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Respostas Hormonais ao Tratamento com GnRH e Estradiol e suas Correlagéoes com
Desenvolvimento Testicular e Nimero de Células Sertoli em Touros Angus x Charolés
na Fase de Pré-Puberdade!

Arlindo de Alencar Araripe Moura?, Bert H. Erickson3

RESUMO - O objetivo desta pesquisa foi determinar as correlagdes entre niveis hormonais aos 2 e 6 meses de idade e didmetro e
histologia testicular em tourinhos Angus x Charolés aos 6 meses de idade (n=15). Aos dois meses, duas amostras basais de sangue foram
coletadas a intervalos de 1 hora. Apds a tltima coleta, os animais receberam 5 lg de GnRH e 1,5 e 3,0 horas depois novas amostras foram
coletadas. Aos seis meses, os tourinhos foram tratados com 1 mg de estradiol benzoato (E) e receberam 10 g de GnRH doze horas depois.
Apos cinco dias, os tourinhos receberam 10 g de GnRH, mas sem pré-tratamento com estradiol. As amostras de sangue foram coletadas
1,5 e 3,0 horas apos a injecdo de GnRH nas duas ocasides. Imediatamente antes dos tratamentos com estradiol e GnRH, duas amostras
basais foram coletadas. Os animais foram cirurgicamente castrados aos seis meses. Houve correlagdes entre niveis de FSH estimulados
com GnRH aos dois meses e didmetro testicular e numero de células Sertoli e espermatogonias Al por testiculo aos seis meses de idade
(r=-0,65 a -0,80). As associagdes entre FSH aos dois meses e numero de se¢des de tubulos seminiferos sem células germinativas
(r=10,59) e numero de tubulos com espermatides circulares (r =-0,55) também foram significativas. As correlagdes entre niveis de LH
e esterdides e pardmetros testiculares ndo foram significativas. Aos 6 meses, niveis basais de FSH néo alteraram 12 horas apds estradiol,
mas as concentragdes de FSH estimuladas com GnRH foram 2,5 vezes mais elevadas, quando se usou estradiol em relagao ao uso somente
de GnRH. Modelos de regressdo com niimero de células Sertoli, em funcdo dos niveis de FSH ap6s GnRH, mostraram que, quando se
utilizaram GnRH + estradiol, obteve-se maior valor de R? (0,43) em comparagio & injecio somente de GnRH (0,30). Portanto,
concentragdes periféricas de FSH sdo potenciais indicadores do desenvolvimento testicular na fase de pré-puberdade.
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Hormonal Responses to GnRH and Estradiol Treatments and their Correlation with
Testicular Development and Number of Sertoli Cells in Prepubertal Angus x Charolais Bulls

ABSTRACT - The objective of this research was to determine the correlation among hormone levels at 2- and 6-month of age and
diameter and histology of the testis in Angus x Charolais young bulls at 6 months (n= 15). At two months, two basal blood samples
were collected at 1-h intervals. After the last collection, the animals received 5 g of GnRH and 1.5 and 3.0 h later, new samples were
collected. At 6 months, the young bulls were treated with 1 mg of estradiol benzoate (E) and received 10 ug GnRH twelve hours later.
After five days, the young bulls received 10 g GnRH, but without pre-treatment with estradiol. In both cases, blood samples were
collected 1.5 and 3.0 h after GnRH injection. Immediately before the GnRH and estradiol treatments, two basal samples were collected.
The animals were surgically castrated at six months. Concentrations of GnRH-stimulated FSH at two months were related to testis
diameter, number of Sertoli cells and A1 spermatogonia per testis (r=.65 to .80). The associations between FSH at two months and number
of seminiferous tubule sections without germ cells (r=.59) and tubules with round spermatids (r= -.55) were also significant. The
correlations between the basal LH and steroids and testis parameters were not significant. At 6 months, the basal levels of FSH did not
alter 12 h after estradiol, but the FSH concentrations stimulated with GnRH were 2.5-fold higher when estradiol was used than when
GnRH was used. Regression models with Sertoli cell numbers in function of FSH after GnRH showed that when GnRH + estradiol was
used, a greater R (.43) was obtained in comparison to GnRH injection only (.30). Thus, peripheral concentrations of FSH are potential
indicators of testicular development at the prepubertal phase.
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Introducio

