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RESUMO

As diferentes técnicas convencionalmente empregadas para castracdo de
bovinos provocam dor e estresse, podendo gerar perdas de produtividade.
Nesse contexto, métodos alternativos de castracdo como 0 uso de vacinas
que promovem a inibicdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
tem se popularizado. Embora diversos trabalhos tenham comprovado a
eficacia da vacinacdo anti-GnRH para imunocastracdo de machos bovinos
adultos, questbes como a reversibilidade dos efeitos clinicos da vacinacao,
especialmente quando utilizada em animais pré e peri puberes, permanece
sem uma definicdo clara na literatura. Este trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito da imunizacdo anti-GnRH sobre a espermatogénese, desenvolvimento
testicular e ganho de peso de bezerros mesticos pré puberes criados a pasto.
Para o estudo foram selecionados 18 animais 1/2 sangue Holandés/Gir com
idade média de 5 meses. Os animais foram divididos em 03 grupos: Controle
(GC; n=6), animais ndo submetidos a vacinacdo; Grupo tratamento pré-
pubere (G1; n=6), administracdo de 1 ml da vacina anti-GnRH Bopriva®/sc 1
vez ao més por 3 meses; Grupo tratamento peri-pubere (G2; n=6) tratamento
iniciado apenas quando 0s animais atingiram 9 meses de idade, na mesma
dose e frequéncia do G1. Todos os bezerros foram avaliados mensalmente
pelo periodo de 9 meses, considerando o efeito do tratamento e do momento
em que as vacinagdes foram iniciadas sobre a contagem diferencial de
células de linhagem espermética, circunferéncia escrotal, ecogenicidade
testicular e ganho médio de peso diario (GPD) e total (GPT). A aplicacao da
vacina anti GnRH retardou o desenvolvimento testicular inicial dos animais do
G1 (p<0,05), porém ndo comprometeu a circunferéncia escrotal dos animais
ao atingirem 14 meses de idade. A ecotextura do parénquima testicular foi
semelhante entre os grupos estudados, com excecdo do G1 que apresentou
menor ecogenicidade testicular a partir da terceira dose da vacina. Menor
percentual de espermatogdnias foi observado para os grupos que receberam
a vacina anti-GnRH em relacdo ao GC, porém sem diferencas entre 0s
grupos ao final do experimento. Animais que receberam a vacina anti-GnRH

alcancaram maior ganho de peso total no periodo avaliado (em média 2



arrobas acima do GPT em relacdo ao grupo controle). Conclui-se que a
vacinacdo anti GnRH exerce influencia temporéaria e transitéria sobre o
desenvolvimento gonadal, ecotextura testicular e espermatogénese de
tourinhos em fase pré pubere, sendo que os efeitos vacinais sdo mais
expressivos nos animais que iniciam o protocolo com 5 meses de idade. A

vacinacao foi capaz de promover maior ganho de peso nos animais tratados.

Palavras-chave: Bopriva®, Bovinos, Espermatogénese, GnRH,

Imunocastracéo.



ABSTRACT

The different techniques conventionally employed for cattle castration
provokes pain and stress, and may generate losses of productivity. In this
context, alternative methods of castration as the use of vaccines which
promote the inhibition of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) have been
popularized. Although several studies have proven the effectiveness of
vaccination anti-GnRH for imunocastracao of bulls, some aspects such as the
reversibility of the clinical effects of vaccination especially when used in pre-
and peri-pubescent animals remains without a clear definition. This study
aimed to evaluate the effect of immunization anti-GnRH on spermatogenesis,
testicular development and weight gain of pre pubescent crossbred calves.
For the study were selected 18 animals 1/2 Holstein/Gir with average age of 5
months. The animals were divided into 03 groups: Control (GC, n=6), animals
not subjected to vaccination; Pre-pubertal treatment group (G1, n=6),
administration of 1 ml of anti-GnRH vaccine (Bopriva®) /sc one time a month
for 3 months; Peri-pubertal treatment group (G2, n=6) vaccination schedule
starts when the animals reached 9 months of age, in the same dosis and
frequency of G1. All calves were evaluated monthly for 9 months for elucidate
the treatment effect and interaction with the initial vaccination protocol on
variables number of spermatogenic lineage cells, scrotal circumference, pixel
intensity and average daily (ADG) and total (ATG) weight gain. Application of
the anti-GnRH vaccine delayed the initial testicular development of G1
animals (p<0.05), but there were no differences in scrotal circumference when
compared animals of 3 groups at the end of the experimental period (p>0.05).
The testicular parenchyma echotexture was similar among the groups studied,
with the exception of the G1 that showed lower echogenicity after the third
dose of the vaccine. Differences were observed for the average percentage of
spermatogonia cells when compared the vaccinated groups and GC. Animals
that received the anti-GnRH vaccine achieved greater ATG in the period
evaluated. In conclusion, the anti-GnRH vaccination exerts a temporary and
transient influence on the gonadal development, testicular ecotexture and

spermatogenesis of pre-pubertal bulls, and the vaccine effects are more



expressive in the animals that initiate the protocol at 5 months of age.

Vaccination promotes greater weight gain in treated animals.

Keywords: Bopriva®, Bulls, GnRH, Immunocastration, Spermatogenesis.
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1 INTRODUCAO

Impulsionado por fatores como o0 posicionamento geogréfico
privilegiado em termos de extensdo territorial e diversidade climatica, o Brasil
vem se destacando ao longo das ultimas décadas como um dos maiores
produtores de bovinos do Mundo, possuindo aproximadamente 215 milhdes
de cabecas. Mais de % dos bovinos de corte do Brasil correspondem a
animais Bos taurus indicus, que embora sejam considerados mais tardios
gquando comparados aos animais Europeus (Bos taurus taurus) tem sido
cruzados para obtencdo de animais mesticos, garantindo o melhoramento
genético e desenvolvimento da pecudria de corte nacional .

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE)® a carne representa um dos principais produtos de exportacéo
nacional, sendo responsavel pela geracdo de boa parte do produto interno
bruto (PIB) representando, uma das mais importantes comodities do pais.

Embora exista uma série de diferencas quando comparados o0s
diversos sistemas de producédo de bovinos de corte, a castracdo dos machos
destinados ao abate representa uma das principais técnicas de manejo
empregadas no Brasil e no Mundo®*. Uma das indicacdes para a pratica de
castracdo representa 0 manejo de engorda conjunto de machos e fémeas na
mesma pastagem ou confinamento, situacdo que sé é possivel se a atividade
sexual e fertilidade forem suprimidas em pelo menos um dos grupos
sexuais®. J& como estratégia de manejo, a orquiectomia reduz os problemas
relacionados & agressividade e ao comportamento sexual®, fatores que
podem comprometer o ganho de peso e performance produtiva de bovinos de
corte.

No entanto, maior incidéncia e magnitude de desconforto e estresse
estdo associados as castracdes conduzidas apos a puberdade dos bovinos,
afetando o consumo e conversao alimentar e, consequentemente, a taxa de
crescimento, ganho médio de peso diario (GPD) e bem-estar animal (",

De acordo com Knight et al.®) a castracéo reduz a movimentacéo e o
tempo de pastejo dos bovinos, influenciando o ganho de peso e,

consequentemente, a performance produtiva dos rebanhos.
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A castracdo de bovinos exerce influéncia sobre a anatomia e fisiologia
animal, modificando a expressdo das caracteristicas sexuais primarias e
secundarias®. No entanto, a idade com que a castracdo é realizada
influencia diretamente o tempo de exposi¢cédo e a influéncia dos andrégenos
endégenos sobre os diferentes sistemas organicos dos animais .

De acordo com Wolf et al.*®, um macho bovino atinge a puberdade no
momento em que é capaz de produzir no minimo 5 x 107 espermatozoides
totais, apresentando motilidade progressiva igual ou superior a 10%.

Em bezerros pré puberes ocorre um aumento transitério da secrecao
de gonadotrofinas entre 10 a 20 semanas de idade, sendo comprovado que
animais sexualmente mais precoces apresentam maior producao e secregao
de LH'Y. De acordo com Lazzaroni e Biagini®?, em racas mais precoces a
puberdade é alcancada ao redor de 5 meses, enquanto nas mais tardias ao
redor dos 10 a 11 meses de idade. Nesse sentido, a variacdo da idade a
puberdade deve ser considerada como estratégia de manejo para a escolha
do melhor momento para realizagcéo da castracao de bovinos.

