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RESUMO

O procedimento de imunocastracdo vem sendo utilizado como técnica alternativa amplamente
favorével ao bem-estar animal, por ser indolor, pouco invasiva e com eficicia semelhante & da
castracdo cirdrgica, que causa maior estresse aos animais, principalmente quando realizada de
forma inadequada. A imunocastracdo estimula a producdo de anticorpos contra o Horménio
Liberador de Gonadotrofina (GnRH), bloqueando temporariamente a producao da testosterona
pelas gbnadas masculinas e consequetemente a espermatogénese. Por causa da escassez de
informac0es sobre este procedimento em touros bubalinos, o estudo teve como objetivo analisar
0s possiveis efeitos da imunocastracdo no testiculo desses animais. Vinte touros bubalinos, com
idade entre 4 a 6 anos, oriundos da ilha do Maraj6 — PA, foram avaliados e divididos
aleatoriamente em dois grupos composto por dez animais no grupo controle (GC) e dez do
grupo imunocastrado (GIM). O produto utilizado foi a vacina anti-GnRH Bopriva ® (Zoetis,
SP, Brasil). O GIM recebeu duas doses de 1,0ml contendo 400ug da vacina Bopriva ® com
intervalo de 60 dias e o grupo controle recebeu 1,0 ml de solucgéo fisiologica. Apos 14 dias da
ultima dose, os animais foram abatidos para consumo e foi coletado os 20 pares de testiculos
para analises de pardmetros macroscopicos como: comprimento, largura, circunferéncia e peso.
Além disso, foi realizada a retirada de fragmentos do parénquima testicular na porcdo medial
para confeccdo de laminas histologicas. Para comparacdo dos dados foi aplicado o teste t de
Student considerando a significancia com p<0,05 e intervalo de confianca de 95%. Foi
observado diferenca significativa entre os dois grupos para grupos para peso (direito p<0001;
esquerdo p< 0,0001), circunferéncia (direito p<0,0001; esquerdo p<0,0001), largura (somente
lado direito p<0,0372) e comprimento (direito p< 0,0013; esquerdo p<0,0437). Na avaliacao
microscopica, 0os animais do GC ndo apresenteram alteracfes. Nos animais do GIM houve
degeneracdo em todas as amostras, sendo visualizado descamacao, tortuosidade e espessamento
da membrana basal do tubulo seminifero, assim como vacuolizacdo e atrofia das células de
Sertoli. Foi observado também uma reducdo do nimero de células de Leydig, nicleos
picnoticos e azoospermia. Conclui-se vacina anti-GnRH pode comprometer a fertilidade de
bafalos, provavelmente pela supressao da funcéo testicular. A provavel supressdo na funcao
testicular foi demostrada atraves da analise das alteragdes macroscépicas e degeneragdo e
atrofia testicular a nivel histologico observadas em animais imunocastrados.

Palavras-chave: atrofia gonadal, degeneracao testicular, bubalinos, Bopriva.



ABSTRACT

The immunocastration procedure has been used as an alternative technique that is widely
favorable to animal welfare, as it is painless, little invasive and with similar effectiveness to
surgical castration, which causes greater stress to animals, especially when performed
improperly. Immunocastration stimulates the production of antibodies against the Gonadotropin
Releasing Hormone (GnRH), temporarily blocking the production of testosterone by the male
gonads and consequently spermatogenesis. Due to the scarcity of information about this
procedure in buffalo bulls, the study aimed to analyze the possible effectsof immunocastration
on the testis of these animals. Twenty buffalo bulls, aged 4 to 6 years, from the island of Maraj6
- PA, were evaluated and randomly divided into two groups consisting of ten animals in the
control group (CG) and ten in the immunocastrated group (GIM). The product used was the
Bopriva ® anti-GnRH vaccine (Zoetis, SP, Brazil). The GIMreceived two doses of 1.0 ml
containing 400ug of the Bopriva ® vaccine with an interval of 60days and the control group
received 1.0 ml of saline solution. Fourteen days after the last dose,the animals were slaughtered
for consumption and the 20 pairs of testicles were collected for analysis of macroscopic
parameters such as: length, width, circumference and weight. In addition, fragments of the
testicular parenchyma were removed fromthe medial portion to makehistological slides. For data
comparison, Student's t test was applied considering significance with p<0.05 and 95%
confidence interval. A significant difference was observed between the two groups for groups
for weight (right p<0001; left p<0.0001), circumference (right p<0.0001;left p<0.0001), width
(only right-side p< 0.0372) and length (right p< 0.0013; left p<0.0437). In the microscopic
evaluation, the animals of the CG did not present alterations. In the animalsfrom the GIM, there
was degeneration in all samples, with desquamation, tortuosity and thickening of the basement
membrane of the seminiferous tubule being visualized, as well as vacuolation and atrophy of
Sertoli cells. A reduction in the number of Leydig cells, pyknotic and azoosperm nuclei was
also observed. It is concluded that anti-GnRH vaccine may compromise fertility in buffaloes,
probably by suppressing testicular function. Probable suppression of testicular function was
demonstrated through the analysis of macroscopic changes and testicular degeneration and
atrophy at the histological level observed in immunocastrated animals.

