(b.a DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2022.023

- Rev Bras Reprod Anim, v.46, n.3, p.308-316, jul./set. 2022

Efeitos da castracio imunologica no epitélio seminifero de machos bubalinos
Effects of immunological castration on the seminipheral epithelium of buffaloes males

Leonardo Reis Silva', Wilton Figueiredo Lima' Sebastiio Tavares Rolim Filho?, Haroldo
Francisco Lobato Ribeiro?, Otavio Mitio Ohashi?

Universidade Federal Rural da Amazonia, Programa de P6s-Graduagdo em Reprodugdo Animal na Amazonia,
Belém, PA, Brasil
2Universidade Federal Rural do Para, Belém, PA, Brasil
3Laboratorio de Reprodugdo Animal, Universidade Federal do Par4, Belém, PA, Brasil

Resumo

O procedimento de imunocastragdo vem sendo utilizado como técnica alternativa amplamente
favoravel ao bem-estar animal, por ser indolor, pouco invasiva e com eficacia semelhante & da castragdo
cirargica, que causa maior estresse aos animais, principalmente quando realizada de forma inadequada. A
imunocastragdo estimula a producdo de anticorpos contra o Horménio Liberador de Gonadotrofina
(GnRH), bloqueando temporariamente a producdo da testosterona pelas gonadas masculinas. Face a
escassez de informagdes sobre este procedimento em touros bubalinos, o estudo teve como objetivo analisar
os possiveis efeitos da imunocastragdo no parénquima testicular de bufalos. Vinte touros bubalinos, com
idade entre 2 a 3 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 400ng da vacina Bopriva ® com intervalo de 8 semanas entre as aplicacdes e o grupo
controle recebeu 1,0 ml de solugdo fisiologica. Apds 14 dias da tltima dose, os animais foram abatidos e
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 para
confeccdo de laminas histologicas. Para comparagdo dos dados foi aplicado o teste t de Student
(Nonparametric Test) 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 (direto p<0001; esquerdo p<
0,0001), circunferéncia (direita p<0,0001; esquerda p<0,0001), largura (somente lado direito p<0,0372) e
comprimento (direita p< 0,0013; esquerda p<0,0437). Na avaliagdo microscopica, os animais do GC nao
apresenteram alteragdes. Nos animais do GIM houve degeneracdo em todas as amostras, sendo visualizado
descamagdo, tortuosidade e espessamento da membrana basal do tibulo seminifero, assim como
vacuolizacdo e atrofia das células de Sertoli. Foi observado também uma redu¢ao do nimero de células de
Leydig, fibrose intertubular pronunciada, micleos picnéticos, azoospermia e células multinucleadas no
interior dos tibulos. Conclui-se a vacina anti-GnRH mostrou-se eficaz em provocar lesdes no parénquima
testicular, comprometendo significativamente a espermatogénese a partir da possivel supressdo de
testosterona.

Palavras-chave: atrofia gonadal, degeneragao testicular, bufalo, Bopriva.
Abstract

The immunocastration procedure has been used as an alternative technique widely favorable to
animal welfare, as it is painless, minimally invasive and with similar efficacy to surgical castration, which
causes greater stress to animals, especially when performed improperly. Immunocastration stimulates the
production of antibodies against Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH), temporarily blocking the
production of testosterone by the male gonads. Due to the scarcity of information about this procedure in
buffalo bulls, the study aimed to analyze the possible effects of immunocastration on the testicular
parenchyma of buffaloes. Twenty buffalo bulls, aged between 2 and 3 years, from the island of Marajo -
PA, were evaluated and randomly divided into two groups consisting of ten animals in the control group
(CG) and ten from the immunocastrated group (GIM). The product used was the anti-GnRH vaccine
Bopriva ® (Zoetis, SP, Brazil). The GIM received two doses of 1.0ml containing 400ug of Bopriva ®
vaccine with an interval of 8 weeks between applications and the control group received 1.0 ml of saline
solution. After 14 days of the last dose, the animals were slaughtered and the 20 pairs of testes were
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collected for analysis of macroscopic parameters such as: length, width, circumference and weight. In
addition, fragments of the testicular parenchyma were removed for the preparation of histological slides.
To compare the data, Student's t test (Nonparametric Test) was applied, considering the significance with
p<0.05 and a confidence interval of 95%. A significant difference was observed between the two groups
for weight groups (direct p<0001; left p< 0.0001), circumference (right p<0.0001; left p<0.0001), width
(only right side p< 0.0372) and length (vight p< 0.0013; left p<0.0437). In the microscopic evaluation, the
animals of the CG showed no alterations. In the GIM animals there was degeneration in all samples, with
desquamation, tortuosity and thickening of the seminiferous tubule basement membrane, as well as
vacuolization and atrophy of Sertoli cells. A reduction in the number of Leydig cells, pronounced
intertubular fibrosis, pyknotic nuclei, azoospermia and multinucleated cells within the tubules were also
observed. In conclusion, the anti-GnRH vaccine proved to be effective in causing lesions in the testicular
parenchyma, significantly compromising spermatogenesis from the possible suppression of testosterone.