As células Sertoli tém por fun¢do dar suporte
estrutural e funcional ao processo de
espermatogénese (BARDIN et al., 1994). Nos bovi-
nos, a proliferagdo destas células inicia-se durante a
fase fetal e cessa a idade de 10 semanas pds-parto
(SHARPE, 1994). Entre 2 ¢ 3 meses apds 0 nasci-
mento, as células Sertoli apresentam-se imaturas,
mas aos 6 meses de idade h4 evidéncias de diferen-
ciacdo, com o desenvolvimento de jungdes e da
barreira sanguineo-testicular (CURTIS e AMANN,
1981; SINOWATZ ¢ AMSELGRUBER, 1986).

O numero de células Sertoli por testiculo esta
associado a produgio espermatica (RZ = 0,68) e ao
peso testicular (RZ = 0,56) em touros adultos
(BERNDTSON et al., 1987a, b). Altera¢des no
processo de proliferagdo das células Sertoli em ratos
tratados com radiacdo (ERICKSON e BLEND,
1976) ou citosina arabinose, substancia inibidora da
mitose (ORTH et al., 1988), causam redugdes no
peso testicular. Portanto, fatores que interferem no
desenvolvimento de populacdo normal de células
Sertoli também afetam de forma significativa a ca-
pacidade de producdo espermatica.

Nos bovinos, os gonoécitos proliferam durante a
fase fetal (MATSCHKE e ERICKSON, 1969) e
neonatal (CURTIS e AMANN, 1981). Por volta dos
2 -3 meses de idade, estes gonocitos comecam a se
diferenciar em espermatogoOnias e, aos 6 meses,
espermatécitos secundarios e espermatidas circula-
res sdo formados nos tubulos seminiferos (CURTIS
e AMANN, 1981). A populagdo de espermatogonias
do tipo Al estd associada ao ntimero de células
Sertoli (HOCHEREAU-DE-REVIERS, 1987) e tem
influéncia significativa na producéo espermatica fu-
tura (ORTAVANT et al., 1979), evidenciando que
aspectos histologicos dos testiculos na fase de pré-
puberdade podem estar associados a capacidade de
producdo espermatica na fase adulta.

Doses farmacologicas de estradiol aumentam
significativamente o intervalo de pulsos de GnRH
(CARATY et al., 1989; D’OCCHIO et al., 1982),
diminui temporariamente a capacidade da glandula
hipofise de secretar gonadotropinas, mas aumenta,
em fase subseqiiente, a sensibilidade da hipdfise ao
efeito do GnRH (CARATY etal., 1989; WILDEUS
et al., 1988). O desenvolvimento das células
germinativas ¢ controlado por FSH ¢ LH e hormonios
secretados pelas células de Leydig e Sertoli JEGOU
e SHARPE, 1993; SHARPE, 1994), mas ndo se

conhece o grau de associacdo entre niveis hormonais,
sensibilidade da hipofise ao GnRH e estradiol e
desenvolvimento testicular. Portanto, este experi-
mento foi conduzido com a finalidade de determinar
as correlagdes existentes entre as concentragdes de
gonadotropinas e esterdides, basais ou estimulados
com GnRH e estradiol e o didmetro e a histologia
testicular durante a pré-puberdade.