Dentre as principais técnicas utilizadas para realizagcdo da
orquiectomia destacam-se o0 uso de emasculador, aplicacdo de constricdo por
meio de elasticos de borracha e ablacdo cirirgica dos testiculos®, esta
dltima representando o0 procedimento mais utilizado em criatorios
extensivos™®. Embora a orquiectomia seja de rapida e facil execucdo, de
acordo com Ferreira et al.*® diversas complicacdes podem ocorrer apés a
castracdo cirlrgica, como o edema e instalacdo de miiiases, retencdo de
coagulos, formacdo de granulomas e hemorragia, que corresponde a
complicacdo mais comum e pode ocorrer nos momentos intra ou pos-
operatorio.

Diante de todas as intercorréncias relacionadas as técnicas
convencionais de castracdo, inUmeras pesquisas recentes tém avaliado a
viabilidade e eficiéncia de técnicas de imunocastracdo para bovinos®*>9,
ovinos®” | suinos®®!9 e equinos®?, apresentando resultados promissores
guanto a melhora de caracteristicas produtivas e supressdo das funcdes

testiculares e do comportamento sexual.
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Nesse contexto, em maio de 2011 foi implementada no Brasil a técnica
de imunocastracdo, resultado de 24 estudos clinicos realizados
Mundialmente envolvendo um total de 4620 animais.

O produto para imunocastracdo disponivel comercialmente no pais
representa a Bopriva® (Zoetis, Sdo Paulo, SP, Brasil), que corresponde a
uma vacina anti-Horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH) para uso em
bovinos inteiros que se encontram em periodo reprodutivo.

Embora diversas vantagens possam ser apontadas para a utilizagao
da vacina anti GnRH, questdes como a inducédo de degeneracao testicular e
esterilidade dos animais tratados, interacao entre o0 nimero de aplicacdes e a
reversibilidade dos efeitos da imunocastragcéo e efetividade para a promocao
de esterilizacdo quando utilizada em bovinos pré puberes permanecem sem
uma definicdo clara na literatura, motivando a realizacdo de novos estudos

nessa importante area da reproducéo e producédo animal.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Espermatogénese

Espermatogénese corresponde ao processo de producao
intratesticular de espermatozoides. Este processo ocorre de maneira continua
nos testiculos durante a fase ativa da vida sexual dos animais V.

A espermatogénese consiste em um processo de diferenciacdo no
qgual os gondcitos, que sdo as primeiras células germinativas a habitarem os
tubulos seminiferos, multiplicam-se e diferenciam-se em espermatogbnias
tipo Al. A multiplicagdo mitética das células Al leva a formacdo das
espermatogobnias do tipo B. Estas, por sua vez, sofrem meiose, formando os
espermatoécitos primarios e as espermatides arredondadas, que se
diferenciam posteriormente em espermatozoides capazes de realizar o
processo de fertilizacdo ovocitaria® .

Tais modificagbes metamorficas sofridas pelas células testiculares
primordiais sdo conhecidas também como espermiogénese. As células
germinativas em desenvolvimento estdo intimamente associadas as grandes
células de Sertolli ou células sustentaculares que as envolvem durante o
processo de diferenciagdo. O desenvolvimento da espermatogénese

depende de varios fatores como suporte funcional das células de Sertolli, dos
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niveis adequados de esteroides, gonadotrofinas e de fatores de crescimento
(23).

O processo de multiplicacdo, meiose e diferenciacdo das células
germinativas em estaddios mais avancados de desenvolvimento estdo
sincronizados com as mudancas morfologicas e a expressao génica nas
células de Sertolli e Leydig ®*2®, além de importantes interacdes hormonais.

As gonadotrofinas FSH (horménio foliculo estimulante) e LH (horménio
luteinizante) controlam a proliferacéo e a diferenciacdo das células de Sertolli
e Leydig desde a fase poOs-natal, de modo que os esterdides e fatores de
crescimento secretados por estas células tém acao direta ou indireta sobre o
desenvolvimento das células germinativas 2.

Especificamente na espécie bovina, o inicio da puberdade esta
associado a habilidade das células de Leydig em responder ao estimulo do
LH ©@® produzindo quantidades crescentes de testosterona que, por sua vez,
controlam a diferenciacdo das células de Sertolli e, consequentemente, varias

de suas funcdes no desenvolvimento da espermatogénese ©”.

2.2 Circunferéncia escrotal (CE)

De acordo com Dias et al.?® a circunferéncia escrotal € um importante
parametro de mensuracao testicular para avaliacdo andrologica de touros,
assumindo grande importancia principalmente como ferramenta de selecdo
de reprodutores.

Pereira et al.*® observaram correlacdes positivas e favoraveis entre os
valores de CE de touros e as caracteristicas reprodutivas de suas futuras
filhas, demostrando que a circunferéncia escrotal indiretamente também
possui aplicabilidade como importante parametro de selecédo reprodutiva de
fémeas.

A avaliacdo de CE é de facil execucéao e alta repetibilidade, possuindo
grande importancia na determinagcdo da fertilidade dos rebanhos,
especialmente daqueles que utilizam a monta natural como estratégia de
acasalamento %9,

Segundo Kanazawa et al.®” a mensuracdo de CE representa uma
técnica precisa e altamente repetitiva quando executada com fita flexivel

prépria, e suas medidas estdo relacionadas com a quantidade de parénquima
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testicular e tubulos seminiferos de um reprodutor, estruturas responsaveis
pela producdo de células de linhagem espermatogénica, nutricdo e
sustentacdo das células germinativas, sintese de proteinas e sinalizadores
moleculares, além da producdo de horménios esteroides.

Em estudo conduzido por Silva et al.®Y foram observadas correlagtes
negativas (p<0,05) entre CE e patologias espermaticas, demonstrando que a
avaliacado de circunferéncia permite ndo apenas a selecao de reprodutores
com maior potencial de producdo de espermatozoides, como também a
selecéo qualitativa de touros. No mesmo estudo foi observado que até os 18
meses de idade as medidas de CE tem correlacdo positiva com a motilidade
espermética progressiva, demonstrando a aplicabilidade da avaliacdo para
selecéo de jovens reprodutores.

Resultados semelhantes foram reportados por Martinez et al.®?

que
concluiram que a CE pode ser utilizada como parametro para a estimativa da
guantidade e da qualidade do sémen, porém nao deve ser a unica avaliagéo

para a concluséao final sobre a qualidade de um reprodutor.

2.3 Imunocastracdo de bovinos com o0 uso de vacinas anti-horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH).

O hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH) é secretado pelo
hipotalamo e se une ao seu receptor na hipofise, estimulando a secrecdo do
horménio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). Estes séo
responsaveis pela atividade dos testiculos e ovarios e consequentemente,
pelas funcdes reprodutivas ©2.

A vacina anti GhnRH atua promovendo a formacdo de anticorpos que
se ligam aos receptores hipofisarios responsaveis pelo desencadeamento da
liberagdo do LH e FSH, levando & queda dos niveis séricos de
testosterona®®. De acordo com Thun et al.®®, o bloqueio da producédo de
testosterona persiste muito além do efeito antigénico promovido pela
vacinagdo, sugerindo que a imunizagdo ndo é baseada apenas na
neutralizacdo da atividade do GnRH, mas também pela diminuicdo da
capacidade de resposta dos receptores testiculares aos efeitos das

gonadotrofinas hipofiséarias.



19

Claus et al.®¥ reportaram que o retorno da atividade testicular em
suinos imunizados contra o GnRH é precedido pelo aumento da pulsatilidade
de LH. No entanto, mesmo com o aumento das concentracdes séricas de LH,
a retomada da esteroidogénese ocorre de maneira mais tardia e altamente
variavel entre os animais estudados, sugerindo a refratariedade das células
de Leydig testiculares apds a imunocastracao.