Silva et al. Efeitos da castragdo imunoldgica no epitélio seminifero de machos bubalinos.
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Introducao

Na bubalinocultura de corte, existem técnicas que servem para aumentar o desempenho produtivo
dos bufalos e abaté-los com menor idade ¢ maior peso, semelhantes as utilizadas em bovinos, como ¢é o
caso da castracdo cirurgica. Dentre alguns beneficios estd a producdo de carcagas de melhor qualidade, com
uma maior deposicao 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, redu¢do de manchas na carne, controle de
agressividade e acasalamentos indesejados (Marti et al., 2015).

Entretanto, o procedimento cirurgico tem sido questionado do ponto de vista do bem-estar animal,
por ser realizado em muitos casos, sem o 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 cirirgicos, sdo os traumas associados a pratica, estresse animal, redugdo na taxa de
crescimento e mortes (Biagini et al., 2007; d’Occhio, 1993).

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). O procedimento é baseado no uso da vacina Anti-GnRH que é composta
por uma forma modificada do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) conjugada a uma proteina, na
qual, estimula o sistema imunolégico do animal a produzir anticorpos especificos contra o GnRH que ¢
secretado pelo hipotalamo e regula a secre¢do do hormonio foliculo-estimulante (FSH) e do horménio
luteinizante (LH), os quais controlam a secrecdo de testosterona e a espermatogénese (Janett et al., 2012;
Monléon et al., 2020).

Desta forma, o 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
liberagao no hipotalamo ao local de a¢dao na adenoipofise (Bauer et al., 2008). Os antagonistas de GnRH
induzem a supressdo da secre¢ao de gonadotrofina, levando a um quadro de infertilidade reversivel (Ferro
etal., 2001).

Portanto, a castracdo imunoldgica em bufalos pode trazer inumeros beneficios, como: impedir a
dor associada aos procedimentos de castragdo cirurgica, auséncia do risco de feridas que causem infecgdo
e complicagcdes no processo de cicatrizagdo, reducdo das incidéncias de morbidade e mortalidade e
cooperando para o bem-estar animal (Needham et al., 2017). Assim como impedir o estresse do manejo
inadequado da castragdo cirrgica que ¢ implantado na rotina da pecuaria, aumento na massa corporal para
o abate, maior propor¢éo de musculo e gordura na carcaga em comparagao a animais inteiros ou castrados
cirurgicamente (Amatayakul-chantler, et al., 2013). Por fim torna-se uma alternativa favoravel para reduzir
comportamento sexual e agressivo em touros intactos (Marti et al.,, 2015). O mercado brasileiro tem
ofertado alguns produtos imunocastradores, como o Bopriva ® (Zoetis, BR), de acdo anti-GnRH que ¢
usado em duas doses, onde a primeira dose sensibiliza o sistema imunolégico e a segunda dose ativa a
resposta imune em 7 a 14 dias apds a administracdo (Assumpgao et al. 2017).