Material e Métodos

Procedimento experimental

Quinze touros (Angus x Charolés) nascidos no
periodo de 6 de fevereiro a 25 de marco de 1993 foram
criados a pasto juntamente com as matrizes. A aplica-
cdo dos tratamentos foi procedida da seguinte forma:

1. Aos 2 meses: duas amostras basais de soro
sanguineo foram coletadas (veiajugular) aintervalos de
1 hora (6 ¢ 7 h). No momento da ultima coleta, estes
animais receberam por via subcutanea 5 ug de GnRH
(des-gly!?, [D-ala®]-GnRH-ethylamide, Sigma Co., St.
Louis, MO) e amostras de sangue foram coletadas 1,5
e 3,0 horas depois.

2. Aos 6 meses:

Dia 0: duas amostras basais foram coletadas a
intervalos de 1 hora (18 ¢ 19 h) e os bezerros
receberam 1 mg de estradiol benzoato no momento da
ultima coleta (19 h).

Dia 1: duas amostras basais coletadas as 6 ¢ 7 h.
Os animais receberam 10 g de GnRH no momento
da ultima coleta (7 h) e novas amostras de sangue
foram obtidas 1,5 e 3,0 horas ap6s o0 GnRH.

Dia 5: os bezerros ndo receberam estradiol. Duas
amostras basais de sangue foram obtidasas6e 7 he
10 ug de GnRH foram injetado no momento da altima
coleta. Amostras de soro foram obtidas 1,5 e¢ 3,0
horas depois.

Os animais foram pesados e o didmetro dos
testiculos foi medido com o auxilio de paquimetro aos
2 e 6 meses de idade. Os touros foram cirurgicamente
castrados aos 6 meses apos as coletas de sangue (193
+ 2,5 dias; peso vivo: 215 + 10 kg).

Andlise histologica

Apodsaremocdo do epididimo e da tunica vaginalis,
dois segmentos de 4 mm de espessura do paréquima
testicular foram fixados em fluido de Bouin (24 horas)
e mantidos em etanol a 70% e posteriormente cora-
das com hematoxilina e eosina.

Para estimar o estddio de desenvolvimento do
epitélio seminifero, 400 sec¢des transversais de tubulos
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foram examinadas em cada touro e classificadas de
acordo com as seguintes categorias: tiibulos sem
células germinativas (STO), tubulos com
espermatogonia Al (STA), espermatogodnia Inter-
mediaria ou B (STB), com espermatocitos em
paquiteno (STP), espermatidas circulares (STR) e
espermadtidas alongadas (STE).

A populagao de células Sertoli e espermatogonias
Al por testiculo foi calculada de acordo com o
método descrito por ERICKSON ¢ BLEND (1976). O
volume testicular (V) foi determinado pela formula
V =PT x D, em que PT representa peso testicular e
D, densidade do parénquima testicular (1,052 g/cm?,
JOHNSON e NEAVES, 1981). O volume ocupado
por 10 seccdes de tubulos (Vst) foi estimado pela
formula Vst =P x h x (d2/ 4), em que h representa a
espessura (5 mm) e d, o diametro médio destas secgdes
de tubulos. A porcentagem do volume testicular ocu-
pado por tubulos seminiferos (% TS) foi determinada
conforme o método de CHALKLEY (1943), ou seja,
utilizando-se ocular com pontos indicadores, 600 ob-
servacoes foram feitas ao acaso em laminas e anotado
o numero de vezes que estes pontos coincidiam com
tabulos ou com tecido intersticial. O nimero nao-
corrigido de células por testiculo foi determinado pela
formula: N = (V x%TS x C)/Vst, em que C representa
onumero de células Sertoli e espermatogonias A1 com
nucléolo intacto em 10 sec¢des transversais de tabulos.
O valor de N foi corrigido de acordo com o método de
ABERCROMBIE (1946): Numero corrigido =N x (5
um/(5 um + didmetro médio do nucléolo em pum).
Neste caso, 5 lum ¢ a espessura da secgdo de corte das
amostras de tecido. Visto que os animais estavam na
fase de pré-puberdade ¢ ndo apresentavam todos os
12 estadios do ciclo da espermatogénese
(BERNDTSON ¢ DESJARDINS, 1974), foram
selecionadas somente seccoes de tubulos em estadio
de desenvolvimento mais avangado.