Em estudo conduzido por Janett et al.®® foi avaliada a resposta imune
e enddcrina de bezerros (3 a 6 semanas de vida) imunizados com vacina
anti GnRH. Nesse trabalho foi observado que todos os bezerros tratados
apresentaram baixos titulos de anticorpos anti-GnRH apds a primeira
imunizacdo havendo, no entanto, um aumento significativo na concentracao
imunoglobulinas apoés a segunda aplicacédo (dose de reforgo).

Amatayakul-Chantler et al.*® observaram que apés a aplicacdo da
segunda dose da vacina anti GhRH, houve aumento significativo da titulacédo
de anticorpos anti GnRH e paradoxalmente diminuigdo expressiva dos niveis
séricos de testosterona nos bovinos imunizados. A manutencdo de
concentracfes de testosterona abaixo de 0,5 ng/ml pode se manter por até
22 semanas apds a vacinacdo de bezerros com vacinas anti-GnRH ©%).

Dessa forma, em virtude da imunoneutralizacdo do hormoénio liberador
de gonadotrofinas ocorre a diminuicdo significativa dos niveis séricos de
hormonios esteréides, bloqueio da gametogénese e atrofia gonadal®®,
trazendo uma série de beneficios como a melhora no comportamento animal
(reducéo significativa da agressividade e comportamento de dominéancia),
diminuicdo na manifestacdo das caracteristicas sexuais masculinas (libido e
sodomia) e melhora no rendimento e acabamento de carcaca*®.

Andreo et al.®” concluiram que a imunocastracdo realizada com a
vacina Bopriva® é uma alternativa viavel para evitar a orquiectomia cirargica
convencional e para melhorar a qualidade da carne, favorecendo maior
deposicdo de gordura e redugcédo da forca de cisalhamento da carne em
relagdo aos animais inteiros.

A vacina Bopriva® destina-se a supressao imunoldgica temporaria da
atividade testicular de bovinos adultos e inteiros. No entanto, em estudo
conduzido por Janett et al.® foi avaliado a resposta imune e endocrinolégica

de bezerros imunizados anti GnRH, onde o0 uso de duas doses de vacina
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anti GnRH nado foram capazes de induzir o quadro irreversivel de
degeneracéo testicular e esterilidade nos animais tratados, que entraram na
fase de puberdade em média 3 semanas apds o grupo controle ndo vacinado
(50 v.s. 47 semanas, respectivamente).

De acordo com Amatayakul-Chantler et al.®® a eficacia e duracdo da
supressdo de testosterona ap0s a imunizacdo de bovinos com vacinas
experimentais anti-GnRH tem sido relatada como variavel havendo, portanto,

a necessidade de desenvolvimento de novos estudos nessa area.

2.4 Ultrassonografia testicular

A ultrassonografia testicular tem se popularizado como técnica
complementar ao exame androlégico de touros, sobretudo para avaliacdo de
desordens subclinicas que podem comprometer a fertilidade®®. A frequéncia
do ultrassom utilizado em exames do trato reprodutivo de touros varia entre
5,0a 7,5 MHz “9

A ultrassonografia de Modo-B é conhecida como “modo de brilho” ou
“‘modo bidimensional”, sendo que a intensidade do eco pode ser visibilizada
como pontos luminosos em um monitor de video. Dessa forma, quanto maior
a reflexdo da onda sonora, mais intenso serad o brilho do ponto luminoso,
sendo a escala de cinzas, ou intensidade de pixels (IP), determinada pelas
diferentes intensidades de brilho que sdo emitidas®?.

A ultrassonografia testicular tem sido utilizado na avaliacdo
androldgica, sendo a ecotextura testicular associada com a area e volume
dos tdbulos seminiferos, producdo espermatica e qualidade do sémen de
touros®?.

Eilts e Pechman®? demonstraram que a avaliacdo ultrassonografica
dos testiculos bovinos fornece informacdes que contribuem para o
aprimoramento da avaliacdo androldgica bovina, como a caracterizagcdo da
morfologia testicular e andlise objetiva das dimensdes gonadais, que
favorece a obtencéo de informacoes relativas ao peso e volume testicular.

Através da analise computadorizada das imagens ultrassonograficas é
possivel a determinacdo da intensidade luminosa dos pontos brancos que

formam a imagem (ecotextura e ecogenicidade), fornecendo informagdes
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ainda mais detalhadas sobre a funcionalidade e integridade dos testiculos
(40’41).

Segundo Gabor et al.®?? o parénquima testicular encontra-se
homogéneo e moderadamente ecogénico em animais pré-puberes; com a
chegada da puberdade ocorre um aumento gradativo da ecogenicidade.

De acordo com Kastelic e Brito“?, os pontos luminosos que formam as
imagens ultrassonograficas podem ser classificados em uma escala de tons
de cinza, onde cada unidade de imagem representa um pixel. Os conjuntos
de pixels que representam a densidade do parénquima testicular podem ser
agrupados na forma de histogramas, classificados em uma escala de tons de
cinza que varia de 1 a 255, onde 1 corresponde a cor preta e 255 ao branco.

Para avaliacdo computadorizada dos histogramas e numero de pixels
de imagens ultrassonogréaficas podem ser utilizados softwares proprios para
esse tipo de avaliacdo ou até mesmo pacotes computacionais destinados a
avaliacdo e editoracdo de material fotografico. Em estudo conduzido por Silva
et al.*® foi utilizado o software Adobe Photoshop 8.0 (San Jose, CA USA),
gue possui o0 recurso “histograma” para andlise da intensidade de pixels de
imagens em formato JPG. Nesse trabalho, tal recurso foi utilizado com
sucesso para avaliacdo da densidade de imagens radiogréaficas de ossos de
codorna recebendo diferentes niveis de fosforo na dieta. O mesmo recurso foi
utiizado para avaliagdo de radiografias relacionadas a problemas
endoddnticos em humanos (CARVALHO et al., 2007)“Y e imagens
ultrassonograficas de glandula tireoide de cdes (MULLER, 2011)“°,
mostrando-se uma técnica precisa e de baixo custo para avaliacdo da

ecogenicidade de imagens.

2.5 Biopsia aspirativa testicular

De acordo com Papa e Leme®®, a puncao biopsia aspirativa (PBA) ou
puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) corresponde a um método objetivo
para 0 exame complementar do aparelho reprodutor masculino,
recomendado para avaliacdo da saude testicular e da espermatogénese. De
acordo com os mesmos autores, 0 método é pouco invasivo, rapido e de facil
execucao, permitindo a andlise quantitativa dos diferentes tipos celulares que

compde a gbnada masculina.
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De acordo com Bastos et al.*”) a técnica de PBA é realizada através
de puncdes testiculares com agulhas hipodérmicas, onde séo realizadas
leves escarificacfes para a colheita de material que é utilizado para producéo
de esfregacos em laminas de vidro para avaliagdo sob microscopia de luz.

Além da analise celular quantitativa, a citologia por agulha fina permite
a avaliacdo de danos e patologias testiculares, especialmente aquelas
relacionadas a alteracdes neoplasicas ou degenerativas que resultam em
quadros de oligospermia ou azoospermia “®.

Com o objetivo de se determinar o impacto de punc¢des sucessivas no
testiculo de gatos Gouletsou et al.*® realizaram PAAF em 27 animais
movimentando a agulha em 3 dire¢Bes diferentes no testiculo esquerdo e em
8 direcbes diferentes apds a introducdo no testiculo direito. Através dos
achados histolégicos os autores concluiram que a puncdo representa um
método seguro para a avaliacdo testicular e que o maior nimero de puncdes
ndo aumentou a incidéncia ou severidade de lesdes, restritas apenas ha
edema, hematoma e a dilatagdo do epididimo, alteracdes restritas apenas ao
trajeto percorrido pela agulha. Utilizando a ultrassonografia como método de
avaliacdo e identificacdo das possiveis lesbes causadas por puncoes
testiculares em humanos Raviv et al.*? concluiram que a PAAF é segura e
pode ser utilizada repetidamente a cada 6 a 8 semanas. Resultados
semelhantes foram reportados por Leme e Papa “® que também concluiram
gue a PBA é segura para avaliacdo andrologica de garanhdes.