Até o presente momento, ndo existem estudos prévios que utilizem o procedimento de
imunocastracao com a vacina Anti-GnRH em touros bubalinos, bem como seus efeitos sobre o sistema
reprodutor do animal. Assim objetivou-se por meio deste estudo avaliar os efeitos da castragdo imunoldgica
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com vacina anti-GnRH Bopriva ® sobre o epitélio seminifero de touros bubalinos. Afim de apontar os
beneficios da vacina nesses animais.

Silva et al. Efeitos da castragdo imunoldgica no epitélio seminifero de machos bubalinos.

Material e Métodos

Consideragoes éticas, local de desenvolvimento da pesquisa, animais experimentais e modelo de
imunocastra¢do

Esse estudo foi conduzido pelo Laboratorio de Reproducao animal da Universidade Federal Rural
do Pard em parceria com produtores de bufalos. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais CEUA- UFRA 1566230421. Foram utilizados 20 touros em idade reprodutiva e
divididos em 2 grupos: grupo controle (GC) e grupo imunocastrados (GIM). O GIM recebeu duas doses
(via subcutanea) de 1,0 ml da vacina anti-GnRH Bopriva ® contendo 400pg com intervalo de 8 semanas
“60 dias” entre as doses, enquanto que o GC recebeu duas doses de solugdo fisiologica durante 0 mesmo
periodo que o GIM. Ao término da segunda dose, foi contabilizado quatorze dias até que todos os animais
deste estudo fossem abatidos no matadouro SOCIPE (localizado na cidade de Belém-PA, Brasil), seguindo
todos os protocolos adequados deste procedimento.

Procedimento de coleta dos testiculos, andlises macroscopicas e preparo das amostras

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

Posteriormente, foram retirados fragmentos do parénquima testicular na por¢do medial e
armazenados em copos coletores contendo solugdo 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 avaliag@o histologica.

Andlises histologicas

Para a analise microscopica, os cortes foram avaliados utilizando aumentos de 5x, 10x e 20x,
analisando possiveis alteracdes em células testiculares e degeneracdo das células epiteliais dos tubulos
seminiferos (Silva, et al. 2013). Realizou-se fotomicrografias utilizando o microscépio Nikon Eclipse E500
com o Moticam 2500® acoplado a ele. As fotomicrografias foram analisadas utilizando-se o software
ImageJ com plugin Cell Counter e Batch measure.

Analise estatistica

As analises foram realizadas através do processador de dados sofiware GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Foi realizado o poder do teste, considerou-se como
satisfatorio o poder superior a 90%, seguido pela realizagdo do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.
Para a diferenca estatistica significativa entre os 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 padrao.

Resultados

Em relagdo as varidveis macroscopicas, os animais do GIM possuiam testiculos menores
(Figural) e houve diferenca significativa entre os dois grupos para peso (direto p<0001; esquerdo p<
0,0001), circunferéncia (direita p<0,0001; esquerda p<0,0001), largura (somente lado direito p<0,0372)
e comprimento (direita p< 0,0013; esquerda p<0,0437). As médias obtidas para cada varidvel de ambos
os grupos se encontram na Tabela 1. Os animais do GIM comegaram a demonstrar diminuicdo nas
varidveis a partir da segunda semana pos segunda dose da vacina anti-GnRH.

Rev Bras Reprod Anim, v.46, n.3, p.308-316, jul./set. 2022 310



DY

Silva et al. Efeitos da castragdo imunoldgica no epitélio seminifero de machos bubalinos.

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

Tabela 1. Médias de varidveis macroscopicas correspondentes a peso, circunferéncia, largura e
comprimento em bubalinos submetidos a imunocastragdo e nao castrados.