Radioimunoensaios

Amostras de sangue foram acondicionadas em gelo
e, no laboratorio, deixadas a temperatura ambiente por
2 horas e centrifugadas a 1764 g, durante 25 minutos. O
soro foi armazenado a -20°C. Todas as amostras foram
quantificadas no mesmo ensaio para evitar variagdes
entre analises.

As concentra¢gdes de FSH foram determinadas
em amostras de 200 pul de soro por meio de
radioimunoensaio (BOLT e ROLLINS, 1983). O
primeiro anticorpo (USDA-5-0122) e o FSH purifica-
do para reacdo com iodo radioativo e curva de
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referéncia (USDA-bFSH-I-2) foram cedidos pelo Dr.
D.J.Bolt (USDA, Beltsville, MD). O nivel de detecgio
deste ensaio foi de 0,25 ng/mL e o coeficiente de
variacdo intra-ensaio, 8%. As concentragdes de LH
foram estimadas em 100 pul de soro, conforme o método
desenvolvido por NISWENDER et al. (1969) e poste-
riormente modificado por BOLT (1981). O primeiro
anticorpo (LH antiovino no. 15) foi fornecido pelo Dr.
G. Niswender (CSU, Fort Collins, CO) ¢ 0 hormdnio
purificado para reagao com iodo radioativo e curva de
referéncia, pelo Dr. L. E. Reichert (Rochester Medical
School, Albany, NY). O nivel de detecgao foi de 31,3
pg/mL e o coeficiente de variagdo inra-ensaio, 9%.

No caso dos esteroides, as amostras de soro
foram primeiramente dissolvidas e extraidas em 1,5
mL de benzeno. As concentracdes de testosterona e
androstenediona (A4A) foram estimadas de acordo
com o método descrito por COX et al. (1987). O
anticorpo para A A (X - 322 Rao) foi adquirido do Dr.
P. N. Rao (Southwest Foundation for Biomedical
Research, San Antonio, TX) e o anticorpo para
testosterona, Dr. G. Niswender. Os niveis de detec¢ao
foram 10 e 2,5 pg/mL para os ensaios de testosterona
e A4A, respectivamente. Os coeficientes de variagdo
intra-ensaio foram 10 e 8%, respectivamente. As
concentragdes de estradiol foram quantificadas de
acordo com o método desenvolvido por COX et al.
(1987) e posteriormente modificado para a espécie
bovina por intermédio do aumento da dilui¢do do
anticorpo de 1:800.000 para 1:1.500.000 e da diminui-
¢do da quantidade de soro extraido e utilizado no
ensaio (BRITT, comunicado pessoal). O anticorpo
foi cedido por Dr. N. Manson (Lilly Research
Laboratories, Indianapolis, IN). O nivel de detecgao
do ensaio foi de 0,15 pg/mL e o coeficiente de
variagdo intra-ensaio, 8%.

Os radioimunoensaios foram validados adicio-
nando quantidades de hormonios a amostras de soro
previamente caracterizadas e estimando as concen-
tragdes nestas amostras. Os hormonios foram adici-
onados em concentragdes ¢ volumes utilizados nas
curvas de referéncia. Com FSH, 60, 120 ¢ 480 pg
foram adicionados a 200 uL de soro e, por intermédio
doradioimunoensaio, foram detectados 98+2,99+3 ¢
95+5% destas quantidades, respectivamente. Foram
também adicionados 62, 124 e 488 pgde LH a 100 pul
de soro e, em todos os casos, 98+2% destas concen-
tragdes foram detectadas pelo ensaio, em média. No
caso dos esteroides, foram adicionados a amostras de
150 mL de soro e extraidos com 1,5 mL de benzeno
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em uma unidade multitubo Vortex. Dos 5,20 ¢ 80 pg
de A4A adicionados, 9344, 97+5 e 95+4% destas
quantidades foram detectadas pelo ensaio. No caso
da testosterona, as mesmas quantidades foram adiciona-
das a amostras de soro e porcentagens semelhantes
foram detectadas pelos ensaios. Com estradiol, 0,60; 3,0;
e 6,0 pg foram adicionados € 99+3, 9243 e 94+3% destas
quantidades foram detectados no radioimunoensaio. Os
valores utilizados nas analises ndo foram corrigidos,
devido a perdas nos ensaios.