Keywords: gonadal atrophy, testicular degeneration, buffaloes, Bopriva.
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1. INTRODUCAO

Na bubalinocultura de corte, existem técnicas que servem para aumentar o
desempenho produtivo dos animais e abaté-los com menor idade e maior peso, semelhantes as
utilizadas em bovinos, como é o caso da castragdo cirurgica. Dentre alguns beneficios esta a
producéo de carcagas de melhor qualidade, com uma maior deposicdo de gordura de cobertura
(protegendo a carcaga durante seu resfriamento), produzindo assim, carne mais macia, com
textura mais fina e sabor mais agradavel (JANETT et al., 2012). Além disso, outras vantagens
também incluem o controle de fertilidade, reducdo de manchas na carne, controle de
agressividade e acasalamentos indesejados (MARTI et al., 2015).

Entretanto, o procedimento cirdrgico tem sido questionado do ponto de vista do bem-
estar animal, por ser realizado em muitos casos, sem 0 uso de analgésicos e anestésicos, sem
assisténcia do médico veterinario, ou em condi¢des precarias de higiene e manejo (MACHADO
et al., 2019). Outras desvantagens dos procedimentos cirdrgicos, sdo 0s traumas associados a
pratica, estresse animal, reducdo na taxa de crescimento e mortes (D’OCCHIO, 1993; BIAGINI
E LAZZARONI, 2007).

Por outro lado, novas técnicas estdo sendo implementadas como alternativa favoravel
ao bem-estar dos animais, como € o caso da castracdo imunologica, que reduz o comportamento
sexual e agressivo em touros inteiros (MARTI et al., 2015). A técnica basea-se no uso da vacina
Anti-GnRH que é composta por uma forma modificada do hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) conjugada a uma proteina, na qual, estimula o sistema imunolégico do
animal a produzir anticorpos especificos contrao GnRH . Desta forma, ocorre a interrupc¢éo do
0 eixo hipotalamico- hipofisario-gonadal através de uma barreira imunoldgica, pois a vacina
impede a passagem de GnRH do local de liberacdo no hipotalamo ao local de a¢do na adeno-
hipdfise, ocasionando a supressao da espermatogénese e diminuicdo na sintese de testosterona
(BAUER et al., 2008; JANETT et al., 2012; MONLEON et al., 2020).

A vacina provoca reducdo no tamanho total dos testiculos (atrofia gonadal), diminuicao
do didametro de tdbulos seminiferos em consequéncia da inibicdo da funcdo das células de
Leydig e Sertoli e parada na gametogénese levando a um quadro de infertilidade reversivel
(FERRO et al., 2001; HAYDEN, 2008; KAUFFOLD et al., 2010).

Portanto, a castragdo imunoldgica traz inumeros beneficios, como: impedir a dor
associada aos procedimentos de castragdo cirurgica, auséncia do risco de feridas que causem
infeccdo e complicagbes no processo de cicatrizagdo, reducdo das incidéncias de morbidade,

mortalidade e cooperando para o bem-estar animal (NEEDHAM et al., 2017). Assim como
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impedir o estresse do manejo inadequado da castracdo cirirgica que é implantado na rotina da
pecudria, aumento na massa corporal para o abate, maior propor¢do de musculo e gordura na
carcaga em comparagdo a animais inteiros ou castrados cirurgicamente (AMATAYAKUL-
CHANTLER et al., 2013).

O mercado brasileiro apresenta somente a vacina Bopriva® (ZOETIS, BR), de agdo anti-
GnRH que é usado em duas doses, onde a primeira dose sensibiliza o sistema imunoldgicoe a
segunda ativa a resposta imune em sete a quatorze dias ap6s a administracio (ASSUMPCAOet
al., 2017). O protocolo da vacinagéo em bovideos consiste na administracdo de duas doses, de
1,0 ml cada (400pg), com intervalo de aplicacBes variando entre 3 até 12 semanas
(AMATAYAKUL-CHANTLER et al., 2013).

Até o presente momento, ndo existem estudos prévios que utilizem o procedimento de
imunocastragdo com a vacina Anti-GnRH em touros bubalinos, bem como seus efeitos e

beneficios sobre o sistema reprodutor do animal.

2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Analisar os efeitos da castracdo imunoldgica com vacina anti-GnRH Bopriva ® sobre

testiculos de bubalinos.

2.1.1 Objetivo especificos

e Avaliar os efeitos da castracdo imunoldgica com vacina anti-GnRH Bopriva ®

sobre a morfologia do parénquima testicular;

e |dentificar as possiveis alteracdes histologicas de amostras do parénquima

testicular de bubalinos imunocastrados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1  Anatomofisiologia do sistema genital de machos bubalinos

Morfoanatomicamente, o sistema reprodutor masculino dos bufalos assemelha-se aos
dos bovinos (OHASHI et al., 1988). Os testiculos, as glandulas sexuais acessorias e 0 pénis sdo
menores que dos bovinos (HAFEZ, 2004). A bolsa escrotal localizada na regido inguinal,
apresenta reduzida quantidade de pelos e € menos péndulosa que nos bovinos, ocasionada pela
constricdo do colo da bolsa escrotal ser pouco pronunciada (OHASHI et al., 2011).