A partir de esfregacos citolégicos confeccionados com material
recuperado de PBAs todas as células de linhagem espermatogénica podem
ser visualizadas. No entanto, de acordo com Bastos et al.“” os tipos
celulares mais frequentes no exame citolégico dos testiculos de bovinos
adultos e higidos séo as células de Sertolli e espermatides finais (31,15% e
61,05%, respectivamente) representando, portanto, marcadores da higidez e

da maturidade reprodutiva de touros.
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2.6 Interacao entre ganho de peso e castracao de bovinos

Muitos fatores como até mesmo o género do animal podem influenciar
o0 ganho de peso e a qualidade da carne dos bovinos destinados ao abate ®%.

Ao avaliar o desenvolvimento de bovinos inteiros (que naturalmente
produzem maiores quantidades de horménios naturais como a testosterona)
em condicdes de pastejo Restle et al.®? observaram que os animais nao
castrados apresentaram maior ganho de peso médio diario (GPD) quando
comparados aos animais castrados, resultados provavelmente associados ao
efeito anabdlico proporcionado pelos hormonios esteroides.

No entanto, a remocao total ou inibicdo temporaria da funcédo testicular
proporcionada pela castragcdo ou imunocastracdo podem proporcionar maior
taxa de deposicdo de gordura na carcaca, trazendo beneficios qualitativos a
producdo de bovinos destinados ao abate. Nesse sentido, Amatayakul-
Chantler et al.®® observaram maior grau de marmoreio na carcaca de
animais imunocastrados com Bopriva® em relacdo ao grupo controle

1.8 também

composto por animais inteiros. Da mesma forma Andreo et a
observaram uma maior espessura de gordura em animais imunocastrados
com Bopriva® em relacdo a bovinos ndo castrados, diferencas que foram
atribuidas a supressdo dos efeitos da testosterona proporcionada pela
vacinacdo. Dessa forma, em virtude de exigéncias mercadol6gicas ou mesmo
como estratégia para o aumento da deposicdo de gordura e melhora das
caracteristicas fisicas e sensoriais da carne a imunocastracdo tem se tornado
uma alternativa altamente viavel do ponto de vista econdmico, biolégico e do

bem-estar animal para terminacéo de bovinos de corte 83,

3 OBJETIVOS

O experimento avaliou o efeito da vacina anti-GnRH sobre a
circunferéncia e ecogenicidade testicular, além da producdo e atividade
espermatogénica de tourinhos mesticos que iniciaram a imunizacdo aos 5
(G1) ou aos 9 meses de idade (G2), testando-se a hipGtese de que a
vacinacdo anti GhnRH pode comprometer o desenvolvimento e diminuir o
namero de células primordiais testiculares, levando ao quadro irreversivel de
esterilidade quando realizadas 3 aplica¢cées do produto. Adicionalmente, os

possiveis efeitos da imunizacdo e sua interagdo com a idade em que 0s
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protocolos vacinais foram iniciados sobre o ganho de peso e performance

produtiva de bovinos foram avaliados nesse estudo.

4 MATERIAL e METODOS

4.1 Local

A pesquisa foi desenvolvida de forma multicéntrica junto ao
Laboratorio de Reproducdo Animal da Universidade de Santo Amaro (UNISA)
Campus |, Sédo Paulo, SP, Laboratério de Patologia Clinica da Universidade
Severino Sombra (USS) Campus Experimental Vassouras, RJ, a empresa
privada VetSemen® situada na Rua Capricornio 64, Alphaville Conde I,
Barueri, SP e a Fazenda S&o Fernando, Vassouras, RJ. Além disso, o projeto
contou com o patrocinio do laboratorio farmacéutico Zoetis (Sao Paulo, SP,

Brasil) que forneceu as vacinas que foram utilizadas no estudo.

4.2 Animais e Tratamentos

Foram selecionados 18 animais mesticos %2 Holandés preto e branco
(HPB) e ¥z Gir com idade média de 5 meses. Ao inicio do experimento todos
0s animais foram desmamados e agrupados em um mesmo piquete, tendo
livre acesso a pastagem, fonte de agua e suplemento mineral proprio para a
idade e época do ano (creep feeding).

Durante a fase inicial de triagem os animais foram submetidos a
exame clinico geral para constatacdo do estado fisico e foram coletadas
amostras de sangue por venopuncao jugular para realizacdo de hemograma
completo. Adicionalmente, todos os bezerros receberam aplicacao profilatica
de endectocida de amplo espectro de acdo no inicio dos trabalhos
experimentais.

ApoOs a identificacdo atraveés de brincos auriculares os animais foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos: Grupo Controle 5 meses de idade (GC,
n=6),administracdo de 1 ml de solucdo salina pela via subcutanea (sc), 1 vez
ao més por 3 meses; Grupo tratamento 5 meses de idade (G1l, n=6),
administracdo de 1 ml de Bopriva®/sc 1 vez ao més por 3 meses, com inicio

imediato das vacinagbes; Grupo tratamento 9 meses (G2, n=6): vacinagéo
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iniciada no momento em que o0s animais do G2 atingiram 9 meses de idade,

recebendo administracdo de 1 ml de Bopriva®/sc 1 vez a0 més por 3 meses.

Figura—1: Bovinos machos, mesticos Holandés e Gir, utilizados durante
todas as etapas da pesquisa conduzida na fazenda Sado Fernando,
Vassouras, RJ. Fonte: O autor (2015).

4.3 Avaliacéo da circunferéncia escrotal

Todos os animais foram submetidos a exame clinico especifico do
aparelho reprodutor através de inspecédo direta e palpacdo, de acordo com
Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal ®%, além da
medida de circunferéncia escrotal (CE) através de mensuracdo por meio de
fita métrica posicionada na regido de maior didmetro do escroto. As
mensuracdes de CE foram conduzidas mensalmente durante os 9 meses da

fase de pesquisa de campo.
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Figura—2: Exemplificacdo da metodologia utilizada para mensuragdo da

circunferéncia escrotal de bovinos. Fonte: o autor (2015).

4.4 Avaliagéo da ecogenicidade testicular

Avaliacdes ultrassonogréficas foram conduzidas mensalmente durante
9 meses utilizando aparelho CHISON 600D (Wuxi, Jiang Su, China) dotado
de probe linear com frequéncia de 5 MHz. Apés a imobilizacdo em tronco de
contencdo, foi aplicado gel acustico sobre o escroto para realizacdo das
varreduras ultrassonograficas em planos frontais de ambos os testiculos.

As imagens geradas foram salvas no hardware do equipamento de
ultrassonografia e posteriormente transferidas e salvas em formato JPEG

para um computador.
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Figura—3: Exemplificacdo de exame ultrassonografico em plano longitudinal
do testiculo bovino utilizando probe linear com frequéncia de 5 MHz. Fonte: o
autor (2015).

A avaliacdo de cada imagem recuperada foi realizada através do
software computacional Corel Photo Paint X4® (Ottawa, Canadd) através do

recurso “Histograma”. Dessa forma, em cada imagem ultrassonogréfica foi

selecionado um retangulo de 450 mm’, paralelo ao mediastino testicular
(Figuras 4 e 5), que foi submetido a analise de homogeneidade de ecotextura
e guantificacdo da intensidade de pixels (IP), esta ultima variavel definida
como a média mais desvio padrdo do numero de pontos luminosos que
compbe a escala de tons de cinza gerada pelo equipamento de
ultrassonografia, podendo variar de 1 a 255, de acordo com Brito et al. ©® e
Cardilli et al. ©°.
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Figura—4: Exemplificacdo de imagem ultrassonogréfica de testiculo bovino

gerada em plano longitudinal. Fonte: O autor (2015).

Figura=5: Exemplificacdo da imagem de éarea de parénquima testicular

(retangulo de 450 mm®) obtida através de exame ultrassonografico para
analise da homogeneidade da ecotextura testicular e intensidade de pixels.
Fonte: o autor (2015).

4.5 Avaliacéo da citologia testicular

Para a avaliacdo da espermatogénese foram realizadas puncdes
biépsias aspirativas testiculares através de agulhas finas (PAAF). As puncdes
foram realizadas a cada 2 meses (h=5 PAAFs), sendo a 12 delas conduzida
nos bezerros com 5 meses de idades (inicio do estudo), e subsequentemente
com, sete, nove, onze e treze meses de vida em todos os animais incluidos
na pesquisa. Para realizacdo do procedimento os bovinos foram contidos em
tronco préprio para a espécie e apds a antissepsia da bolsa escrotal com
solucdo de iodo povidine (Riodeine®, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil)

foram conduzidas as PBAs através da insercdo de agulhas 25x7 acopladas a
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seringas descartaveis de 20 ml perpendicularmente ao parénquima testicular,

em direcéo & regido cranio lateral de cada testiculo “¢47.

