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Introducéo

O uso de reproducéo seletiva em bovinos, especialmente nos ultimos 50 a 60
anos, permitiu aumento na producéo de leite e carne pelas racas comumente usadas
(Ruaw et al., 1998). Estes aumentos na eficiéncia produtiva coincidem com maior
demanda por parte dos consumidores, populacao crescente e aumento dos custos de
producédo para os pecuaristas. As empresas de genética bovina (isto €, as empresas de
IA) sabem das demandas dos produtores de bovinos, e se empenham em fornecer
genética cada vez melhor. Os dois fatores principais que afetam o melhoramento
genético sdo a capacidade de identificar animais ainda jovens de alto mérito genético e
a capacidade fisica destes animais de fornecer material genético em termos de oécitos
e espermatozoides. Com relacdo ao primeiro destes obstaculos, o uso de genbémica
para predizer a futura produtividade de um animal tornou-se cada vez mais comum.
Usando a genbmica, o valor genético de um touro pode ser calculado ou determinado
muito antes que o touro alcance a maturidade sexual (Schefers & Weigel, 2012,
Humblot, 2010). Com relacdo a segunda barreira, 0os touros precisam atualmente
alcancar a puberdade para poder transmitir seus genes (Blood & Studdert, 1999). Um
aumento na producgéo de sémen em fase mais precoce da vida produtiva de um
reprodutor de destaque genémico permite que haja um acesso maior as estas
genéticas superiores. A puberdade em touros tem sido uma area de interesse
crescente ha varias décadas, e varios metodos para apressar a puberdade foram
tentados por outros grupos. Em anos recentes, o interesse de nosso laboratério em
genética bovina, reproducéo e fertilidade nos levou a pesquisar métodos para antecipar

a puberdade em touros.
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Por que o desejo recente de apressar a puberdade?

Antes do uso da genbmica, o valor genético de um touro era inicialmente
determinado pelo pedigree do animal e por caracteristicas fisicas individuais. As filhas
de um touro eram avaliadas em termos de seu desempenho na producao de leite (gado
leiteiro) e taxa de crescimento, peso ao nascer, etc. (gado de corte), fazendo com que
o0 touro se tornasse mais ou menos atraente para os produtores. Atualmente, o uso de
gendmica estd mudando o setor, acrescentando ferramentas poderosas para
selecionar os touros que serdo usados em IA. De acordo com Amann & DeJarnette
(2012), esta ocorrendo uma mudanca de paradigma na area de genética de bovinos. A
era gendmica na reproducéo de bovinos ndo mostra nenhum sinal de reducédo de sua
implantagéo ou utilidade.

Devido a selecao genémica, as empresas de inseminacgdao artificial adquirem
touros mais jovens e querem vender sua genética o mais cedo possivel. Assim, ha
tendéncia recente no sentido de coletar material dos touros o mais cedo possivel para
disseminar sua genética. A puberdade dos touros tornou-se uma area de grande
interesse devido a mudancas relativamente recentes dentro da industria de IA. Antes
de apresentar o trabalho realizado por nosso laboratério e por outros, € interessante
resumir as mudancas enddcrinas e fisioldégicas que ocorrem no touro pré-pubere,

resultando na obtencdo da espermatogénese.

Endocrinologia do touro pré-pubere

A endocrinologia esta por tras de muitos processos fisiologicos que levam a
puberdade nos machos. O eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG) controla grande
parte da maturacdo pés-natal e a funcdo pés-pubere subsequente do trato reprodutivo
e espermatogénese

O hormonio liberador de gonadotropina (GnRH) é sintetizado dentro do nucleo
arqueado do hipotalamo e liberado de maneira pulsatil a partir de neurénios
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especificos, liberadores de GnRH, no macho adulto. Os receptores de GnRH alvo
estdo em estreita proximidade, na hipéfise anterior, e 0 GnRH secretado percorre o
sistema porta-hipofise até os receptores (Schwanzel-Fukuda & Pfaff, 1989). O GnRH
se liga aos receptores de gonadotropina na hipdéfise anterior, provocando a liberagcéo de
FSH e horménio luteinizante (LH) (Campbell et al., 2009). Em animais na fase pés-
natal, € necessario que haja uma “preparagéo” do hipotalamo e da hipdfise (6 — 10
semanas de idade) antes que possa ocorrer a liberacdo de LH. Esta estabelecido em
bovinos que o aumento da secrecdo peri-pubere de LH é resultado ndo apenas da
maior secrecdo de GnRH (Rodriguez & Wise, 1989), mas também por causa da queda
no feedback negativo de estradiol sobre a secre¢cdo de GnRH e LH (Day & Anderson,
1998). E pouco provavel que o estrogeno com origem na génada bloqueie a secrecéo
de LH da hipofise no touro pré-pubere antes de 10 semanas de idade, uma vez que a
castracdo ndo induz ou aumenta a pulsatilidade do LH (Wise et al., 1987). Além disso,
a hipdfise pode ter reservas de LH pés-natal mas ser incapaz de responder ao GnRH
antes de 10 semanas de idade devido a falta de receptores de GnRH (GhRH-R;
Rodriguez & Wise, 1989). Coincidentemente, ha aumento significativo (314%) no
GnRH-R na hipofise anterior entre 6 — 10 semanas de idade e reducéo (70%) no
estradiol-R no hipotalamo durante este mesmo periodo (Amann et al., 1986). Outros
estudos sugerem que o estradiol que se origina localmente, via producao neuronal
(McEwen, 1980; Dickson & Clark, 1981) e das suprarrenais (Henricks et al., 1988),
pode atuar como bloqueio hormonal ao GnRH durante o estagio neonatal e no inicio da
pré-puberdade.

Independente do controle pds-natal do LH, uma vez que a hipdfise se torna
responsiva ao GnRH, adquire a habilidade de secretar LH e FSH. Estudos relatam de
forma consistente que ha aumento passageiro no LH comecando com 6 semanas de
idade, que se estabiliza, permanecendo até aproximadamente 20 semanas de idade
(Amann et al., 1986; Evans et al., 1995; Madgwick et al., 2008). A maioria dos autores
atribui este aumento passageiro do LH a maior frequéncia de pulsos (McCarthy et al.,

1979; Amann, 1983; Rawlings & Evans, 1995). E provavel que a reducdo do LH com
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aproximadamente 20 semanas seja causado por feedback negativo causado por niveis
crescentes de andrégeno sendo produzidos pelos testiculos (Bagu et al., 2006).