A circunferéncia escrotal esta correlacionada com a producao espermatica diaria, com
a presenca de espermatozoides viaveis no ejaculado e com a fertilidade. Foi observado que
bafalos com maior circunferéncia escrotal produzem sémen de melhor qualidade (BRITO et al.,
2004; HAFEZ, 2004). Em bubalinos, dados sobre a biometria testicular sdo escassos e com
grande variacdo entre eles, e, tendo em vista a diferenca das ragas e de manejo nutricional, a
obtencdo da padronizacéo do tamanho testicular para a referida espécie € dificultada (OHASHI
et al., 2011).

De uma forma geral, estima-se que touros bubalinos entre 12 e 36 meses possuam de
23 cm a 32 cm de circunferéncia escrotal e animais acima de trés anos, considerados
sexualmente maduros, apresentem circunferéncia acima de 32 cm (VALE et al., 2004; CBRA,
2013).

Os testiculos sdo envoltos por camadas de tecidos que também compdem a bolsa: pele
externa, tunica Dartos (camada subcutanea), fascia espermatica externa e musculo cremaster,
constituindo o escroto; fascia espermatica interna e lamina parietal, constituindo o processo
vaginal. O testiculo propriamente dito possui uma capsula de tecido fibroso e, abaixo dela, uma
membrana serosa. A capsula é responsavel pela lobulacdo piramidal que divide o parénquima
testicular em septos e, no centro do testiculo, formard o mediastino. O parénquima testicular é
constituido de tubulos seminiferos (células de sustentacdo e manutencdo, de Sertoli, e
espermatogonias), que possuem a funcdo espermatogénica do 6érgdo, cercados de estroma
(vascularizacdo, inervacdo e células secretoras de testosterona, de Leydig). (HAFEZ, 2004;
KONIG e LIEBICH, 2016). Em geral os tubulos seminiferos ocupam de 60 a 80% do volume
testicular total, correspondendo a aproximadamente 82% do parénquima testicular em bufalos
(PAWAR e WROBEL,1991).

As células de Sertoli apresentam a fungdo de secretar testosterona para o interior das
veias testiculares e vasos linfaticos, assim como produzir também os horménios ativinas e

inibinas, que atuam como moduladores autdcrinos e parécrinos da producdo de esteroides e
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outros horménios. J& as células de Leydig contribuem para a producdo de fluidos pelo tabulo e
podem produzir o fator inibidor mulleriano encontrado nos machos adultos. (HAFEZ, 2004).
Morfologicamente as células de Leydig sdo arredondadas, com seu ndcleo central e citoplasma
eosinofilico, com goticulas de lipideos presentes, nos quais, sdo utilizadas como fonte de
colesterol para producéo de testosterona e diidrotestosterona (PELLENIEMI et al., 1993).

O desenvolvimento destas células ocorre ao longo do desenvolvimento fetal, sofrendo
acdo das gonadotrofinas, as quais respondem ao eixo hipotalamico-hipofisario- gonadal
(MENDONCA et al., 2019). Os horménios LH e FSH controlam a proliferacéoe a diferenciagéo
das células de Sertoli e Leydig desde a fase pds-natal, de modo que os esteroides e fatores de
crescimento secretados por estas células tém acdo direta ou indireta sobre o desenvolvimento
das células germinativas (AGUIAR et al., 2006).

Os espermatozoides se formam nos tdbulos seminiferos pelo processo de
espermatogénese, que ocorre atraves da dinamica de diferenciacdo das células germinativas,
localizadas na periferia dos tubulos seminiferos, migrando e se diferenciando no sentido da
periferia para o limen (KUDRYAVTSEV et al., 2003). A espermatogénese é um processo no
qual os gonadcitos, primeiras células germinativas a habitarem os tubulos seminiferos,
multiplicam-se e diferenciam-se em espermatogonias (AGUIAR et al., 2006).

3.2  Endocrinologia da reproducéo do touro

Dada a semelhanca anatdmica e fisiologica entre as espécies bovina e bubalina, os
horménios reprodutivos envolvidos no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal sdo os mesmos
(TERZANO et al., 2012). O hipotadlamo sintetiza e secreta o hormdnio liberador de
gonadotrofina (GnRH) de forma pulsatil, 0 GnRH age diretamente nas células gonadotroficas
da adenoipofise (CUNNIGHAM, 2003). O GnRH ao ser liberado, liga-se ao seu receptor
(receptor GnRH) e modula a sintese e a liberacdo do horménio luteinizante (LH) e horménio
foliculo-estimulante (FSH) na hipéfise (HAN et al., 2017).