Analise estatistica

Os efeitos de GnRH e estradiol benzoato sobre as
concentragdes hormonais foram avaliados utilizando-
se a analise de variancia (Proc GLM, SAS, 1990).
Para cadaidade, peso vivo foiusado como covariancia,
quando significativo (p <0,05). As correlagdes entre
didmetro e histologia testicular e niveis hormonais
foram estimadas pelo método de correlacdes parciais
de Pearson (Proc CORR, SAS, 1990). Neste caso,
peso vivo foi usado com a variavel parcial. Modelos
lineares de regressdo também foram analisados atra-
vés do SAS (Proc REG).

Resultados e Discussao

Correlagdes entre diametro e histologia testi-
cular em touros com 6 meses de idade

O diametro e peso testicular médio de 15 tourinhos
com 6 meses de idade foram de 3441 mm e 48+6 g,
respectivamente. O nimero de células Sertoli e
espermatogonias A1 por testiculo foi de 7,3 0,4 x 10?
e 494 + 0,65 x 10°, respectivamente. Com base na
analise de 400 secgdes de tibulos seminiferos por
animal, 16,6% destes ndo continham células germinativas,
31,5% tinham espermatocitos, 9,4% apresentaram
espermatidas circulares e em somente 7,5% dos tubulos
foram observadas espermatidas alongadas.

Foram detectadas correlagdes entre o numero de
espermatogonias Al (Al) e o diametro testicular
(DT; r=0,61, P<0,05) e o numero de células Sertoli
(S; r=0,64, P<0,05). A correlagdo entre S e DT foi
de menor magnitude (r = 0,55, P<0,05). Correlagoes
entre histologia e peso testicular também foram sig-
nificativas (0,50<r<0,60; P<0,05). Touros com maior
numero de células Sertoli e Al apresentaram menor
numero de tubulos sem células germinativas (r=-0,58,
P<0,05) e maior nimero de tibulos seminiferos com
espermatdcitos (r = 0,59, P<0,05).

A correlagdo entre as populagdes de células
Sertoli e as espermatogdnias Al encontradas em

touros imaturos foi semelhante a determinada por
HOCHEREAU-DE RIVIERS et al. (1987) em tou-
ros adultos (r = 0,64). Portanto, estas correlagdes
evidenciam que as células Sertoli exercem controle
sobre o desenvolvimento das células germinativas
desde a fase inicial da espermatogénese.

As correlacdes entre didmetro testicular e nume-
ro de células Sertoli encontradas aos 6 meses de
idade foram de menor magnitude em relacdo aos
valores encontrados por BERNDTSON et al. (R2 =
0,56; 1987b) em touros com 18 meses e por MOURA
e ERICKSON (r = 0,75; 1997) em touros com 12
meses de idade. A razdo desta diferenca ndo ¢é
conhecida, mas ¢ possivel que as diferengas de idade
e, portanto, do numero de células germinativas nos
tabulos seminiferos dos touros pré-puberes possam
ter influenciado estas correlagdes.