Na fase pds-natal, as concentracdes de testosterona dos touros sdo baixas
antes das 12 semanas de idade (Lacroix & Pelletier, 1979; Amann & Walker, 1983). A
testosterona ndo apresenta aumentos acentuados até que haja elevagéo da
gonadotropina e isto coincide com o0 que ocorre em outras espécies como carneiros
(Wilson & Lapwood, 1979) e ratos (Kolho et al., 1987). A testosterona é sequestrada
dentro dos testiculos pela proteina de ligacdo de andrégeno (ABP), que também
aumenta depois das 20 semanas de idade, levando a concentragdes intra-testiculares
de testosterona extremamente elevadas, necessarias para manter a espermatogénese
(Dadoune & Demoulin, 1993; Gilula et al., 1976).

O FSH derivado da hipofise tem secrecédo pré-pubere similar a do LH. A maioria
dos estudos aponta aumento passageiro iniciando com aproximadamente 4 semanas
de idade que permanece até 25 semanas de idade (Evans et al., 1993; Rawlings &
Evans, 1995; Aravindakshan et al., 2000; Bagu et al., 2006). O FSH é o hormdnio
enfocado por esta pesquisa por causa de sua acédo proliferativa sobre as células de
Sertoli, dentro dos tibulos seminiferos (Orth, 1984). Isto ser& discutido posteriormente
com mais detalhes

Finalmente, inibinas e activinas regulam a producao e acao do FSH. A inibina é
inicialmente detectavel com 8 semanas de idade (MacDonald et al., 1991) e é
produzida pelas células de Sertoli em resposta ao FSH da hipdéfise. Nota-se que a
concentracao de inibina comeca a ter relacdo inversa aos niveis de FSH com inicio as
10 semanas de idade. As activinas, por outro lado, diferente das inibinas, tem uma
gama de efeitos mais ampla no organismo. Acredita-se por exemplo, que as activinas
desempenham importante papel no desenvolvimento embrionario e no estabelecimento
do funcionamento reprodutivo (Matzuk et al., 1995). Em machos normais, a activina
neutraliza a inibina estimulando a secrecédo de FSH da hipofise, tanto a basal como a
induzida por GnRH (de Kretser & Phillips, 1998). Os machos apresentam seus niveis
circulantes de activina mais elevados depois do nascimento (Barakat et al., 2008), mas

estas concentragdes elevadas diminuem em torno do momento em que as
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gonadotropinas com elevacéo passageira comecam a ter reduzida a sua concentracao

com 20 semanas de idade (Buzzard et al., 2004).

Mudanca da fisiologia testicular do touro pré-pubere

A alteracdo do ambiente hormonal mencionada acima desempenha papel
essencial no estabelecimento do ambiente testicular, necessario para a
espermatogénese. A definicdo geral de puberdade para touros foi estabelecida por
Wolf & Lunstra nos anos 1980. A chegada da puberdade nos touros € marcada usando
dois critérios: o primeiro sendo a capacidade do animal de produzir um ejaculado
contendo 50 milhdes de espermatozéides com 10% de motilidade, e o segundo quando
a circunferéncia escrotal alcanca 28 centimetros (SC; Wolf et al., 1965; Lunstra, 1982).
Muitas vezes, esta circunferéncia escrotal precede a capacidade do animal de produzir
a quantidade necessaria de espermatozoides (Wolf et al., 1965).

Com relagéo a LH e testosterona e seus efeitos sobre o desenvolvimento das
células de Leydig, os testiculos iniciam um periodo de crescimento rapido com 20
semanas de idade ou logo depois (Amann & Walker, 1983; Bagu et al., 2006). E
bastante provavel por causa do aumento anterior, passageiro, no LH de 4 a 25
semanas de idade, que tem efeito proliferativo e de maturacéo sobre as células de
Leydig no intersticio testicular (Curtis & Amann, 1981). As células de Leydig derivam
das células tronco mesenquimais que migraram para o intersticio, e se considera que o
horménio tireoidiano seja um dos principais fatores que causam a diferenciacdo de
células mesenquimais em células progenitoras e depois em células de Leydig (Mendis-
Handagama & Ariyaratne, 2001).

Durante o desenvolvimento, a interacdo entre as células de Leydig, testosterona
e LH é dindmica. A concentracdo de LH-R nas células de Leydig aumenta no momento
do nascimento de machos, e as concentracdes estdo provavelmente proximas do nivel

mais elevado ao nascimento ou logo depois (Purvis et al., 1997; Hardy et al., 1990;
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Bagu et al., 2006). A concentragédo de LH-R diminui entre 13 e 21 semanas de idade
uma vez que as células de Leydig progenitoras e fetais sofrem diferenciagdo. Ainda
gue o numero de LH-R esteja diminuindo, sua afinidade pelo receptor (LH) é mantida
do nascimento até durante a puberdade. Isto € crucial para permitir que as células de
Leydig iniciem a producéo de testosterona em resposta ao LH, comecando com 28
semanas de idade (Bagu et al., 2006). Depois disso, as células de Leydig adquirem a
funcado adulta e servirdo como a principal fonte de andrégenos no macho adulto.

As células de Sertoli que revestem os tubulos seminiferos sdo responsaveis pela
manutencao da maturacdo das espermatogonias para esperméatides alongadas.
Especificamente, regulam o entorno bioquimico das células germinativas porque
envolvem as células, formando assim um ambiente separado dentro dos tubulos
seminiferos (Griswold, 1998). As células de Sertoli ajudam a producéo de
espermatozoides, mantendo ao mesmo tempo altas concentracdes de testosterona
dentro dos tubulos por meio da producédo de ABP e a formacédo da barreira
hematotesticular (Gilula et al., 1976).

Na fase apds o nascimento, as células de Sertoli sdo muitas vezes denominadas
“‘indiferenciadas” (Bagu et al., 2006; Amann, 1983). Estas células de Sertoli iniciais, que
migraram do mesonefro para o testiculo (Skinner & Griswold, 2005), sdo
indiferenciadas no sentido de ndo estarem localizadas em uma posicao especifica
dentro do tubulo, ndo formaram a barreira hematotesticular e ainda ndo tém uma
relacdo proximal com as células germinativas em desenvolvimento. Estas células
iniciais ttm FSH-R, mas a concentracéo de receptor FSH-R por mg de tecido testicular
diminui rapidamente depois do nascimento até 8 semanas de idade (Dias & Reeves,
1982). A concentracdo de FSH-R pode diminuir ligeiramente depois de 8 semanas de
idade até 25 semanas de idade (Bagu et al., 2006) ou permanecer relativamente
inalterada (Dias & Reeves, 1982). E importante lembrar que a afinidade do receptor
pelo ligando FSH é uniforme, independente da concentracdo de FSH durante o periodo
pré-pubere (Bagu et al., 2006), que € crucial porque as células de Sertoli precisam
permanecer sensiveis ao FSH uma vez que se inicia a espermatogénese (Orth, 1984).