O FSH atua nas células germinativas e nos tubulos seminiferos, sendo responsavel pela
espermatogénese até o estagio de espermatdcitos secundarios, atua também na secrecdo da
Inibina. A inibina tem efeito de retroalimentacdo negativa sobre a secre¢do de FSH, mas nédo
sobre LH (HAFEZ, 2004). O LH induz a producdo de testosterona pelas células intersticiais de
Leydig (PALHANO, 2008)

Em touros, a testosterona é apresentada na forma biologicamente ativa, a
diidrotestosterona. As fungdes principais deste hormdnio sdo: estimular os estagios finais da
espermatogénese e prolongar a vida util do esperma epididimario; promover crescimento,

desenvolvimento e atividade secretora das glandulas sexuais acessorias; e realizar a manutencao
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das caracteristicas sexuais secundarias e do comportamento sexual do macho (HAFEZ, 2004).

3.2.1 Puberdade e maturidade sexual

A puberdade é o periodo em que o sistema reprodutor como um todo se apresenta
funcional, no entanto os componentes continuam se desenvolvendo para atingir a maturidade
(BRITO, 2018). A puberdade no macho € identificada quando este contém espermatozoides
suficientes no ejaculado para emprenhar uma fémea ou em torno de 50 milhGes de
espermatozoides com 10% de motilidade (MENEGASSI et al., 2015). O animal apresenta
também aumento nos niveis séricos de testosterona, producdo de gametas e desprendimento do
frénulo peniano, sendo possivel observar espermatozoides no lumen dos tdbulos seminiferos,
na cauda do epididimo e consequentemente no ejaculado. (GUIMARAES et al., 2011).

Outra maneira para se identificar idade & puberdade é analisando cortes histoldgicos do
testiculo, verificando o estabelecimento da espermiogénese ou ainda pelo célculo da producgéo
espermatica diaria por grama de parénquima testicular (BRITO, 2018).

Ja a maturidade sexual € atingida no momento em que 0 sémen apresenta parametros
desejaveis para um reprodutor, como concentracdo, vigor, motilidade espermatica, volume de
ejaculado e reducdo das patologias espermaticas a niveis aceitaveis (VALE et al., 2008), e
apresentando também uma reducdo da taxa de crescimento testicular, expressivas
caracteristicas sexuais secundarias e potencial de libido (HENRY et al., 2017).

Os buafalos entram na puberdade aproximadamente aos 12 meses, com peso corporal
médio de 300 a 350kg, e apresentam circunferéncia escrotal de 22 a 25 cm (VALE et al., 2002).
Pelo que se pode observar os touros bubalinos atingem a puberdade mais tardiamente que 0s
touros bovinos, quando comparados com ragas europeias (OHASHI et al., 2011). Ja faixa etéaria
mais frequentemente descrita na literatura para a maturidade sexual no touro bubalino do tipo
Rio é de 22 a 24 meses (VALE et al., 2008).
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3.3  Tipos de castracdo

A castracdo é uma técnica de manejo utilizada na rotina da pecuaria de corte, com a
vantagem de tornar o animal mais ddcil, facilitando assim o manejo, além de melhorar a
qualidade final da carcaga, aumento da lucratividade do sistema e com maior aceitacdo do
produto pelo mercado (ITAVO et al., 2008). Quanto ao desempenho os resultados indicam que
animais ndo-castrados crescem mais rapido, com maior porcentagem de carne comercializavel
e com menos gordura deixando a desejar fatores como gordura de cobertura e marmoreio,
enquanto os castrados apresentam carcagca com melhor acabamento, carne macia e de aspecto
superior (VITORRI et al., 2006).

Os métodos de castracdo podem ser classificados em trés grupos: fisicos, quimicos e
hormonais, divididos ainda pela técnica, que em geral é realizada através de remocao cirargica
dos testiculos, ou danificando-os ocasionado pela morte dos tecidos ou levando-os a atrofia
(MOREIRA, 2013). Considera-se como melhor método ou de eleicdo aquele que resultar em
complicagcbes minimas no pos-operatorio (no caso cirdrgico), menor estresse no animal, e
consequentemente um maior ganho em peso na fase de recuperacdo do pds-operatorio
(YAMADA, 2019).

3.3.1 Castragdo quimica

Este método de castracdo caracteriza-se pela injecdo de farmacos ou tdxicos no
parénquima testicular gerando inflamacéo, fibrose e dano fisico definitivo no aparelho
reprodutor masculino, principalmente nos ductos deferentes, epididimos e testiculos, causando
a reducdo da espermatogénese e concentracao sérica de andrégenos, levando a um quadro de
infertilidade por azoospermia (KUTZLER e WOOD, 2006; YAMADA, 2019).

A castracdo quimica pode ser classificada em trés categorias levando em consideracéo
o0 local de aplicacdo da solucéo esterilizante, podendo ser, intratesticular, intraepididimal ou
intraductal. O mecanismo de acdo varia com as categorias, na intratesticular o agente quimico
compromete a espermatogénese pela acdo que exerce nos tdbulos seminiferos; na
intraepididimal ocorre comprometimento no transporte de espermatozoides e na intraductal
ocorre obstrucdo no lumen do ducto. (VIVACQUA, 2013).