Secre¢do hormonal apos os tratamentos com GnRH
aos 2 meses e GnRH e estradiol aos 6 meses de idade

As concentragdes de FSH aos 2 meses aumenta-
ram (P<0,05)de 0,821996,£0,06 ng/mL para 1,59+0,15
ng/mL e 1,63+£0,18 ng/mL, 1,5 h (T1,5) e 3,0 h (T3)
apos o tratamento com 5 pug de GnRH, respectiva-
mente (Figura 1A). As concentra¢des de LH aumen-
taram (P<0,05) de 0,79+0,06 ng/mL para 12,69+1,43
ng/mL no T1,5, mas a variacdo no T3 foi minima
(13,37+1,4 ng/mL; Figura 1B).

As respostas de testosterona ao GnRH aos 2
meses apresentaram variagdes semelhantes as de
LH. Niveis basais de testosterona aumentaram
(P<0,05) de 0,25+0,05 ng/mL para 0,52+0,04 ng/mL
no T1,5 e 0,53+0,04 ng/mL no T3 (Figura 2A). O
tratamento com GnRH também causou aumentos nos
niveis de A4A ap0s o tratamento com GnRH (Figura
2B). As concentragdes de estradiol apresentaram
variacdes de 3,3+0,12 pg/mL para 3,8+0,14 pg/mL no
T1,5 (P>0,05), mas estes valores aumentaram para
4,5+0,27 pg/mL no T3 (P<0,05; Figura 2C).

As respostas de LH ao tratamento com GnRH
foram sempre maiores que as de FSH, comprovando
o fato de que a secre¢do de LH, em comparagdo com
a de FSH, apresenta maior dependéncia de GnRH
(PRICE, 1991). A magnitude das respostas ao GnRH
tem sido também demonstrada em outros estudos
realizados com touros pré-puberes (MOURA e
ERICKSON, 1997) e adultos. MONGKONPUNYA
et al. (1975) demonstraram aumentos significativos
nos niveis de A;A e LH entre 1 e 4 horas apos
injecdes com GnRH em touros aos 2 meses de idade.
No entanto, esses autores nao encontraram aumen-
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tos significativos nos niveis de testosterona antes dos
4 meses de idade. Resultados apresentados nesta
pesquisae em outros estudos (MOURA ¢ ERICKSON,
1997) mostraram respostas significativas nos niveis de
testosterona aos 2 meses, as quais sdo atribuidas,
provavelmente, aos niveis de sensibilidade dos
radioimunoensaios.

Aos 6 meses de idade, os niveis de FSH aumenta-
rampara0,63+0,06 ng/mLnoT1,5¢0,834+0,10 ng/mL
no T3, quando os animais receberam somente GnRH
(Figura 3A). Quando GnRH foi usado com estradiol,
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Figura 1 - Concentragdes de FSH (A) e LH (B) em touros aos
2 meses de idade (n=15). Duas amostras basais
foram coletadas a intervalos de 1 hora. O GnRH
foi injetado apds a ultima coleta basal e novas
amostras foram obtidas 1,5 e 3,0 horas depois.
a, b: diferengas entre os niveis hormonais
(P<0,05). Barras verticais representam o erro
padrdo da média.

Concentrations of FSH (A) and LH (B) in bulls at 2
months of age (n=15). Two basal samples were coleted
at 1 hour intervals. The GnRH was injected at the last
basal sample and bulls were bled 1.5 and 3.0 hours
afterwards. a,b: diferences among hormone levels
(P<.05). Verticals bars represent the standard error of
the mean.
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androstenediona (B) e estradiol (C) em touros
aos 2 meses de idade (n=15). O GnRH foi
injetado apd6s a Ultima coleta basal e novas
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padrao da média.
Figure 2 - Concentrations of testosterone (A) and androstenedione