A transicao de células indiferenciadas para células de Sertoli é rapida, ocorre entre 13
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e 25 semanas de idade, com rapido crescimento testicular depois disso (Bagu et al.,
2006; Amann, 1983).

O FSH derivado da hipofise, que exerce seus efeitos sobre as células
germinativas em desenvolvimento através do FSH-R nas células de Sertoli (Senger,
1997), € um foco importante para a pesquisa proposta. Ha alteracdes temporais na
producdo de FSH nos touros durante o periodo pré-pubere. H& principalmente um
aumento temporario no FSH, comecando com 4 semanas de idade e que perdura até
aproximadamente 25 semanas de idade (Evans et al., 1993; Rawlings & Evans, 1995;
Aravindakshan et al., 2000; Bagu et al., 2006). Durante este aumento temporario de
FSH, as células de Sertoli também passam por muitas proliferacdes sob os efeitos de
estimulacdo do FSH até alcancarem seus numeros finais na populacdo adulta (Orth,
1984). No touro, o numero de espermatozoéides/células germinativas que cada célula
de Sertoli ‘hospeda’ é fixo (Curtis & Amann, 1981; Hochereau-de Reviers et al., 1987).
Este fenbmeno também é observado no homem mas nao em espécies de reproducao
sazonal, como o hamster e o garanhao (Blanchard & Johnson, 1997; Leal et al., 2004).
Além disso, a capacidade das células de Sertoli de replicar sob os efeitos de
estimulacdo de FSH é perdida na fase adulta (Sharpe et al., 2003). Por isso, 0 niumero
de células de Sertoli presentes quando a puberdade é alcancada pode ser
correlacionado com a producéo adulta de espermatozoides. A medida que os testiculos
se equipam para a espermatogénese, as concentracdes de activina e FSH diminuem.
Isto coincide com o final da proliferac@o das células de Sertoli e pode indicar os dois
principais fatores que regulam o aumento pés-natal do numero de células de Sertoli
(Buzzard et al., 2004).

Inicio da Espermatogénese

A combinagé&o entre as mudancas enddcrinas e o desenvolvimento fisiologico
culmina com a capacidade do touro de produzir e ejacular espermatozdides viaveis. Os
estagios iniciais da espermatogénese comegcam uma vez que a espermatogdnia ocupa

0s espacos ao longo da membrana basal dos tubulos seminiferos, e isto pode ser
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visualizado nos cortes histolégicos de testiculo, comeg¢ando no touro entre 3 e 4 meses
de idade (Chandolia et al., 1997a). Os espermatdcitos podem ser vistos aos 6 meses
de idade e as espermatides alongadas aos 8 meses de idade (Chandolia et al., 1997a;
Barth, 2004). As ejaculacdes iniciais podem ter anomalias visuais se a puberdade nao
tiver sido finalizada, uma vez que 0os componentes testiculares necessarios para a
maturacdo dos espermatozdides (isto €, o epididimo) podem n&o estar totalmente
desenvolvidos (Evans et al., 1995). Estas anomalias podem incluir a presenca de
goticulas proximais ou comprometimento da motilidade, mas ha acentuada diminuicéo
destas anomalias logo antes da puberdade (Evans et al., 1995). A reducao das
anomalias visiveis dos espermatozdides coincide com a chegada a puberdade, uma
vez que as concentracdes de testosterona na gbnada estdo aumentando e sabemos
gue sao importantes para a maturacado dos espermatozoides no epididimo (Martig &
Almquist, 1969).

Os testiculos passam por um crescimento rapido entre 25 e 28 semanas de
idade (Lunstra et al., 1978), e isto pode ser atribuido em grande parte as mudancas nas
funcdes individuais e nimeros das células somaticas e germinativas (Bagu et al.,
2004). Como um todo, a composi¢ao do testiculo muda com o rapido desenvolvimento
dos tubulos seminiferos e seu preenchimento por tipos de células espermatozéides de
maturidade variavel. De 12 a 32 semanas de idade, aumenta a porcentagem do
testiculo formado por tabulos seminiferos aumenta de 44 para 81% (Curtis & Amann,
1981), e o tamanho dos testiculos continua aumentando, alcangando 90% do seu
tamanho final aos 24 meses de idade (Coulter, 1986).

As glandulas sexuais acessorias precisam desenvolver-se em sincronia com as
gbnadas, e as glandulas vesiculares e a prostata come¢am a aumentar de tamanho
rapidamente depois das 34 semanas de idade (Chandolia et al., 1997b). A empresa
Select Sires, Inc. inicia as tentativas de coleta de sémen em touros com 40 semanas de
idade ou com 28 a 30 cm de circunferéncia escrotal para alguns touros altamente
gendmicos. Poucos touros irdo montar um rufido com esta idade mas, com o passar do
tempo, a maioria adquire a capacidade de montar e ejacular em uma vagina artificial

em torno dos 12 meses de idade. Estima-se que 95% dos touros adquiriram a
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capacidade de montar e ejacular sémen de qualidade aceitavel em torno de 12 — 13
meses de idade (correspondéncia pessoal, Mel DeJarnette). O namero de
espermatozoides por coleta também continua a aumentar durante o ano inicial de
coleta, e a maioria dos touros alcangam um pico de producédo de sémen em torno dos

48 meses de idade (correspondéncia pessoal, Don Monke).

Intervencdes para acelerar a puberdade em bovinos

Os touros de empresas de IA ndo produzem receita até que sejam capazes de
produzir sémen como produto comercializavel. Para reduzir a perda associada ao
tempo anterior & puberdade — e potencialmente elevar a receita uma vez alcancada
maturidade — varios tipos de intervencdes foram testados experimentalmente, na
esperanca de apressar a puberdade, aumentando a producdo de espermatozoéides
maduros ou ambos. Foram realizados experimentos em diversas espécies de
mamiferos, e alguns mostraram resultados promissores em humanos com transtornos
do desenvolvimento sexual. Em geral, as interven¢des caem em uma de trés amplas
categorias: aumentar as concentracées de gonadotropina por meio de terapia com
gonadotropina exégena, aumentar as concentracdes de gonadotropina bloqueando
imunologicamente seus respectivos inibidores e/ou intervencdes na dieta.