A castracdo quimica, em muitas das vezes induz um pds-operatorio delicado com dobro
do tempo de recuperacdo total, quando comparado a castracao cirurgica (ALMEIDA, 2010). A
papaina e o &cido latico sdo os principais farmacos utilizados, ndo sendo necessario o uso de
outros medicamentos (VIVACQUA, 2014).
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As vantagens da castragdo quimica em relacdo a cirdrgica em animais mantidos em
sistema de criagdo intensivo pode-se verificar menor trauma no pos-operatdrio, conseguem
atingir o peso de abate semelhante aos animais néo castrados e apresentam maior producéo de
carne de boa qualidade (MOURA e LUCHIARI FILHO, 1996).

3.3.2 Castracdo cirargica

A castragdo cirdrgica ou, tecnicamente conhecida por orquiectomia, € utilizada
tradicionalmente nos sistemas de producéo. (CIVIEIRO, 2017). E também a forma de castracio
mais utilizada no Brasil, caracterizada pela remocdo dos testiculos através de duas incisbes
laterais na bolsa escrotal, ou por meio da remogao do &pice do escroto, por ablagdo (SILVA et
al., 2003).

A técnica tem como objetivo a producdo de carcacas de melhor qualidade, devido a
maior deposicdo de gordura de cobertura na carcaca, produzindo uma carne mais macia, com
textura mais fina e melhor sabor (JANETT et al., 2012). Outras vantagens da castracao cirurgica
também incluem o controle de fertilidade, reducdo de manchas na carne, controle de
agressividade e acasalamentos indesejados (MARTI et al., 2015).

Quanto ao método de castracdo, o procedimento cirurgico tem sido questionado, do
ponto de vista do bem-estar animal, na exploracdo de animais de producdo, por ser realizado,
em muitos casos, sem o auxilio veterinario, sem uso de analgésicos e anestésicos e condi¢des
precarias de higiene (MACHADO et al., 2019). Outras desvantagens dos procedimentos
cirargicos, particularmente em animais de producdo, sdo os traumas associados a pratica, 0
contratempo da producdo e as ocasionais mortes durantes os procedimentos (D’OCCHIO, M.
J.,1993).

3.3.3 Castracdo imunologica

Nos ultimos anos a castracdo utilizando vacina contra a liberacdo do Hormdnio liberador
de gonadotrofina (GnRH) tem sido usada como uma alternativa a castracdo cirdrgica em
machos, reduzindo assim, a dor e angustia causada no animal. (JANNET et al., 2012;
MONLEON et al., 2020). Assim como uma alternativa favoravel para reduzir o comportamento
sexual e agressivo em touros intactos. (MARTI et al., 2015).

Na imunocastracdo, 0 proprio sistema imune suprime o GnRH, interrompendo o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal através de uma barreira imunoldgica e impedindo a passagem

de GnRH do local de liberacdo no hipotalamo ao local de agdo na hipdfise (BAUER et al.,
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2008). Ocasionando a inibicdo da secrecdo de FSH e LH, resultando na supresséo da
espermatogénese e producdo de testosterona. (NEEDHAM et al., 2017).

A vacina Anti-GnRH induz a supressdo da secrecdo de gonadotrofina, que reduz a
producdo de testosterona, desta forma, provoca a redugdo no tamanho dos testiculos (atrofia
gonadal), diminui¢do do diametro de tdbulos seminiferos em consequéncia da inibigdo da
funcdo das células de Leydig e Sertoli, parada na gametogénese ocasionando um quadro de
infertilidade reversivel (FERRO et al.,2001; HAYDEN, 2008; KAUFFOLD et al., 2010).

Os beneficios da imunocastracdo sdo: impedir a dor causada pelos procedimentos de
castracdo (irregulares) e o risco de infeccdo e implicacbes no processo de cicatrizacéo,
reduzindo dessa forma, as incidéncias de morbidade e mortalidade animal, cooperando para o
bem-estar animal. (NEEDHAM et al., 2017). Além de promover ganho produtivos como
aumento na propor¢cdo de musculo na carcaca, maior proporcdo de gordura na carcaga, em
comparagdo animais castrados cirurgicamente, resultando em menos obstaculos produtivos e
melhor rentabilidade (AMATAYAKUL-CHANTLER, S. et al., 2013).

A vacina utilizada para imunocastracdo em bovinos é a Bopriva®, a qual foi
desenvolvida na Nova Zelandia pela Pfizer Saude animal, hoje denominada Zoetis (CIVEIRO,
2017). O produto esta disponivel no Brasil desde maio de 2011, ela corresponde a uma vacina
anti-GnRH para uso em bovinos inteiros em periodo reprodutivo (YAMADA, 2019).

cada, com intervalo de aplicacdes variando entre 3 a 4 semanas aproximadamente, 8 ou
12 semanas (AMATAYAKUL-CHANTLER, S. et al., 2013). A imunidade se estabelece em 1
(uma) ou 2 (duas) semanas apoés a aplicacdo da segunda dose da vacina, sendo que a primeira
aplicacdo serve para sensibilizar o sistema imunoldégico do animal (DUNSHEA et al., 2011;
Bopriva, 2017). Quando o intervalo entre doses for de aproximadamente 30 dias o efeito da
castracdo se estende por 90 dias, com 60 dias entre doses o efeito castrado é de 120 dias, com
intervalo aproximado de 90 dias o efeito castrado é de 150 dias que € o protocolo mais utilizado
(PALU, 2018).