Mensuragao Controle Imunocastrados

Direito Esquerdo Direito Esquerdo
Peso (g) 176,60 26,733 170,10 +25,333 79,40 +3541° 80,30 +30,58 P
Circunferéncia (cm) 1630+2262 1690+13928  10,50+2,22b 10,70+ 2,35 b
Largura (cm) 45,60+ 4,762 4520+ 5,00 39,80 £ 10,15 b 40,60 + 9,02
Comprimento (cm) 79,00 £3,843  7940+5583  7220+1323b 72,70 +1091b

a,b] etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05)

Quanto a avaliagdo microscopica, os animais do GC ndo obtiveram alteragdes. O tecido epitelial
testicular do GC apresentou aparéncia normal, com a presenga ¢ distribuicdo das células de Sertoli, bem
como normalidade dos tibulos seminiferos, com produgdo de espermatozoides ¢ células germinativas. O
padrao de arquitetura fisiologica foi observado em todas as amostras (figura 2). Nos animais do GIM houve
degeneragdo em todas as amostras, sendo visualizado descamagdo, tortuosidade e espessamento da
membrana basal do tibulo seminifero, assim como vacuolizagdo e atrofia das células de Sertoli. Foi
observado também uma reducdo do numero de células de Leydig, fibrose intertubular pronunciada, nticleos
picnoticos, azoospermia e células multinucleadas no interior dos tibulos (figura 3)

Discussio
Pela primeira vez na literatura o estudo traz resultados importantes a respeito das alteragdes
morfométricas e histomorfoldgicas através da acdo da vacina Anti-GNRH, utilizada em touros bubalinos.
E possivel evidenciar que a vacina Bopriva, foi capaz de alterar didmetro, comprimento, largura e peso
total dos testiculos dos animais tratados, tdo quanto as alteragdes histomorfologicas que demostram a
diminuigdo dos tiibulos seminiferos e seus respectivos lumens.
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A imunocastra¢do utilizando vacina GnRH tem sido proposta como uma alternativa favoravel a
castragdo cirlirgica e representa um importante avango 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
etal., (2012) e Amatayakul-chantler et al. (2012), esse fato pode estar diretamente associado com a supressdo
de testosterona devido ao bloqueio do eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal que gera uma diminuigdo na
funcionalidade ou mesmo o bloqueio total da espermatogénese.

Figura 2. Microfotografias de luz dos testiculos de Bufalos do GC [HE; 25x-100x]. O grupo controle apresentou

morfologia e distribuicdo normal dos tubulos seminiferos, epitélio germinativo intacto, presenga de células no
intersticio, normalidade de células germinativas e presenga de espermatozoides no lamen tubular.

Figura 3. Microfotografias de luz dos testiculos de Biifalos submetidos a castragdo imunoldgica, [HE; 25x-100x]. Pode
ser observado com mais frequéncia a descamagao do epitélio germinativo (DEG), nticleos picnoéticos (NP), vacuolizagido
das Células de sertoli (VCS) e Células Germinativas (VCG), fibrose intertubular (FIT) e azoospermia (AZ).

Outras vacinas para imunocastragdo em outros mamiferos estdo disponiveis no mercado como:
Improvac® (Zoetis TM) para suinos (Han et al., 2017) e Equity® (Pfizer Animal Health, Australia) para
equinos (Janett et al., 2009).

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 supressdo de testosterona e bloqueio da espermatogénese (Janett
et al., 2012; Amatayakul-chantler et al., 2013; Mazon, 2016 Civeiro, 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 ¢ de 120 dias, com intervalo aproximado de 90 dias o efeito
castrado é de 150 dias que ¢ o protocolo mais utilizado (PALU, 2018). A imunidade se estabelece em duas
semanas apos a aplicacdo da segunda dose da vacina, sendo que a primeira aplicacdo serve para sensibilizar o
sistema imunologico do animal (Dunshea et al., 2011; Bopriva, 2017). Por isso, no estudo, foi decidido realizar
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a metodologia do intervalo entre doses de 8 semanas baseada nas especificacdes do laboratdrio farmacolégico
da vacina Bopriva.

A respeito do peso dos testiculos dos bufalos do GI, houve diminui¢do bilateral significativa,
sugerindo atrofia gonadal. A atrofia testicular pode ocorrer por influéncias sistémicas ou ambientais (Caixeta,
2019). As principais causas sdo privagdo de hormoénios reprodutivos, administracdo de androgenos ou
estrogenos exdgenos, radiacdo, desnutri¢do, deficiéncia de vitaminas, febre ou hipertermia prolongada,
patologias vasculares infecciosas ou neoplasicas (Jones et al., 2000). Verificou-se no estudo a acdo
bloqueadora do anti-GnRH na secre¢do de GnRH em bubalinos. O bloqueio se manifestou pela diminuigao
dos valores de comprimento, largura, circunferéncia e peso testicular. A¢do demonstrada no estudo de Ferro
et al. (2001).