Comecando pela adicdo de gonadotropina exdégena, GnRH, FSH e LH foram
extensamente estudados. Madgwick et al. (2008) trataram touros pré-puberes com 120
ng/kg GnRH duas vezes por dia de 4 até 8 semanas de idade. Os touros apresentaram
um pulso de LH depois de cada injecéo, e os touros que receberam GnRH tiveram um
crescimento testicular mais rapido de 22 a 44 semanas de idade, e a puberdade foi
antecipada em 6 semanas em relacao aos controles. A antecipacao da puberdade foi
atribuida ao aumento do LH precoce, temporario, induzido, gue normalmente se inicia
com 6 semanas de idade. De maneira similar, Chandolia et al. (1997c) trataram touros
com 200 ng de hormonio liberador de LH (GnRH) por via intravenosa, a cada 2 horas
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durante 14 dias, de 4 a 6 semanas de idade, e relataram que niveis mais elevados de
GnRH em touros pré-puberes causa aumento na secre¢do de LH e FSH.
Aparentemente, isto causou efeitos positivos permanentes sobre a fungéo testicular,
aumentando o numero de células de Sertoli e células germinativas dentro dos
testiculos.

Devido principalmente aos seus efeitos proliferativos sobre as células de Sertoli,
0 FSH tornou-se popular nos estudos. Uma semana de idade € o mais cedo que as
concentracfes de FSH foram experimentalmente alteradas em touros (Kaneko et al.,
2001). Bagu el al. (2004) trataram touros de 4 a 8 semanas de idade com FSH exdgeno
(10 mg NIH-FSH-S1 equivalente) em dias alternados, o que resultou em aumento
temporario nas concentracdes sistémicas de FSH. Neste estudo, a puberdade foi
antecipada e a avaliacdo histologica dos testiculos feita com 56 semanas de idade
revelou que os touros tratados com FSH tinham nimero maior de células de Sertoli,
esperméatides alongadas e espermatdcitos. Myers et al. (1983) administraram 5 mg
FSH aos touros duas vezes por dia (10 mg/dia) durante 10 dias iniciando-se aos 4
meses de idade. Isto foi repetido em dois grupos de animais, um no verao e o0 outro no
inverno. Estranhamente, os animais tratados no inverno nédo apresentaram alteragoes
fisioldgicas detectaveis, enquanto que o grupo tratado no verdo respondeu com
aumento (38%) no peso testicular e na concentragao intratesticular de testosterona. Em
ratos, as imunizagcdes com FSH em diferentes idades precoces na fase pds-natal
resultaram de forma constante em reducéo na proliferacdo de células de Sertoli e maior
apoptose das células germinativas (Meachem et al., 2005). De maneira similar, o
tratamento com antagonistas GnRH (supressdo de FSH) causa reducédo de 45 — 52%
no numero de células de Sertoli e reducéo de 46% na massa testicular (Atanassova et
al., 1999). Ainda em ratos, o tratamento pos-natal com FSH recombinante (adicdo de
FSH) pode aumentar o nimero de células de Sertoli adultas em até 149% e causando
hipertrofia testicular de até 124% (Meachem et al., 1996). Finalmente, no homem o
tratamento com gonadotropina € comum em meninos diagnosticados com
hipogonadismo hipogonadotroéfico. Estes pacientes ndo produzem FSH e correm o

risco de ter baixo crescimento do testiculo e comprometimento da espermatogénese.
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Em um estudo, meninos receberam injecdes de FSH (r-hFSH, 1,5Ul/kg) trés vezes por
semana em algum momento entre 2 a 34 meses antes da puberdade (induzida pelo
esquema com hCG). O tratamento com FSH induz o crescimento testicular pré-pubere,
aumenta inibina beta e permite que a maioria dos participantes do estudo, ao final do
tratamento, ejaculem espermatozoéides com motilidade (Raivio et al., 2007). Esta lista
de estudos demonstra o efeito de adicionar (ou, em alguns casos, suprimir)
gonadotropinas exdgenas em animais pré-puberes. Outra abordagem para aumentar
as concentracdes de FSH envolve a remocéao de seus principais inibidores, como
destacado nos experimentos a seguir.

Foram realizadas diversas manipulacdes imunolégicas em modelos com
roedores e progrediram para estudos com animais de producédo. Um destes estudos
abrangentes em ratos usou imunizacao pos-pubere contra GnRH e interrompeu de
forma eficaz a funcéo do testiculo na fase adulta (McLachlan et al., 1995). Estes ratos
tratados séo deficientes na producao de FSH, LH, testosterona e inibina, e s&o um
excelente modelo para estudar os efeitos independentes de cada hormdnio usando
estudos de reposi¢cdo. Em ratos imunizados com GnRH, a administracdo de rFSH
durante 7, 14 ou 21 dias depois de cessada a espermatogénese causou, de forma
consistente, aumentos de até 43% no peso dos testiculos que acompanha aumento no
volume dos tubulos seminiferos e a proporcao do testiculo formado por intersticio. Além
disso, a suplementacdo com rFSH resulta a retomada da espermatogénese até o
estagio de espermatides redondas, bem como a restauracdo da concentracao sérica de
inibina, voltando ao normal. No entanto, as concentracdes séricas ou testiculares de
andrégeno nao foram restauradas pelo tratamento com rFSH. Este tratamento mostra a
capacidade de FSH de manter a espermatogénese até o estagio de espermatides
redondas, mas esta progressao € reveladora porque a testosterona estava ausente
deste sistema. Foi observado ainda pelos autores que a testosterona provavelmente
seja o fator crucial, ausente, para que ocorra a espermatogénese normal (McLachlan et
al., 1995). O principal alvo para a manipulagdo imunoldgica em touros tem sido a
inibina. Os estudos iniciais imunizando touros contra inibina aos 6 meses de idade

relataram aumento nas concentracdes de FSH, mas nao foi estabelecida uma relagéo
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entre as imunizagdes contra inibina em uma fase inicial da vida e a producao de
espermatozoides e concentracdes de formas maduras (Kaneko et al., 1993). Estudos
subsequentes (Kaneko et al., 2001; Bame et al., 1999; Martin et al., 1991) imunizaram
touros contra inibina com baixa idade pos-natal com reforcos sendo administrados
periodicamente depois disso. Todos os estudos demonstraram que a imunizagao
contra inibina eleva as concentracdes séricas/plasméaticas de FSH. Um estudo
realizado a seguir, utilizando os touros do estudo de Martin et al. (1991), mostrou que
as imuniza¢Bes aumentaram o numero de espermatides alongadas por grama de
tecido testicular (Lunstra et al., 1993). Ainda que nédo tenha consisténcia, a remocao
dos inibidores de gonadotropina usando métodos imunologicos evita a via mais direta
de administrar diretamente as gonadotropinas.