Figura—6: Técnica de PAAF realizada em plano perpendicular ao parénquima

testicular bovino. Fonte: O autor (2015).

Apds a completa insercdo das agulhas no parénquima testicular foi
realizada a completa tracdo do émbolo das seringas para criar 0 vacuo
necessario para a aspiracdo das células da linhagem espermatogénica. Apos
a introducédo a agulha foi movimentada para fora e para dentro dos testiculos
duas a trés vezes por aproximadamente quatro segundos, de acordo com
protocolo descrito por Leme e Papa et al.*”. Segundo os mesmos autores,
essa técnica é eficiente para promover desalojamento celular, facilitando a
succao do material para dentro do canhdo da agulha.

O conteudo aspirado foi utilizado para confeccdo de esfregacos em
laminas foscas de vidro que posteriormente foram coradas com Giensa para
avaliacdo em microscopia de luz “".

Cada amostra foi avaliada em duplicata onde foram contadas de forma
consecutiva 200 células de linhagem espermatogénica que foram
classificadas como espermatogonias; espermatoécitos primarios;

espermatocitos secundarios; espermatides iniciais; espermatides maduras
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(células na fase de alongamento durante a espermiogénese); e células de

Sertolli 9,

N
&

VY B

Figura—7: Citologia obtida a partir de puncéo biépsia aspirativa testicular de

bovinos. Aumento de 100x. Coloragéo: Giensa. Fonte: O autor (2015).

4.6 Avaliacédo do ganho de peso

Todos os animais foram pesados mensalmente durante os 9 meses de
duracdo da pesquisa através do uso de balanca eletrénica instalada na saida
do tronco de contencdo, sendo avaliado o ganho de peso médio diario (GPD)
entre individuos de cada grupo. A partir da subtracdo da média de peso do
inicio da pesquisa em relacdo ao peso ao final do experimento foi gerada a

medida de ganho de peso total (GPT) para cada grupo experimental.

4.7 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados através do programa computacional
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., Cary, USA, 2001), sendo
primeiramente verificada a normalidade dos residuos pelo Teste de Shapiro-
Wilk (PROC UNIVARIATE) e a homogeneidade das variancias comparadas
pelo Teste Qui-Quadrado (Comando SPEC do PROC GLM). Os dados foram
submetidos a analise de variancia com medidas repetidas no tempo (PROC
GLM) onde foi verificado o efeito do tratamento e do momento do inicio do

protocolo vacinal sobre as variaveis numero de células de linhagem
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espermatica, circunferéncia escrotal, intensidade de pixels, ganho médio de
peso diario e total. A média obtida para cada variavel foi comparada entre os
grupos utilizando o comando “LSMEANS” do SAS. Foi adotado o nivel de
significancia de 5% para todas as analises realizadas.

5 RESULTADOS

5.1 Circunferéncia Escrotal

N&o foram observadas diferencas para a CE na primeira avaliacdo
comparativa de circunferéncia (17,08+3,16%, 18,50+1,51* e 19,50+2,23%
respectivamente para GC, G1 e G2). No entanto, menores valores médios
foram observados para os animais do grupo controle (17,66+1,75% e do G1
(17,91+1,53%) em relacdo ao G2 (21,70+4,32°, p= 0,0286) 5 meses apds 0O
inicio do experimento (Grafico-1), periodo representado pelo término do
protocolo vacinal dos animais pré-puberes do Grupo 1. Ao final das nove
avaliagbes (animais com 14 meses de idade) ndo foram observadas

diferencas entre os trés grupos experimentais para a CE.

5.2 Ecogenicidade Testicular

Com relacdo as avaliacdes ultrassonograficas nao foram observadas
diferencas entre os grupos no periodo inicial do estudo. Aos 6 meses de
idade a ecogenicidade testicular média foi de 77,00+15,84% 68,66+13,33% e
86,40+26,90% respectivamente para os grupos GC, G1 e G2 (p>0,05). No
entanto, houve um aumento significativo (p<0,05) na ecotextura testicular dos
animais quando alcancaram 7 meses de idade (123,50+12,88% 130+14,19% e
134,80+£13,51%; respectivamente GC, G1 e G2 p>0,05), independente do
grupo experimental. Apos a elevacao inicial todos os grupos experimentais
sofreram queda gradativa na intensidade de pixels, que teve maior amplitude
nos animais do G1, coincidindo com o momento da 32 dose da vacina anti-
GnRH (67,66+12,95?, 129,83+16,00° e 130,20+13,55, respectivamente para
G1, GC e G2; p<0,05), de acordo com o Gréfico-2 (momento “6”).
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Gréfico-1: Circunferéncia escrotal média dos animais dos grupos controle
(GC) e vacinados anti GhRH aos 5 (G1) ou aos 9 meses de idade (G2).
Letras diferentes (a,b) indicam as diferengas encontradas (p<0,05), de acordo

com cada momento experimental. Onde: “*” vacinagdo do grupo G1 e

vacinacao do grupo G2.

Fonte: O autor (2015).

Grafico-2: Ecotextura testicular (intensidade de pixels) média dos animais
dos grupos controle (GC) e que receberam a vacina anti GnRH aos 5 ou aos
9 meses de idade (Gl e G2, respectivamente). Onde “*” representa os

momentos em que os animais do G1 (1, 2 e 3) e G2 (5, 6 e 7) foram

140 * 1
120 A '

80 - —o—GC

vacinados.

—— (G1

20 G2

Intensidade de pixels
(IP)

1* 2% 3* 4 H* 6 7* 8 9

Avaliacoes ultrassonograficas

Fonte: O autor (2015).
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5.3 Citologia Testicular

Foram observadas variagdes no percentual médio de espermatogébnias,
espermatdécitos primarios, espermétides e células de Sertolli dentro de cada
grupo experimental ao longo dos 9 meses da pesquisa (p<0,05).

N&o foram observadas diferencas no percentual de espermatogoénias
testiculares comparando-se 0s trés grupos experimentais durante a primeira
PBA. No entanto, os animais que receberam a vacinac¢ao anti-GnRH com 5
meses de idade apresentaram menor proporcdo de espermatogonias
recuperadas a partir da 22 e 32 puncbes (aos 7 e 9 meses de vida) em
relacdo ao GC, enquanto que 0s animais vacinados no G2 apresentaram
menor contagem para essa ceélula primordial na 22 32 e 42 avaliagcdes
(animais com 7, 9 e 11 meses de idade; Tabela-1). Nao foram observadas
diferencas entre os grupos para o percentual de espermatogoénias ao final do

experimento.

Tabela-1: Percentual médio de espermatogbnias obtidas a partir de puncéo
biopsia aspirativa (PBA) testicular (n=5) dos animais dos grupos controle

(GC) e vacinados anti GnRH aos 5 (G1) ou aos 9 meses de idade (G2).

Ndamero PBA GC G1 G2

12 (inicio estudo) 19,25+3,34° 20,41+3,92% 16,16+2,88°
22 (7 meses) 15,80+1,72° 13,83+3,88" 10,50+3,75°
32 (9 meses) 16,91+2,15° 11,41+2,45° 11,30+5,85"
42 (11 meses) 18,13+2,48° 12,62+2,07° 11,43+5,91%
52 (13 meses) 14,83+3,20° 13,50+4,84° 11,37+5,88°

2P etras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas
encontradas (p<0,05).

*Animais submetidos a imunizacdo anti-GnRH, de acordo com cada grupo
experimental.

Fonte: O autor (2015).

Foram observadas diferencas significativas para a contagem de
espermatécitos primarios obtidos a partir da 32 puncao testicular, havendo
uma menor proporc¢éo dessa linhagem celular no G1 (12,83+4,96) em relagéao
ao G2 (30,34+19,65) e GC (22,91+4,17).