Outras vacinas para imunocastracdo em outros mamiferos estdo disponiveis no mercado
como: Improvac® (Zoetis TM) para suinos (HAN et al., 2017) e Equity® (Pfizer Animal
Health, Australia) (JANETT et al., 2009).
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4, MATERIAL E METODOS
4.1  Consideracoes éticas, local de desenvolvimento da pesquisa, animais

experimentais e modelo de imunocastracao.

Esse estudo foi conduzido pelo Laboratério de Reproducdo animal da Universidade
Federal Rural do Para e Universidade Federal do Para em parceria com uma fazenda criadora
de bubalinos na Ilha do Marajé - PA. Todos os procedimentos veterinarios foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais CEUA- UFRA 1566230421. Foram
utilizados 20 animais, de quatro a seis anos, raga murrah, clinicamente sadios e divididos
aleatoriamente em 2 grupos: grupo controle (GC) e imunocastrados (GIM). O GIM recebeu
duas doses (via subcutanea) de 1,0 ml da vacina anti-GnRH Bopriva ® contendo 400ug com
intervalo de 60 dias, enquanto que o GC recebeu duas doses de solucdo fisiologica durante o
mesmo periodo que o GIM. Ao término da segunda dose, foi contabilizado quatorze dias e todos
0s animais deste estudo foram abatidos no matadouro SOCIPE (localizado na cidade de Belém-
PA, Brasil) e destinados ao consumo. Durante o periodo experimental, todos os animais foram

mantidos em sistema extensivo, com fornecimento de sal mineral/agua ad libitum.

4.2  Fixacdo do material e analises microscopicas

A coleta dos 40 testiculos aconteceu na linha de abate imediatamente apds a sangria,
seguido de analise morfométrica, peso das amostras e registro fotografico. As amostras foram
mensuradas com paquimetro de precisao digital, fita métrica flexivel na maior curvatura do
testiculo e balanca digital. Cada testiculo foi analisado e mensurado individualmente. Os
parametros analisados foram comprimento (cm), largura (cm), peso (g) e circunferéncia (cm)
de cada testiculo de ambos os grupos (VIU et al., 2006).

Apo0s as mensuracGes macroscopicas foram retirados fragmentos da porcdo medial do
parénquima testicular e armazenados em frascos coletores contendo solucao fixadora ALFAC
(Alcool 90% 85 ml - Formol puro 10 ml - Acido acético glacial 5 ml) por 12h. Em seguida, as
amostras foram processadas histologicamente, incluidas em blocos de parafina e coradas em
hematoxilina e eosina para analise histologica.

De uma forma geral, a andlise histoldgica foi realizada para examinar possiveis
alteracdes em células testiculares intersticiais (células de Leydig) e dos tubulos seminiferos
(células de Sertoli, espermatogbnias, espermatides e espermatocitos). As analises
histopatoldgicas foram realizadas utilizando-se microscépio Nikon Eclipse E500 com o

Moticam 2500® acoplado a ele.
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4.3  Andlise estatistica

As analises foram realizadas através do processador de dados software GraphPad Prism
8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para a diferenca estatistica significativa entre
0s grupos, foi aplicado o teste t de Student (Nonparametric Test) considerando a significancia
com P <0,05 e intervalo de confianca de 95%. Todos os resultados foram expressos com média

+ e desvio padrdo.

5. RESULTADOS
5.1  Macroscopia

Emrelacdo as variaveis macroscopicas, 0s animais do GIM possuiam testiculos menores
(Figura 1) e houve diferenca significativa entre os dois grupos para peso (direto p<0001;
esquerdo p< 0,0001), circunferéncia (direito p<0,0001; esquerdo p<0,0001), largura (somente
lado direito p<0,0372) e comprimento (direito p< 0,0013; esquerdo p<0,0437). As médias
obtidas para cada variavel de ambos 0s grupos se encontram na Tabela 1. Os animais do GIM
comecaram a demonstrar diminui¢do nas variaveis a partir da segunda semana pos segunda

dose da vacina anti-GnRH.

Figura 1. Comparacdo macroscopica visual entre o tamanho do par de testiculos de bubalinos do grupo controle
(A) e bubalinos imunocastrados (B).

Fonte: arquivo pessoal
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Tabela 1. Médias de varidveis macroscopicas correspondentes a peso, circunferéncia, largura e comprimento
em bubalinos submetidos a imunocastragdo e ndo castrados.

Mensuracéo Controle Imunocastrados

Direito Esquerdo Direito Esquerdo
Peso (g) 176,60 26,738 170,10+ 25,338 7940+35410 80,30 +30,58 P
Circunferéncia (cm) 16,30+2,268 16,90+1,3928 10,50 +2,22 P 10,70+ 2,35 P
Largura (cm) 4560+4,768 4520+ 5,00 39,80+10,15°  40,60+9,02
Comprimento (cm) 7900+3848 7940+5582 7220+1323P 72,70 +10,01P

ab L etras diferentes na mesma linha diferem estatiscamente entre si (P<0,05)

5.1  Microscopia

Os animais do grupo controle ndo apresentaram alteracdes. O tecido epitelial testicular
do grupo controle apresentou aparéncia normal, com a presenca e distribuicdo das células de
Sertoli, bem como normalidade dos tubulos seminiferos, com producdo de espermatozoides e
células germinativas. O padrdo de arquitetura fisiologica foi observado em todas as amostras
(figura 2).