O uso da dieta para regular o inicio da puberdade geralmente afeta a
endocrinologia associada ao processo. As manipulacdes da dieta de novilhas na fase
pré-pubere estdo bem documentadas. Gasser et al. (2006a, b, c, d), por exemplo,
demonstraram que o desmame precoce de novilhas de corte Bos taurus e a utilizacao
de dieta com alto teor de concentrado podem antecipar a puberdade em 3 a 4 meses.
S&o0 menos comuns os estudos em touros, principalmente os destinados para uso em
IA, examinando os efeitos da nutricdo na fase pré-pubere. Foi demonstrado que limitar
a nutricdo durante a maturacao sexual retarda a puberdade nos touros (Flipse &
Almquist, 1961; Pruitt et al., 1986), resulta em testiculos menores (VanDemark &
Mauger, 1964), reduz a circunferéncia escrotal (Pruittet al., 1986), reduz a testosterona
intratesticular (Mann et al., 1967) e reduz o numero total de espermatozéides dos
ejaculados de menor volume (VanDemark et al., 1964). Um estudo recente, realizado
por Dance et al. (2015), utilizando dietas de alto teor energético em touros Holandeses,
relatou que a utilizagcdo de uma dieta rica em energia de 2 a 31 semanas de idade
resultou em antecipacéo da puberdade, testiculos maiores, elevacéo precoce
substancial no nivel de LH e aumento das concentracdes de IGF-1. De forma similar, o
nosso laboratério (Harstine et al., 2015) alimentou touros Holandeses com dieta de alto
teor de energia de 58 até 230 dias de idade. Os touros apresentaram circunferéncia
escrotal maior, elevacdo mais precoce da pulsatilidade de LH, aumento da
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concentragao de testosterona e maior peso e volume testicular. No geral, os efeitos da
nutricdo, particularmente usando dieta rica em energia para aumentar o GMD na fase
pré-pubere, fazem com que a puberdade seja antecipada. Muitas vezes, as dietas ricas
em energia podem acelerar a funcdo do eixo HHG e, desta forma, levar a antecipacao

da puberdade.

Efeitos da energia da dieta sobre a maturacao sexual e producao de

espermatozéides em touros Holandeses

O nosso laboratdrio realizou diversos estudos em novilhas, demonstrando que a
puberdade pode ser induzida precocemente com dietas de alto teor energético, que
ativam os mecanismos enddcrinos relacionados a alcancar a puberdade, como maior
frequéncia de pulsos de LH de maior intensidade (Gasser et al., 2006a,b,c,d). Em
touros, a elevacao precoce de gonadotropina também pode ser afetada pela dieta.
Iniciar a administragéo de dietas com alto teor de energia com 10 semanas de idade
pode resultar em testiculos maiores, maior circunferéncia escrotal e maior producao
diaria total de espermatozéides em comparacdo com touros arragcoados com dietas
controle (Brito et al., 2007). Também foi demonstrado recentemente que touros
Holandeses recebendo dietas de alto teor energético de 2 a 31 semanas de idade
tiveram antecipacao da puberdade e aumento na frequéncia de pulsos LH de maior
magnitude com idade mais baixa (Dance et al., 2015).

A nossa hipotese é que alimentar os touros com dieta rica em energia, a partir
de 8 semanas de idade, anteciparia e aumentaria a elevacdo de LH na fase pré-
pubere, resultando na antecipacdo da maturacdo dos testiculos e da puberdade.
Assim, o objetivo do nosso experimento foi avaliar o efeito da dieta rica em energia
guando administrada no inicio da vida sobre o aumento inicial temporario na secre¢ao

de LH, as concentracdes de testosterona, circunferéncia escrotal, idade a puberdade,
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producdo de espermatozoides maduros e caracteristicas de testiculos maduros em
touros Holandeses.

Para resumir os métodos experimentais, quinze touros Holandeses foram
criados com o mesmo programa nutricional formulado para novilhas leiteiras de
reposicao, que recebiam 1,9 litros de sucedaneo do leite duas vezes por dia até
atingirem 50 dias de idade. Os touros foram desmamados com 50 dias de idade,
transferidos para o The OSU Beef and Sheep Center, onde tiveram um periodo de
adaptacao de 7 dias antes de serem randomizados por idade, peso corporal e pedigree
para um dos dois tratamentos. O grupo controle (CONT, n = 7) recebeu uma dieta
formulada para um ganho médio diario de 0,75 kg/dia, e o grupo tratado com alto nivel
de energia (HE, n = 8) recebeu uma dieta formulada para um ganho médio diario de 1,5
kg/dia. As duas dietas eram isonitrogenadas (18,2% de proteina bruta), mas o consumo
de energia era diferente (Tabela 1). As dietas foram dadas ao nivel de 2,5% do peso
corporal, que foi medido a cada duas semanas. Aos 230 dias de idade, os touros foram
transportados para Select Sires Incorporated, onde todos receberam a mesma racao,
formulada a base de silagem de milho e feno TMR.

Com relagéo a coleta de dados, o peso corporal e a circunferéncia escrotal
foram medidos a cada 30 dias, aproximadamente. Para a analise de hormonios no
sangue, o soro para medir LH foi coletado em intervalos de 10 minutos durante 8 horas
aos 69, 97, 125, 156, 181 e 210 dias de idade, em um subconjunto de seis touros de
cada tratamento. Nos mesmos dias, amostras de sangue para obtencao de plasma
foram também coletadas a cada hora, para medir a concentracao de testosterona. Para
determinar quando ocorreu a puberdade, as tentativas para fazer a coleta dos touros
por técnicos treinados da Select Sires foram iniciadas aos 241 dias de idade. As
coletas foram tentadas a cada 14 dias usando um rufido, duas montas falsas e uma
vagina artificial. O sémen de dois ejaculados consecutivos foi analisado e a puberdade
foi definida como o dia em que o touro foi capaz de ejacular mais de 50 milhdes de
espermatozoides com pelo menos 10% de motilidade progressiva (Wolf et al., 1965).
Os touros foram removidos da coleta de sémen quando alcancavam a puberdade,

sendo que o ultimo touro alcangou a puberdade aos 396 dias de idade. A seguir, a
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producéo de espermatozoides foi avaliada trés vezes por semana quando 0s touros
tinham de 552 a 569 dias de idade, usando a mesma técnica de coleta descrita
anteriormente. A producao de espermatozoéides maduros foi determinada usando
coletas dos ultimos seis dias de coleta.