34

Tabela-2: Percentual médio de espermatdcitos primarios obtidos a partir de
puncdo bidpsia aspirativa testicular (n=5) dos animais dos grupos controle

(GC) e vacinados anti GnRH aos 5 ou aos 9 meses de idade (G1 e G2,

respectivamente).
Namero PBA GC G1 G2

12 (inicio estudo) 19,25+5,50° 20,41+7,43% 20,48+5,45%
22 (7 meses) 24,26+4,72° 18,08+4,70* 26,60+14,22°
32 (9 meses) 22,91+4,17° 12,83+4,96° 30,34+19,65*
43 (11 meses) 21,10+5,68% 18,70+6,05° 32,33+21,54%
52 (13 meses) 25,66+7,69° 22,50+7,83° 31,37+20,60°

abLetras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas
encontradas (p<0,05).

*Animais submetidos a imunizacao anti-GnRH, de acordo com cada grupo
experimental.

Fonte: O autor (2015).

Embora ao final do estudo ndo tenham sido observadas diferencas
para a proporcdo de espermatides iniciais, houve uma grande variacao inter
grupos para o percentual médio dessa linhagem celular, apresentou maior
variacdo média para animais que receberam a imunizacdo anti-GnRH em

relacdo aos bovinos pertencentes ao grupo controle ndo vacinado (Tabela-3).

Tabela-3: Percentual médio de espermatides iniciais obtidas a partir de PBA
testicular (n=5) dos animais dos grupos controle (GC) e vacinados anti GnRH
aos 5 ou aos 9 meses de idade (G1 e G2, respectivamente).

Namero PBA GC G1 G2

12 (inicio estudo) 28,57+5,56° 26,08+4,24% 25,14+5 58
22 (7 meses) 26,85+4,07° 29,00+6,15% 29,60+3,52°
32 (9 meses) 28,83+3,32%" 33,08+3,08° 24,00+14,91"
42 (11 meses) 32,83+2,78° 29,31+3,60% 24,16+14,90”
52 (13 meses) 26,91+5,052 27,16+10,53% 24,08%+14,91°

abLetras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas
encontradas (p<0,05).

*Animais submetidos a imunizacdo anti-GnRH, de acordo com cada grupo
experimental.

Fonte: O autor (2015).
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N&o foram observadas diferencas para a contagem de células de
Sertolli entre 0s grupos experimentais estudados, independente do momento

experimental (Tabela-4).

Tabela-4: Percentual médio de células de Sertolli obtidas a partir de puncao
biopsia aspirativa testicular dos animais dos grupos controle (GC) e

vacinados anti GhnRH aos 5 meses ou aos 9 meses de idade (G1 e G2,

respectivamente).
Numero PBA GC G1 G2

12 (inicio estudo) 23,89+8,992 29,50+10,46* 28,10+8,58%
22 (7 meses) 28,91+7,99° 37,16+4,73* 33,30+12,53°
32 (9 meses) 29,25+4,27% 35,15+4,73% 31,90+8,92%
42 (11 meses) 34,67+4,09% 35,12+3,64°% 28,59+1,11%*
52 (13 meses) 32,50+4,89% 36,83+5,56% 30,25+5,02%

abLetras diferentes na mesma linha indicam as diferencas estatisticas
encontradas (p<0,05).

*Animais submetidos a imunizacao anti-GnRH, de acordo com cada grupo
experimental.

Fonte: O autor (2015).

5.4 Ganho de peso

Animais dos trés grupos experimentais iniciaram o estudo com mesma
faixa de peso (p>0,05), vivenciando 3 meses subsequentes de GPD positivo
e nao sendo observadas diferencas entre os bovinos que receberam ou néo
a vacinagdo anti-GnRH. Foram observados valores negativos para o GPD
nos dois meses subsequentes (momentos 5 e 6; Grafico-3), fase em que os
bezerros atingiram 9 a 10 meses de idade, sendo constatada perda
expressiva de peso dos animais do G2 (p<0,05). Ja durante o periodo final do

experimento os trés grupos apresentaram valores semelhantes para GPD.
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Grafico-3: Ganho de peso médio diario (GPD) dos animais dos grupos

controle (GC) e vacinados anti GnRH aos 5 meses ou aos 9 meses de idade

(G1 e G2, respectivamente). Letras diferentes @ indicam as diferencas

encontradas em cada um dos momentos avaliados (p<0,05). * Vacinagéo do

grupo G1 e ** vacinacao do grupo G2.

Ganho de peso médio diario

a a a
o 10 aaa a
N a & a a a a
: e ™ B N}
E 0 l a
5 a
: 3
g a
-10
b
15 GP1* | GP2* | GP3* GP4 | GP5* | GP6** | GP7* | GP8 GP9
EGC| 8.333 2.5 12 5.5 -1 -0.333 | 5.167 | 6.333 | 5.667
mGl| 8.667 | 2.667 10 3.167 | -7.667 0.5 12 7.833 9.5
G2| 8.8 5.6 10.8 3.6 -6.8 -10 10.4 12 11.6

Fonte: O autor (2015).

Com relacdo ao ganho de peso total houve diferenca significativa

quando comparados os grupos Gl e G2 em relacdo ao controle, que

apresentou o menor GPT no periodo (126,17+ 26,6 Kg) em relacdo aos

demais grupos avaliados (Gréfico-4).
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Grafico—4: Ganho de peso total (GPT) dos animais dos grupos controle (GC)
e vacinados anti-GnRH aos 5 ou aos 9 meses de idade (G1 e G2,
respectivamente). Letras diferentes @ indicam as diferencas encontradas
(p<0,05).

Ganho de peso total

GC
|GPT 126.17 168.17 164.4

Fonte: O autor (2015).

6 DISCUSSAO

No presente experimento foi avaliado o efeito da vacina anti-GnRH
sobre o desenvolvimento, arquitetura e ecogenicidade testicular, perfil
espermatogénico e ganho médio de peso de bovinos pré (5 meses de idade)
e peri-puberes (9 meses de idade) submetidos ao protocolo vacinal.

De acordo com Silva et al.®®

, para avaliar a capacidade reprodutiva
de touros podem ser utilizados varios parametros como a mensuracao
testicular e a avaliagdo da qualidade do sémen. Dentre estes parametros, a
circunferéncia escrotal € o que possui maior correlagdo com o tamanho dos
testiculos e a quantidade em volume da &area ocupada pelo parénquima

testicular, responsavel pela producao de andrégenos e espermatozoides.

O desenvolvimento testicular de bovinos durante a fase posterior a
desmama € associado a diversos fatores como idade, raga, condigcbes
ambientais e regime nutricional, havendo correlacdo positiva entre o
desenvolvimento do testiculo e qualidade seminal na vida adulta (VASQUES
et al., 2003).
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De acordo com revisdes de Thundathil et al.,*® o desenvolvimento
reprodutivo de bovinos envolve 3 periodos: fase de infancia, pré-puberal e
puberal. De acordo com os autores, as concentracdes plasmaticas de LH e
FSH atingem um pico em bovinos ao redor de 3 a 5 meses de idade,
havendo um declinio expressivo até o nadir em animais ao redor de 25
semanas; esse declinio pode ser atribuido a producdo de grandes
quantidades de testosterona durante a fase pré-pubere, que exerce feed-
back negativo sobre o hipotadlamo e hipofise. A elevacdo dos niveis de
testosterona, por sua vez, possui correlacdo positiva e significativa com as
concentracdes plasmaticas®”, demonstrando a dependéncia enddcrina
relacionada ao crescimento e diferenciagdo das células germinativas
testiculares.

Nesse contexto, os menores valores médios para CE encontrados nos
animais do G1 logo apdés o término do protocolo vacinal podem ser
justificados pelos efeitos da propria vacinacdo anti-GnRH, que provavelmente
levou a queda significativa das concentragfes plasmaticas de testosterona e
ganadotrofinas justamente na fase de maior importancia desses hormoénios
para o desenvolvimento testicular inicial.

Tais resultados encontram-se em conformidade aos reportados por

(35

Janet et al. **”, que concluiram que bovinos pré-puberes que receberam

vacina anti-GnRH apresentaram menor circunferéncia testicular média em
relacdo ao grupo de animais ndo vacinados. Janet et al.??, também
associaram a diminuicdo nos niveis séricos de LH (e consequente diminuicao
da secrecdo de testosterona) com a interferéncia no desenvolvimento
gonadal de animais imunocastrados.