Nos animais do grupo imunocastrado, entretanto houve alteragcdo no epitélio seminifero
de todas as amostras, sendo visualizado descamacdo, tortuosidade, e espessamento da
membrana basal do tibulo seminifero. Observou-se também uma reducdo na quantidade de
tubulos seminiferos, apresentando aspecto atrofiado e hialinizado.

Em relacdo a populacdo e proliferacédo das celulas do epitélio seminifero, foi observado
vacuolizacdo acentuada das células de Sertoli, reducao do niamero de células de Leydig, reducéo
ou auséncia das células germinativas, ndcleos picnoticos em células tubulares, azoospermia e
células multinucleadas no interior dos tubulos (figura 3). A auséncia de espermatozoides
(azoospermia) no limen dos tubulos seminiferos dos bufalos do grupo imunocastrado foi

significativa e ocorreu em todas as amostras.
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Figura 2. Microfotografias de luz dos testiculos de Bufalos do GC [HE; 25 um-100 pm]. O grupo controle
apresentou morfologia e distribuicdo normal dos tdbulos seminiferos, epitélio germinativo intacto, presenca de
células no intersticio, normalidade de células germinativas e presenga de espermatozoides no limen tubular.

Fonte: arquivo pessoal

Figura 3. Microfotografias de luz dos testiculos de Bufalos submetidos a castragdo imunolégica, [HE; 25 pum- 100
pm]. Pode ser observado com mais frequéncia a descamagdo do epitélio germinativo, nlcleos picnéticos,
vacuolizacdo das Células de Sertoli e Células Germinativas e azoospermia.

Fonte: arquivo pessoal



22

5. Discussao

Pela primeira vez na literatura o estudo traz resultados importantes a respeito das
alteracbes morfométricas e histologicas através da acdo da vacina Anti-GnRH, utilizada em
touros bubalinos. E possivel evidenciar que a vacina Bopriva, foi capaz de alterar diametro,
comprimento, largura e peso total dos testiculos dos animais tratados, tdo quanto as alteracdes
microscépicas no parénquima testicular.

A imunocastracdo utilizando vacina Anti-GnRH tem sido proposta como uma
alternativa favoravel a castracdo cirirgica e representa um importante avanco no controle da
fertilidade em animais domésticos (MACHADO, 2015; NAZ et al., 2015; APONTE et al.,
2017). De acordo com os autores Marti et al. (2015); Janett et al., (2012); Amatayakul- chantler
et al. (2012) esse fato pode estar diretamente associado com a supressédo de testosterona devido
ao bloqueio do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal que gera uma diminuicdo na
funcionalidade ou mesmo o bloqueio total da espermatogénese.

Quanto ao intervalo entre doses da vacina, a maioria dos estudos de imunocastragdo em
bovinos utilizou duas doses de 1,0 ml (400 pg) com intervalo entre doses variando de quatro a
treze semanas e, que demonstraram resultados promissores para supressao de testosterona e
blogueio da espermatogénese (JANETT et al., 2012; AMATAYAKUL-CHANTLER et al.,
2013; MAZON, 2016; CIVEIRO, 2017).

A respeito do peso dos testiculos dos bufalos do GIM, houve diminuicdo bilateral
significativa, sugerindo atrofia gonadal. A atrofia testicular pode ocorrer por influéncias
sistémicas ou ambientais (CAIXETA, 2019). As principais causas sdo privacdo de hormonios
reprodutivos, administracdo de androgenos ou estrogenos exogenos, radiacdo, desnutrigcdo,
deficiéncia de vitaminas, febre ou hipertermia prolongada, patologias vasculares infecciosas ou
neoplasicas (JONES et al., 2000). Verificou-se no estudo a a¢do bloqueadora do anti-GnRH na
secrecdo de GnRH em bubalinos. O bloqueio se manifestou pela diminuicdo dos valores de
comprimento, largura, circunferéncia e peso testicular. Acdo demonstrada no estudo de Ferro
et al., (2001).

O presente resultado foi semelhante ao observado por Cook et al. (2000), com bovinos
mesticos a partir de nove meses de idade, aonde os autores observaram que animais inteiros
apresentaram, uma média de 324,0 (g) de peso testicular, enquanto imunocastrados
apresentaram, 171,4 (g).

Em virtude da escassez de dados na literatura para a presente espécie, com relacdo a
peso testicular, optou-se pela comparagdo desse dado com a espécie suina. Logo, os resultados

corroboraram também ao de Einarsson et al. (2009) em suinos com improvac®. Segundo o
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autor os suinos apresentaram uma diminuicao no peso testicular significativa. Em contrapartida,
0 mesmo padrdo percentual de diminui¢do no peso testicular ndo foi observado por Wicks et
al., (2013), nesse estudo foi utilizado Bopriva® e Improvac® em suinos e foi percebido uma
reducdo maior respectivamente, o que explica isso seria a diferenca entre as espécies utilizadas,
idades reprodutivas e doses ministradas.