(B) in bulls at 2 months of age (n=15). The GnRH was
injected at the last basal sample and bulls were bled 1.5
and 3.0 hours afterwards. a,b: diferences among
hormone levels (P<.05). Verticals bars represent the
standard error of the mean.
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as concentragdes de FSH aumentaram para 1,2+0,21
ng/mLno T1,5 e 2,4+0,30 ng/mL no T3. Os niveis de
LH também foram mais elevados apos o tratamento
comGnRH+E (33,9+4,15ng/mLno T1,5 e44+2,78 ng/
mL no T3) do que quando somente GnRH foi utilizado
(8,33+0,89 ng/mL no T1,5 e 26,9+1,62 ng/mL no T3;
Figura 3B). As concentracdes de testosterona aumenta-
rampara 1,254+0,17ng/mLnoT1,5e2,26+0,21 ng/mLno
T3 quando GnRH foi usado sozinho, mas estes valores
foram mais elevados (1,77+£0,18 ng/mL no T1,5¢ 3,2 +
0,21 ng/mL no T3) apds o tratamento com GnRH e
estradiol (Figura4A). As respostas dos niveis de A4A ao
GnRH apresentaram resultados semelhantes (Figura4B).

Avaliagdes dos efeitos de estradiol sobre as respos-
tas hormonais ao GnRH tém sido realizadas em touros
castrados. D’OCCHIO et al. (1982) mostraram que, em
touros Angus castrados aos 10 meses, os niveis séricos
de LH foram mais elevados quando os animais recebe-
ram 2 mg de estradiol por minuto durante 12 horas,
seguido de GnRH, em relacdo ao uso de GnRH sem
estradiol. KESNER et al. (1982) também mostraram
que a secre¢ao de LH e FSH em resposta a sucessivas
doses de GnRH foi amplificada apds o tratamento com
estradiol durante 20 horas em touros castrados. Da
mesma forma, WILDEUS et al. (1988) mostraram que,
em touros castrados na pré-puberdade, o tempo neces-
sario para que os niveis séricos de LH estimulados com
GnRH retornassem aos niveis basais foi maior quando
estradiol foi utilizado 12 horas antes do GnRH. Os
resultados do presente trabalho, portanto, enfatizam que
em touros ndo-castrados e com niveis basais de estradiol
entre 2 e 6 pg/mL, o tratamento com doses farmacologicas
de estradiol também apresenta aumentos nas respostas de
gonadotropinas e esteroéides ao GnRH.

O estradiol amplifica as respostas de LH e FSH ao
GnRH, provavelmente, por intermédio de agdo diretana
hipofise anterior. Doses elevadas de estradiol, como as
que precedem a onda pré-ovulatéria de LH no ciclo
estral, causam aumentos no numero de receptores de
GnRH (MILLER, 1993) ereceptores do proprio estradiol,
além de estimular a transcrigdo de genes e a estabilidade
de mRNA de hormoénios glicoproteicos (KESNER,
1988). Portanto, estes mecanismos devem ter sido
induzidos nos touros via estradiol exdgeno, evidenciando
que ahipofise, ao contrario do hipotalamo, ndo apresen-
ta dimorfismo sexual (KESNER, 1988).

Os niveis basais de FSH quantificados 12 horas
apods o tratamento com estradiol (0,39+0,02 ng/mL)
ndo apresentaram variagdes significativas (P>0,05)
quando comparados aos niveis antes do tratamento
(0,49+0,03 ng/mL). Do mesmo modo, os niveis basais

de LH (1,83 + 0,14 ng/mL) ndo sofreram alteragdes
12 horas ap6s o tratamento com estradiol (1,65+0,10
ng/mL; P>0,05) e, em consequéncia, os niveis basais
de testosterona e A4A ndo foram modificados no
mesmo periodo. Concentragdes fisiologicas de
estradiol inibem a sintese e secre¢do de LH ¢ FSH

iT A
B GnRH B
25 + B GnRH+E

FSH (ng/mL)
o
n (%

i
L

a

=
n

=
1

Basal 15 30
Horas apés GnRH

Hawrs after GnRH

50
45 u GnRH

40 GnRH+E
35
30
25
20
13
10 a  a
5 1,53 1,65

LH (ng/mL)