Para examinar o efeito dos tratamentos envolvendo a dieta sobre o tamanho e a
histologia testicular, os touros foram sacrificados com 569 dias de idade e seus
testiculos coletados. O epididimo e o plexo pampiniforme foram retirados e o volume e
0 peso de cada testiculo foram determinados. Cortes histologicos de cada testiculo
foram fixados para a posterior anélise imunohistoquimica do didametro dos tubulos
seminiferos e a porcentagem do testiculo composto por tibulos seminiferos.

Durante a administracdo das dietas experimentais (antes de serem
transportados para Select Sires), o ganho médio diario (GMD) foi de 1,51 + 0,14 kg/d
para os touros do grupo HE, que foi diferente do GMD de 1,00 £ 0,15 kg/d no
tratamento CONT (P < 0,01). Depois de serem transferidos para Select Sires e 0 uso
de uma dieta comum, o GMD foi 0,87 = 0,16 kg/d para os touros HE, menos do que o
GMD do tratamento CONT, 1,16 + 0,1 kg/d (P < 0,05). Apesar da acentuada mudanca
no GMD entre os tratamentos, uma vez que 0s touros estavam na Select Sires, 0 peso
corporal permaneceu maior (P < 0,05) no grupo HE do que no CONT até os 360 dias
de idade (Figura 1).

Um importante achado do estudo foi que a dieta HE causou aumento mais
intenso e prolongado na frequéncia de pulso de LH (Figura 2). As concentragdes de
testosterona foram maiores no grupo HE do que no CONT aos 181 e 210 dias de
idade. A circunferéncia escrotal aumentou ao longo do tempo nos dois tratamentos,
ainda que a taxas diferentes, e aos 146 d de idade (e depois até 360 d de idade), a
circunferéncia escrotal foi maior no grupo HE do que no CONT. A idade a puberdade
nao foi diferente entre os touros HE (323,3 £ 11,5 d de idade) e CONT (301,9 + 13,0d
de idade), nem o nimero de coletas necessarias antes de serem produzidos 50
milhdes de espermatozéides entre os touros HE (16,3 £ 6,7 coletas) e CONT (14,1 +
3,0 coletas). A producéo diaria de espermatozoides maduros também néo foi diferente
entre os tratamentos HE (6,5 + 0,7 bilhdes de células espermaticas/d) e CONT (6,1 £
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0,8 bilhdes de células esperméticas /d). Ao abate (569 d de idade), o peso do testiculo,
0 peso do epididimo e o volume do testiculo foram maiores no tratamento HE do que
no CONT (Tabela 2). A porcentagem do testiculo formado por tubulos seminiferos e o
didametro médio dos tubulos seminiferos, no entanto, ndo foram diferentes entre os
tratamentos HE e CONT (Tabela 2).

Os resultados deste estudo demonstram n&o apenas a necessidade de uma
nutricdo adequada no inicio da vida dos touros destinados a serem utilizados em IA,
mostrando ainda a possibilidade de usar uma dieta de alto teor de energia para
intensificar o crescimento testicular de touros. No entanto, os efeitos positivos da dieta
rica em energia ndo se traduziram em puberdade mais precoce neste estudo e isto
pode ser devido a reducédo do ganho de peso dos touros HE depois de sua mudanca
para Select Sires. Os efeitos positivos sobre a endocrinologia dos touros HE,
especialmente sua secrecao de LH em comparagéo com os controles, foram similares

aos resultados do recente estudo de Dance et al. (2015).

Desenvolvimento e implementacdo de um tratamento de liberacédo lenta de FSH

em touros pré-puberes

Buscamos desenvolver um sistema para tratar touros pré-puberes com FSH
exdégeno, de forma a afetar positivamente o desenvolvimento de seus testiculos. O
tratamento com FSH foi administrado sob a forma do produto Folltropin-V, (Bioniche
Animal Health, Ontario, Canad4). Uma parte do experimento incluiu a adi¢cdo de acido
hialurénico (AH, 2%) como veiculo para Folltropin-V. Considera-se que AH prolonga a
liberacdo de um medicamento no seu local de absorcao, por agir como um
mucoadesivo (Surini et al., 2003). Para obter concentragdes similares de hormonio
alcancadas por pesquisadores anteriores, em touros pré-puberes, administramos
semanalmente 60 mg de NIH-FSH-S1 na forma de Folltropin-V. Com base no
desempenho estimado da capacidade de liberagao gradual de AH 2%, no presente
experimento administramos 30 mg de Folltropin-V em AH 2% duas vezes por semana

(a cada 3,5 dias), com o objetivo de conseguir niveis suprafisiolégicos de FSH nos
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touros (Bo & Mapletoft, 2012; Tribulo et al., 2012). Dois experimentos foram realizados.
O objetivo do primeiro foi classificar as concentracdes séricas de FSH obtidas pelo
tratamento com FSH exdgeno. O objetivo do segundo foi implantar o tratamento com
FSH em um periodo de tratamento de 8 semanas em touros pré-puberes, e examinar
seu efeito sobre o desenvolvimento dos testiculos.

Para esclarecer os métodos do primeiro experimento, dez bezerros mesti¢cos de
Angus com idades similares foram aleatoriamente divididos entre dois tratamentos.
Comecando com 50 + 6,5 dias de idade, os animais receberam uma injecdo com 30 mg
de NIH-FSH-P1 (Folltropin-V) em solugéo de &cido hialurénico a 2% (FSH, n = 5) ou
solucao fisiolégica (controle, n = 5) a cada 3,5 dias durante uma semana. As injecdes
intramusculares foram aplicadas no pescoco, assegurando que o bolus todo fosse
injetado em uma Unica area, alternando o lado. Amostras de sangue para avaliar o
nivel de FSH foram coletadas imediatamente antes de cada tratamento e a cada 6
horas depois do tratamento, por um periodo de 24 horas. Depois deste periodo, as
amostras de sangue para avaliar FSH e testosterona foram coletadas a cada 12 horas.
O tratamento com FSH em acido hialurénico a 2% elevou as concentracdes de FSH de
forma passageira (Figura 3), e este tratamento foi implantado em estudo subsequente
para examinar seu efeito sobre o desenvolvimento dos testiculos.