A atrofia gonadal foi evidente no grupo imunocastrado. Os valores de comprimento,
circunferéncia e largura foram bem menores com relacdo ao grupo controle. Tal fato foi
comprovado por Withofet et al. (2019), que usaram vacina anti- GnRH em bovinos mestigos
Angus-limousin e apresentaram diminui¢cdo nos parametros de comprimento (cm) e largura
(cm), consequentemente tamanho total, em relagdo ao grupo controle.

Na atrofia testicular e degeneracdo ha uma reducdo na quantidade dos tubulos
seminiferos, apresentando aspecto atrofiado e hialinizado, bem como com atrofia de epitélio
germinativo, presenca de células de Sertoli vacuolizadas, diminui¢do da espermatogénese ou
auséncia devido a morte das células da linhagem germinativa e conforme o processo avanca,
ocorre um acumulo destas na luz dos tabulos. Estes aspectos sdo dos resultados dos estudos de
Garcia; (2013) e Jubb et al. (2007). Alem disso, &€ observado que as celulas tubulares
apresentaram nuacleo picnotico caracteristico de tecidos em estagios degenerativos
(CELEGHINI et al., 2017).

O mesmo padrdo histologico de degeneracdo testicular com epitélio seminifero
vacuolizado, descamado e diminuto com perda da arquitetura celular e auséncia/reducédo de
espermatozoides do estudo, foi observado em um por Zanella et al. (2009) que utilizou 26 touros
bovinos da raca Nelore com dois anos de idade aproximadamente, submetidos a castracédo
imunologica o qual apresentaram 85% das amostras com auséncia total de espermatozoides, o
que mostra a disfuncdo das células de Sertoli, causada, provavelmente, pela acdo da vacina.

A auséncia total de espermatozoides no lumen do tdbulo seminifero ocorreu
provavelmente em consequéncia da inibicao parcial da espermatogénese. Efeito semelhante foi
observado por Robertson et al. (1982), que imunizaram bezerros com uma vacina anti-LHRH
e verificaram a supressao das funcdes gonadais e do comportamento sexual dos animais na
maioria percentual dos animais, porém o restante permaneceu com presenca pequena de
espermatozoides. Rocha et al. (2018) observou também a azoospermia, assim como nimero
reduzido de células intersticiais e descamacéo do epitélio germinativo, em um estudo utilizando
dozes burros submetidos a castracdo imunologica com Bopriva, utilizando a mesma dose de

bovinos.
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6. Conclusao

Finalmente, os resultados mostram que a vacina anti-GnRH pode comprometer a
fertilidade de bufalos, tdo quanto demonstrado em outras espécies de mamiferos,
provavelmente pela supressdo da funcéo testicular. A provavel supressdo na fungdo testicular
foi demostrada através da analise das alteracbes macroscopicas e degeneracdo e atrofia
testicular a nivel histolégico observadas em animais imunocastrados.

Entretanto, ¢ importante ressaltar que outros estudos devem ser realizados para
comprovar a eficacia definitiva da vacina, como a marcagdo e quantificacdo de células do
epitélio seminifero e intersticial, avaliacdo dos niveis de testosterona sérica em periodos de

tempo entre a sua administracdo e o abate do animal e periodo de reversibilidade da técnica.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Castragao imunoldgica em bubalinos (Bubalus bubalis)®, protocolada sob o CEUA n?
1566230421 (o 0o0424), Sob a responsabilidade de Sebastiao Tavares Rolim Filho e equipe; Leonardo Reis Silva - que envolve a
producao, manutencao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pele Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural da Amazénia (CEUA/UFRA) na reunido de
16/02/2022.

We certify that the proposal “Immunocastration in buffaloes (Bubalus bubalis)®, utilizing 50 Buffalos (50 males), protocol number
CEUA 1566230421 (0 000424), under the responsibility of Sebastiao Tavares Rolim Filho and team; Leonardo Reis Silva - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal Rural University of Amazonia (CEUA/UFRA) in the meeting of
02/16/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2022 a 06/2022 Area: Reproducao Animal
Origem: Animais de proprietarios

Espécie: Bubalinos sexo: Machos idade: 3 a5 anos N: 50
Linhagem: Mesticos Peso: 3502 600 kg

Local do experimento: Laboratorio de Reproducac animal da Universidade Federal Rural do Para e Fazenda Ilha Nova -
Salvaterra/PA

Belém, 27 de maio de 2022
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Profa. Dra. Natalia Guarino Souza Barbosa Profa. Dra. Ernestina Ribeiro dos Santos Neta
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal Rural da Amazonia Universidade Federal Rural da Amazonia

Av. Tancreds Neves, 2501, Bairro Montese - CEP: 66077-901 - Belém/PA - tel: 55 (91} 3210-5165
Horario de atendimento: 29 a 67 das 8 &< 16h - e-mail: ceuaufra@igmad com
CEUA N 1566230421
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