormente (Amatayakul-
Chantler et al., 2013). Resultados contrastantes (diferencas no ganho de peso, mas ndo nas
caracteristicas de carcaca) foram encontrados quando trés doses da vacina anti-GnRH foram
usadas, todavia, os touros foram avaliados por um periodo mais longo (D'Occhio et al., 2001).

Nesse sentido, os efeitos potenciais de diferentes esquemas de imunocastragdo no
desempenho e nas caracteristicas da carne, de bovinos confinados, podem ser afetados pelas
interacdes com antecedentes genéticos [31], finalizacdo da dieta [32] e intervalo entre a

vacinacao e o abate [19]
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CONCLUSAO

A imunocastragdo conseguiu alterar e interromper a morfofisiologia testicular de
touros Nelore puberes, portanto, pode ser considerada uma alternativa a castragdo cirargica. O
uso da dose reforco com quatro semanas de intervalo entre as aplicacbes promoveu reducéo
intensa na viabilidade espermatica e na concentracao sérica de testosterona, no entanto, o efeito
de Unica dose deve ser mais investigado e pode levar a resultados menos consistentes ao longo

do tempo.
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