O presente resultado foi semelhante ao observado por Cook et al. (2000), com bovinos mestigos 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 relacao a peso testicular,
optou-se pela comparacao desse dado com a espécie suina. Logo, nossos resultados corroboraram também ao
de Einarsson et al. (2009) em suinos com Improvac®. Segundo o autor os suinos apresentaram uma
diminui¢do no peso testicular significativa. Em contrapartida, o mesmo padrao 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 redug@o maior respectivamente, o que explica isso seria a diferenga 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 relagdo 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¢do nos
parametros de comprimento (cm) e largura (cm), consequentemente tamanho total, em relagdo ao grupo
controle.

Aparentemente, foram observadas possiveis atrofias testiculares e degeneragdo tecidual em animais
do grupo GIM, principalmente nos tiibulos seminiferos, acompanhada com a redugao significativa da area
total dos tubulos seminiferos, que segundo Jubb et al. (2007) pode ter relagdo direta na populacdo e
proliferacdo de células de Sertoli.

Na atrofia testicular e degeneracdo ha uma redugdo na quantidade dos tibulos seminiferos,
apresentando aspecto atrofiado e hialinizado, bem como com atrofia de epitélio germinativo, presenca de
células de Sertoli vacuolizadas e células de Leydig proliferadas, diminui¢ao da espermatogénese ou auséncia
devido a morte das células da linhagem germinativa e conforme o processo avanga, ocorre um actimulo destas
na luz dos tibulos. Estes aspectos sdo dos resultados dos estudos de Garcia (2013) e Jubb et al. (2007). Além
disso, ¢ observado que as células tubulares apresentaram ntcleo picnoético caracteristico de tecidos em estagios
degenerativos (Celeghini et al., 2017).

A atrofia testicular pode ocorrer por influéncias sistémicas ou ambientais que podem ser associadas
a supressdo de gonadotrofinas pituitarias, administragdo de androgenos ou estrogenos exodgenos, desnutricdo,
deficiéncia de vitaminas, febre ou hipertermia prolongada, patologias vasculares infecciosas ou neoplasicas
(Jones et al., 2000; Caixeta, 2019). O que se confirma no presente estudo, haja visto que a vacina Anti-GnRH
causa bloqueio no eixo reprodutivo, provocando a infertilidade total reversivel no animal.

Dessa forma, este trabalho evidenciou que a vacina Anti-GnRH foi capaz de causar alteragdes a nivel
histoldgico nas amostras de testiculos, levando a um quadro de degeneracio e atrofia testicular.

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

A auséncia total de espermatozoides no limen do tiibulo seminifero foi observada em 95% das
amostras, e nas amostras restantes (5%), foi verificada a reducdo do numero de espermatozoides,
provavelmente em consequéncia da inibi¢ao parcial da espermatogénese. Efeito semelhante foi observado
por Robertson et al. (1982), que imunizaram bezerros com uma vacina anti-LHRH e verificaram a supresséo
das fungdes gonadais € do comportamento sexual dos animais na maioria percentual dos animais porém o
restante permaneceu com presenca pequena de espermatozoides.
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Conclusao

Conclui-se que que a vacina anti-GnRH pode comprometer a fertilidade de bufalos, tdo quanto
demonstrado em outras espécies de mamiferos, possivelmente por interromper diretamente a producdo de
espermatozoides a partir da supressdo de testosterona. A provavel supressdo na fungdo testicular foi
demostrada através da analise macroscopica e histologica, que se mostrou eficaz para a comparagao entre
os grupos de animais imunocastrados e ndo castrados. Assim como o procedimento se torna uma alternativa
viavel de método contraceptivo de controle comportamental, por meio da possivel supressdo da sintese de
testosterona.
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