O uso da vacina anti GhnRH promove efeito sobre a espermatogénese
através de uma diminuicdo dos niveis séricos de gonadotrofinas LH e FSH
9 segundo Adams et al.®*%, as gonadotrofinas atuam em varias etapas da
espermatogénese. O LH atua no crescimento das génadas e na secrecéo de
testosterona e também age sobre a proliferacdo de espermatogbnias; ja o
FSH promove auxilio na maturacdo dos espermatocitos, sendo essencial

para o processo de diferenciacao das células de linhagem espermaética.
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Possivelmente os efeitos da vacinacdo sobre a CE ndo foram
observados nos animais do G2 em funcdo do periodo em que o protocolo
vacinal foi instituido. De acordo com Thundathill et al.,®® crescimento
testicular expressivo associado a diferenciacéo das células de Leidyg adultas
e células de Sertolli ocorre apenas por volta dos 8 a 10 meses de idade em
bovinos. Dessa forma, como os animais do G2 receberam a 12 dose da
vacina anti-GnRH apenas aos nove meses de idade, a interferéncia da
supressao enddcrina foi menos evidente nesse grupo de animais, justificando
0s resultados obtidos em nossa pesquisa.

Adicionalmente os animais do grupo controle apresentaram menor
circunferéncia escrotal em relacgdo ao G2 em diversos momentos
experimentais. Possivelmente esses resultados podem ser atribuidos a falhas
na divisdo dos grupos amostrais, ja que os animais do GC apresentaram
medidas de circunferéncia escrotal inicial inferior aos demais grupos
experimentais. No entanto, tais diferencas foram transitérias, ndo sendo
evidenciadas ao término do experimento.

O exame ultrassonografico dos testiculos corresponde a um método
rapido e ndo invasivo que vem sendo implementado na rotina da avaliacao
androlégica de bovinos ‘Y. De acordo com Cardilli ®® representa um método

bY

valioso para o exame complementar a avaliacdo androlégica tradicional,
correspondendo a técnica de maior importancia para investigacdo de
desordens subclinicas de bovinos.

Durante as avaliacfes ultrassonogréficas iniciais (bezerros com 5 e 6
meses de idade) os animais dos 3 grupos experimentais apresentaram
ecogenicidade moderada e ecotextura testicular homogenia ocorrendo,
subsequentemente, o aumento significativo na intensidade de pixels na
avaliacdo dos animais de todos os grupos. Resultados semelhantes foram
reportados por Kastelic e Brito “? e Brito et al.®® que observaram o aumento
significativo da ecogenicidade testicular de tourinhos de corte a partir de 26 a
30 meses de idade. Dessa forma, como nas duas primeiras avaliacdes de
Nnosso estudo os animais se encontravam com cerca de 20 - 24 meses de
idade e na 32 e 42 avaliacGes 0s bovinos ja possuiam entre 28 a 32 meses de
idade, conclui-se que o aumento de ecogeniciade do parénquima testicular

ocorreu de forma fisioldgica e semelhante ao reportado anteriormente pela
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literatura, ndo havendo nenhum indicativo de influencia da vacinacdo anti-
GnRH sobre a avaliacdo ultrassonografica do testiculo de bovinos pré-
puberes.

Segundo Cardilli et al.®*® o parénquima testicular de bovinos jovens da
raca Nelore € homogéneo e tem baixa ecogenicidade até o inicio da
puberdade. Nesse sentido Brito et al.®® destacaram que o aumento da
ecogenicidade testicular em bovinos ocorre em funcao da diferenciacdo de
células de Sertolli, formacdo da barreira hemato-testicular, aumento no
diametro dos tubulos seminiferos e rapida expansdo de todas as linhagens
de células germinativas responsaveis pelo estabelecimento da
espermatogénese e inicio da puberdade. Dessa forma, pode-se concluir que
0s animais de todos 0s grupos experimentais encontravam-se em fase peri-
pubere por volta do 7 ao 8 més de vida.

De acordo com Brito et al.®® e Aravindakshan et al.*? a ecogenicidade
testicular ndo sofre mudancas significativas apdés a puberdade. No entanto,
menores valores médios de IP foram observados para os animais do G1 apd4s
a 32 dose de vacina anti GhnRH em relacdo ao GC e G2. Tais resultados nos
permitem concluir que os animais que receberam a vacinacdo no periodo
pré-pubere apresentaram um atraso no desenvolvimento do parénquima
testicular, justificando a menor ecotextura da génada masculina no més
subsequente ao término do protocolo vacinal do G1.

Avaliando histogramas testiculares Kastelic“?, Brito® e cCardilli®®
propuseram que animais adultos que apresentam normalidade do
parénquima testicular possuem ecotextura média = 100 pixels. Nesse
sentido, como todos os animais, independente do grupo experimental,
apresentaram ecogenicidade testicular = 100 pixels nas avaliacdes
conduzidas no 11° 12° e 13° més de vida, conclui-se que os efeitos da
vacinacdo sobre o desenvolvimento testicular foram transitrios mesmo nos
animais pré-puberes, que ao final do experimento apresentaram similaridade
na densidade testicular em comparac¢ao aos animais néo vacinados.

Uma das maneiras de se estudar a origem de possiveis falhas
reprodutivas relacionadas a queda na producdo espermatica e
espermatogénese corresponde ao emprego da andlise citoldgica testicular a

partir de puncao bidpsia aspirativa (PBA), recurso que permite a obtencéo de
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material celular diretamente do testiculo, sem a necessidade de coleta do
sémen “©).

Ao longo do experimento foram observadas diferengas para a
contagem de células espermatogénicas obtidas pela PBA quando
comparados os diferentes grupos em cada uma das 4 puncdes realizadas,
como também para o percentual meédio dos diferentes tipos celulares
avaliados dentro de cada grupo.

De acordo com Aguiar et al. %

, animais taurinos, saudaveis e pré
puberes (26 semanas de idade) apresentam proporcdo média de 24,5 + 8,2%
de espermatogonias, valores que se assemelham aos resultados obtidos em
nosso estudo durante a primeira avaliacdo citologica testicular conduzida nos
bovinos com 5 meses de idade, independente do grupo experimental. De
acordo com Bagu et al, (2006), fisiologicamente ocorre uma rapida
proliferacéo de pré-espermatogbnias e espermatogonias testiculares até o 5°
més de vida de bezerros, havendo posterior queda gradativa na contagem
dessa linhagem testicular. Tais resultados também se assemelham ao padrao
observado em nosso estudo, onde todos 0s grupos experimentais exibiram
gueda significativa da contagem de espermatogdnias em relacdo a primeira
avaliacdo conduzida aos 5 meses de idade.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas para o percentual de
espermatogobnias testiculares comparando-se 0s trés grupos experimentais
durante a primeira rotina de PBA, queda significativa na contagem dessa
linhagem celular foi associada a utilizacdo da imunizacao anti-GnRH tanto no
grupo que recebeu a vacinacado na fase pré-pubere quanto no G2 onde a
primeira aplicacdo ocorreu apenas aos 9 meses de idade.

De acordo com Bangu et al., 2006 naturalmente a concentracao
plasmética de testosterona aumenta em bovinos da 82 a 202 semana de vida,
declinando até a 282 e subsequentemente aumentando significativamente a
partir da 282 a 322 semana. Dessa forma, é possivel concluir que os efeitos
da vacinagéo coincidiram com o provavel inicio da ascensdo fisioldgica dos
niveis de testosterona dos animais do G1 (animais receberam a ultima dose
de vacina com 28 semanas ou 7 meses) e com 0 platd de producdo e
secrecdo desse horménio nos animais do G2. Nesse sentido, levando-se em

consideracdo que a espermatogénese ndo se processa de forma integral e
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fisioloégica na auséncia de concentragdes adequadas de testosterona (O’Hara
e Smith, 2015), se justificam os menores valores médios para a contagem de
espermatogodnias para os animais que receberam a imunizacao anti-GnRH.