No segundo experimento, vinte e dois bezerros mesticos de Angus foram
aleatoriamente divididos entre dois grupos tratados, com base na data de nascimento e
pedigree. Com inicio aos 35 * 2,0 dias de idade, os animais receberam injecao
intramuscular com 30 mg de NIH-FSH-P1 (Folltropin-V) em solucéo de acido
hialurénico a 2% (FSH, n = 11) ou solucdo fisiolégica (controle, n = 11) a cada 3,5 dias
até terem 91 dias de idade. Os tratamentos foram administrados da mesma maneira
gue no experimento anterior. Amostras de sangue para avaliar o nivel de FSH foram
coletadas imediatamente antes de cada tratamento e a cada 3,5 dias de 35a91 + 2,0
dias de idade, totalizando 17 coletas. As amostras de sangue para avaliar a
testosterona foram coletadas da mesma maneira e a0 mesmo tempo que as amostras
para avaliar FSH. Os animais foram castrados aos 93 + 2 dias de idade e seus

testiculos coletados para obter diversas medidas lineares, bem como o peso e 0
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volume do testiculo e do epididimo. Na castracao, foram coletados trés cortes
histoldgicos para medir o didmetro dos tubulos seminiferos, usando um micrémetro
ocular, bem como para medir a porcentagem de testiculo formada por tabulos
seminiferos. Para quantificar o numero de células de Sertoli por corte transversal de
tubulo seminifero, foi otimizada uma coloragdo GATA-4 imunohistoquimica que foi
utilizada para corar os cortes histolégicos de testiculo para cada touro, como descrito
por McCoard et al. (2001). Foram contados nucleos de célula de Sertoli corados,
presentes em uma monocamada circular dentro do tabulo redondo. Os cortes
histolégicos corados por GATA-4 de touros pré-puberes foram comparados com cortes
corados touros pos-puberes, com 18 meses de idade, para verificar se GATA-4
realmente corava de forma seletiva as células de Sertoli (Figura 4). Por fim, as
concentracdes intratesticulares de testosterona foram determinadas para cada touro,
usando fragmentos de parénquima testicular homogeneizado. As concentragdes
intratesticulares de testosterona (ITT) foram medidas em amostras apds a escolha de
uma diluicdo apropriada, para que todas as amostras caissem na curva padrao do
radioimunoensaio.

Durante o tratamento de 35 a 91 dias de idade, os animais apresentaram
concentracOes de testosterona sistémica diferentes apenas no dia 84, quando os
animais controle tiveram concentracdo mais elevada. Nao houve diferencas nas
concentracfes de FSH entre os tratamentos dos 35 aos 67,5 dias de idade, mas
aumentou (P < 0,05) no tratamento com FSH aos 70 dias de idade e manteve-se
elevado em relagdo aos niveis anteriores até os 91 d de idade. Este aumento no FSH
aos 70 dias de idade nos touros que receberam pFSH também foi maior (P < 0,05) do
gue os niveis controle em qualguer momento do estudo. Os niveis controle ndo
mudaram durante o periodo de amostragem de sangue (Figura 5). Nao houve
diferencas no peso ou no volume post mortem dos testiculos nos tratamentos. A
histologia ndo revelou diferencas na porcentagem de parénquima formado por tubulos
seminiferos ou no didmetro dos tubulos seminiferos entre os tratamentos (Tabela 3). A
imunohistoquimica mostrou que os touros tratados com FSH tiveram mais células de

Sertoli por tubulo seminifero redondo nos cortes transversais do que o controle (Tabela
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3). Nao houve diferenca entre os grupos tratados com relacéo a concentracao de
testosterona intratesticular (Tabela 3).

Um achado interessante deste experimento foi que o tratamento com FSH
exogeno resultou em elevacéo das concentracdes de FSH endégeno. E importante
observar que as amostras em que o FSH foi analisado foram coletadas antes das
injecdes de FSH em intervalos de 3,5 dias. E, com base nos achados do experimento
preliminar, desta vez as concentracfes elevadas nao foram resultado do tratamento
anterior com FSH mas foram devidas a elevacdo das concentracfes de FSH de fontes
enddgenas. Atualmente, estamos realizando anélises que poderdo nos permitir um
entendimento melhor de como a suplementacdo com FSH exdgeno conseguiu elevar
as concentracdes enddégenas de FSH nos touros tratados. O tratamento FSH-AH
também afetou positivamente o desenvolvimento dos testiculos por aumentar o nimero
de células de Sertoli. Um ponto importante é que, se 0 aumento no nimero de células
de Sertoli foi um efeito permanente do tratamento FSH-AH, a nossa hipétese é que isto
poderia se traduzir em um aumento na producéo de espermatozoides maduros. Assim
sendo, seria interessante examinar em experimentos futuros se os efeitos positivos
sobre os testiculos causados pela suplementacao pré-pubere de FSH, em fase precoce
da vida, persistem até fase adulta e se estas alteracdes se traduzem em puberdade

antecipada ou maior producdo de espermatozéides maduros.

Resumo

O uso de genbmica é uma importante razao por tras do desejo de antecipar a
puberdade em touros destinados as empresas de IA. Nesta revisédo, foram resumidas
varias décadas de pesquisa e os exemplos mais recentes de trabalho pertinente,
realizado pelo nosso laboratorio, foram descritos de forma detalhada. As tentativas de
antecipar a puberdade e, possivelmente, aumentar a producéo de espermatozoides em
touros contam com a mudancga da endocrinologia pré-pubere e enfocam trés métodos:
imunizacdes com o objetivo de reduzir o feedback negativo das gonadotropinas, a
adicao de gonadotropinas exdgenas e o uso de dietas de alto teor energeético,
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buscando intensificar ou acelerar a endocrinologia associada ao inicio da puberdade.
Até aqui, nosso laboratorio teve como foco especifico a suplementagédo de horménio
(FSH) exdégeno, bem como o uso de dietas ricas em energia para procurar acelerar a
puberdade e afetar o desenvolvimento testicular. Outros laboratérios realizaram
pesquisas similares a nossa, que resultaram em avanc¢os igualmente promissores no
sentido de melhorar o desenvolvimento pré-pubere em touros. No entanto, achamos
gue novos estudos ajudando a especificar as idades ideais para implantar tratamentos
hormonais ou nutricionais ainda exigem atencéo. O desejo relativamente recente de
coletar sémen de touros em idades 0 mais baixas possivel provavelmente seré a forca

motriz por tras desta pesquisa.
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Figura 1.

Peso corporal, kg

Idade media, d

* Tratamentos séo diferentes aos 146 d de idade e depois disso, (P < 0,05)
¢ Touros (HE, n = 8; CONT, n =7) transferidos para Select Sires, Inc.
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Figura 2.
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* Os tratamentos sao diferentes (P < 0,05)
** Os tratamentos tendem a ser diferentes, (P < 0,10)

ab Os valores sdo diferentes dentro do mesmo tratamento (P < 0,05)
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Figura 3. As concentracdes sistémicas de FSH em bezerros machos detectadas por
um radioimunoensaio com anticorpo duplo bovino/ovino, depois de injecdo com 30 mg
NIH-FSH-P1 em &cido hialurénico a 2% (FSH) ou solucdao fisiol6gica (controle). Os
tratamentos, indicados por setas partindo do eixo x, foram feitos com 50 + 6,5 dias de
idade e 53,5 £ 6,5 dias de idade. Apds o tratamento, foi coletado sangue a cada 6
horas durante um periodo de 24 horas e depois a cada 12 horas. Asterisco indica
diferenca significativa (P < 0,05) entre os niveis sistémicos de FSH entre os
tratamentos, 6 horas depois de cada um dos dois tratamentos. Asterisco duplo indica
uma tendéncia (P < 0,08) para diferenga entre os niveis de FSH entre os tratamentos,
12 horas depois do tratamento nos dois casos. N&o houve diferengas nas
concentragdes séricas de FSH de 18 a 84 horas depois de cada tratamento.

-=-+--FSH

—— control

*P < 0.05
ok P 0,08

FSH (ng/ml)

dias de idade (d)
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Figura 4. Imunolocalizacdo de GATA-4 em nucleos de células de Sertoli (SC) em
testiculos de touro. Para visualizar todos os nucleos de células presentes, todas as
laminas tiveram contracoloracdo com hematoxilina. Tanto o testiculo pré-pubere (B)
como o pos-pubere (D) com coloracdo GATA-4 exibindo os nucleos das células de
Sertoli (SC) coradas em marrom avermelhado dentro dos tubulos seminiferos. As
células germinativas (GC) permaneceram sem coloracao e sdo observadas tanto nas
imagens pré-pubere (B) como pos-pubere (D). Deve ser observado que os nucleos das
células de Leydig foram corados de modo néo seletivo nos animais pré-puberes e pos-
puberes, mas como as células de Leydig ndo sdo encontradas dentro tubulos
seminiferos, a analise dos numeros de células de Sertoli com base imunohistoquimica
foi considerada valida. Os painéis (C) e (D) apresentam cortes em que o peptideo
bloqueador de GATA-4 foi usado para confirmar a especificidade do anticorpo primario
em touros pré-puberes e pds-puberes, respectivamente. A aparéncia nos Painéis C e D
foram idénticas nos cortes corados apenas com hematoxilina, indicando as vantagens
de usar procedimentos de coloracdo GATA-4 para identificar nlcleos de célula de

Sertoli em touros. A barra de aumento em cada microfotografia representa 100 pum.
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Figura 5. As concentracdes sistémicas médias de FSH medidas por radioimunoensaio
com anticorpo duplo bovino/ovino imediatamente antes do tratamento dos touros com
30 mg pFSH (FSH, n = 11) ou Solucéao Fisioldgica (controle, n = 11) a cada 3,5 dias de
35 a 91 dias de idade. O asterisco indica um aumento (P < 0,05) observado no
tratamento com FSH comecando aos 70 dias de idade, e este aumento foi mantido e
maior do que nos touros do grupo controle até os 91 dias de idade.
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Tabela 1. Composicéo das dietas experimentais (rica em energia, HE; dieta controle,
CONT) fornecida a touros Holandeses de 58 + 0,3 a 230 £ 0,3 d de idade (2,5 — 3% do
peso corporal).

Ingrediente HE CONT
Milho moido (%) 63,4 33,9
Farelo de soja (%) 13,9 15,1
Casca de soja (%) 57 231
Graos secos de destilaria (%) 114 0
Farelo de alfafa (%) 0 23,3
Ureia (%) 09 0,8

Premix Vitaminas/Minerais® (%) 4,7 3,8

1 Suplemento de Vitaminas/Minerais atende as necessidades estabelecidas pelo NRC e
inclui Calcario, Fosfato Bicalcico, Sal com Oligoelementos, Vitaminas A, D e E, Selénio,
Oxido de Magnésio, Sulfato de Zinco e Sulfato de Cobre.
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Tabela 2. Medidas testiculares, diametro do tubulo seminifero e porcentagem de
parénquima testicular formado por tubulos seminiferos (Média £ EPM, 569 d de idade)
para touros Holandeses arragcoados com uma dieta rica em energia (HE) ou controle

(CONT) de 58 a 230 + 0,3 d de idade (HE, n =8; CONT, n =7).

Variavel CONT HE Significancia
Peso testiculo (g) 267,5+14,4 318,0£135 P < 0,05
Peso epididimo (g) 28,0+1,2 316+1,1 P <0,05
Volume testiculo (cm3) 2449 +129 3050+11,9 P <0,01
Diametro Tubulo Seminifero

2528+75 251,7+7,0 P=0,95
(Hm)
Porcentagem parénquima

71,8+21% 723+x20% P=0,86

tibulo (%)
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Tabela 3. Medidas testiculares post-mortem, avaliagGes histologicas e concentracao
intratesticular de testosterona (ITT) de um testiculo de touros de 93 dias de idade,
tratados com 30 mg pFSH (FSH, n = 11) ou com solucdao fisioldgica (controle, n = 11) a
cada 3,5 dias dos 35 aos 91 dias de idade. Nao houve diferencas entre os tratamentos
em nenhuma das medidas, exceto pelo numero de células de Sertoli por tubulo em
corte transversal (P = 0,0008). Os resultados sdo apresentados como média + EP.

Variavel Controle FSH Significancia
Volume testiculo (ml) 221,7+17 2229+3,1 0,78

Peso testiculo () 23,43+2,0 24,14 +2 .4 0,87
Diametro tubulo seminifero (um) 78621 80,2+2,1 0,6
Porcentagem parénquima testicular 51,0% 51,9% 0,18
formado por tubulos seminiferos

células de Sertoli por tibulo em corte 28,27 £ 0,9 33,35+0,9 0,0008
transversal

Testosterona intratesticular (ng/g) 806,1 +100,8 738,9+96,1 0,63
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