Conclusbdes semelhantes podem ser estabelecidas para justificar os
menores valores para a contagem de espermatocitos secundarios (apdés o
final do protocolo vacinal do G1) e espermatides finais (inicio e fim do
protocolo de imunizacdo dos animais do G2) obtidos a partir da PBA
testicular de animais que receberam a vacinagéo anti-GnRH.

De acordo com Aguiar et al. @, fisiologicamente ocorre aumento do
percentual de espermatdcitos primarios entre 26 a 30 semanas de vida de
bovinos, sendo um parametro importante que serve como marcador para a

normalidade do processo de espermatogénese ©2

. Dessa forma, fica claro
que a interferéncia na espermatogénese em relacdo aos espermatdcitos
secundarios foi mais evidente no grupo G1, que naturalmente recebeu a
vacinacdo anti-GnRH no periodo coincidente com o aumento fisiolégico da
proporcao dessa linhagem espermatogénica.

Por outro lado, ndo houve efeito da administracdo de vacina anti-
GnRH quando conduzida em animais pré-puberes em relacédo a contagem de
espermatides finais. Provavelmente como essa linhagem celular
naturalmente se torna prevalente no testiculo bovino a partir de 11 a 13
meses de idade (APONTE et al., 2005), a inibicdo esteroidogénica promovida
pela vacinacdo nédo foi capaz de alterar o grau de maturacdo dessas células
apos a puberdade. Por outro lado, a vacinacdo do G2, por coincidir
justamente com a fase de maior producao de espermatides, promoveu queda
significativa dessa linhagem de célula germinativa em relacdo aos demais
grupos estudados, demonstrando haver interacdo entre o efeito da
imunizacdo em relagdo ao periodo em que a vacina foi utilizada.

Nesse sentido, como a formacdo de espermatides representa um
importante marcador para a normalidade da espermatogénese e saude
testicular®, pode-se concluir que a vacinacdo anti-GnRH foi capaz de alterar
a diferenciacdo desse padrdo celular apenas em animais imunizados proximo

ao periodo esperado para ocorréncia da puberdade.
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De acordo com Xu et al.®Y as células de Sertolli provem suporte
nutricional e hormonal aos tdbulos seminiferos e espermatides em
desenvolvimento, sendo imprescindiveis para a espermatogénese .

Sinowatz e Amselgruber ©? postularam que as células de Sertolli ndo
sofrem diferenciacéo apos os 5 meses de idade na espécie bovina, havendo,
segundo Curtis e Amann ® o decréscimo dessa linhagem celular a partir da
202 semana de idade em touros holandeses. Contraditoriamente em nosso
estudo nado foi observado o decréscimo na contagem de células de Sertolli,
gue se mantiveram estaveis e com tendéncia a pequena elevacdo em todos
0os grupos estudados. De acordo com revisbes de Bagu et al., (2006) se
supbe que a testosterona promova o estimulo para a diferenciacdo das
células diploides imaturas (células de Sertolli imaturas) para células de
Sertolli maduras no testiculo de bezerros. No entanto, em virtude da
dificuldade de realizacdo da diferenciacdo do grau de maturidade celular das
células de Sertolli através do exame citolégico obtido por PBA a reducdo
fisiologica (grupo controle) ou alteracao induzida pela vacina¢do anti-GnRH
(G1 e G2) ndo foram observadas, justificando a leve tendéncia de elevacao
no percentual médio dessa célula espermatogénica.

Muitos aspectos relacionados ao efeito da imunizagdo anti-GnRH
sobre a espermatogénese de bovinos, especificamente sobre o grau de
interferéncia na diferenciacdo de cada linhagem celular, ainda néo
apresentam um definicdo clara na literatura. Nesse contexto, outra explicacédo
possivel para a estabilidade no percentual de células de Sertolli mesmo nos
grupos de animais tratados pode estar relacionada a menor dependéncia
esteroidogénica dessa linhagem celular e/ou maior resisténcia mesmo em
condicBes de baixo aporte de hormoénios gonadotréficos.

Utilizando irradiacdo como método de preparo de receptores para
células tronco testiculares Herrid et al.,®® observaram maior reducédo do
namero de espermatogdnias em relacdo a contagem de células de Sertolli de
animais submetidos a radioterapia, demonstrando maior resisténcia das
células estruturais em relacdo as ceélulas germinativas primordiais mesmo
frente & um desafio degenerativo.

(64)

De acordo com Leng com a chegada da estacdo seca as

pastagens tropicais apresentam rapido decréscimo em seus teores de
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digestibilidade e conteudo total de nitrogénio, levando a uma perda de
produtividade. Durante os trés meses iniciais do estudo os animais dos trés
grupos apresentaram GPD positivo. No entanto durante os dois meses
subsequentes 0s animais apresentaram valores negativos para essa variavel.
Essa reducao nas taxas de desenvolvimento corpéreo coincidiu com o inicio
da estacdo de seca (meses de outono/inverno), interferindo negativamente
no desempenho dos animais do experimento.

Embora ndo tenha sido analisada a qualidade bromatolégica e os
niveis nutricionais das pastagens, os valores negativos para GPD
justificariam a suplementacéo dos animais nessa fase do estudo, permitindo
a manutencédo do escore de condicdo corporal e ganhos positivos de peso
nesse periodo. No entanto, tendo em vista que o aumento da densidade
energética e aporte nutricional de bezerros pode acelerar a entrada na
puberdade, aumentando as secrecfes de LH hipofisario e garantindo maior
desenvolvimento testicular ®®, optou-se por néo realizar uma suplementacao,
evitando-se possiveis interferéncias no protocolo experimental.

Apods o sétimo més do experimento os trés grupos apresentavam GPD
positivo e ao final do experimento os animais imunocastrados (grupos G1 e
G2) apresentaram um maior ganho de peso total em relacdo aos animais do
grupo controle.

Comparando animais imunocastrados com bovinos castrados
cirurgicamente Amatayakul-Chantler et al. ®® observaram maior ganho de
peso e também maior area de olho de lombo para animais vacinados em
relacdo aos submetidos a orquiectomia convencional. Como
convencionalmente se realiza a imunizacao anti-GnRH em animais adultos,
0S niveis séricos de testosterona permanecem elevados durante a maior
parte da vida produtiva do animal, exercendo efeito anabdlico direto sobre o
crescimento corpéreo e producdo de fibras musculares, o que justifica os
beneficios da vacinacdo como estratégia para promover maior ganho de peso
animal. Nesse sentido, como em nosso experimento 0s animais do grupo G2
foram vacinados apenas aos 9 meses de idade, houve 0 maximo beneficio
em termos de crescimento corporeo e ganho de peso em relacdo aso animais

do G1, onde a supresséo da testosterona ocorreu mais precocemente.
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De acordo com Freitas et al.,""” o propésito da castracdo é reduzir os
problemas de manejo relacionados a agressividade e comportamento sexual,
tornando os animais mais ddéceis e mitigando condutas sexuais como a
sodomia, que podem comprometer a producdo de bovinos do ponto e vista
qualitativo e quantitativo. Tal comprometimento produtivo dos animais inteiros
ficou evidente em nosso estudo, jA& que os bovinos do grupo controle
apresentaram o pior desempenho para ganho de peso durante o periodo
avaliado. De acordo com Andreo et al.,®” maior maciez e quantidade de
gordura podem ser atribuidos a carne de animais imunocastrados, o0 que
justifica os beneficios da vacinacdo anti-GnRH ndo apenas em termos

quantitativos mas também qualitativos da producédo de bovinos de corte.

7 CONCLUSOES

A vacinacdo anti GnRH exerce influencia temporaria e transitoria
sobre o desenvolvimento gonadal e espermatogénese de bovinos pré
puberes, sendo que os efeitos vacinais sdo mais expressivos nos animais
com 5 meses de idade em relacdo aqueles que iniciam o protocolo vacinal
apenas aos 9 meses de vida. A interferéncia sobre o desenvolvimento
reprodutivo pode ser avaliado objetivamente através da mensuracdo de
circunferéncia escrotal, ultrassonografia testicular e puncéo aspirativa para
avaliacdo da espermatogénese. A vacinacdo pode promover maior ganho de
peso animal possivelmente por inibir a atividade sexual apds a puberdade,
resultando em maior direcionamento animal para engorda em detrimento a

expressao de libido e caracteristicas sexuais secundarias.
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