Basal

Horas apis GnRH
Howrs affer GnRH

Figura 3 - Concentragdes de FSH (A)e LH (B) em touros aos
6 meses de idade (n=15). Os animais foram
tratados com GnRH doze horas apds uma injegédo
de estradiol benzoato (GnRH + E). Apds cinco
dias, os touros receberam somente GnRH
(GnRH). O GnRH foi injetado apds a ultima coleta
basal e novas amostras foram obtidas 1,5 e 3,0
horas depois. a, b: diferengas entre GhnRH+E e
GnRH (P<0,05). Barras verticais representam o
erro padrdo da média.

Figure 3 - Concentrations of FSH (A) and LH (B) in bulls at 6
months of age (n=15). Animals received GnRH twelve
hours after an injection of estradiol benzoate (GnRH+E).
Five days later, bulls received GnRH only (GnRH). The
GnRH was injected at the last basal sample and bulls
were bled 1.5 and 3.0 hours afterwards. a,b: diferences
between GnRH+E and GnRH (P<.05). Verticals bars
represent the standard error of the mean.
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Tabela 1 - Correlagbes entre concentragbes de FSH aos 2
meses e parametros testiculares avaliados aos
6 meses de idade: diametro (DT) e peso testicular
(PT), nimero de células Sertoli (S) e
espermatogbnias A1 (A1) por testiculo e
desenvolvimento dos tubulos seminiferos
(n=15)

Table 1 -  Correlations between concentrations of FSH at 2
months and atributes of the testis at 6 months of age:
testis diameter (TD) and weight (TW), number of
Sertoli cells (S) and A1 spermatogonia (A1) per testis
and degree of seminiferous tubule development (n=15)

Parametro testicular FSH basal FSHnoT1,5 FSHno T3

Testicular trait Basal FSH FSHatTl.5 FSHat T3
DT (TD) NS -0,70b -0,75b
PT (Tw) NS -0,61a -0,60a
S -0,55a NS -0,65a
Al -0,77b -0,80b -0,75b
TS0 (ST70) 0,66b 0,60a 0,59a
TSC (STR) NS -0,60a -0,55a

FSH basal: média de duas amostras de sangue coletadas a
intervalos de 1 hora antes do GnRH.

FSH no T1,5 e T3: concentragdes de FSH quantificadas 1,5 e 3,0
horas ap6s 5 mg de GnRH.

TSO0: percentagem de tubulos seminiferos sem células germinativas.
TSC: percentagem de tibulos seminiferos com espermatidas circulares.
a, b: P<0,05 e P<0,01, respectivamente. NS: nado-significativo.
Basal FSH: average oftwo blood samples taken at 1-h intervals before the GnRH
challenge.

FSHat T1.5and FSH at T3: concentrations of FSH measured 1.5and 3.0 h after
5mg of GnRH.

STO: percentage of seminiferous tubules without germ cells.

STR: percentage of seminiferous tubules with round spermatids.

a, b: P< .05 and P<.01, respectively. NS: non significant (P>.05).

(MILLER, 1993; NET et al., 1990). Estudos realiza-
dos por D’OCCHIO et al. (1982) e WILDEUS et al.
(1988) mostraram que os niveis de LH em touros
castrados foram reduzidos apds o tratamento com
estradiol; KESNER et al. (1982) obtiveram os mes-
mos resultados com FSH. Os tourinhos utilizados
neste experimento ndo apresentaram variagdes em
LH e FSH, provavelmente, porque possivel inibi¢cdo
de LH e FSH ocorreu logo apds ainjecdo de estradiol,
mas foi superada 12 horas depois pelo aumento na
sensibiliddade da hipéfise ao GnRH.

As concentragdes sericas de E, em todos os
animais apresentaram valores acima de 67 pg/mL
doze horas apos o tratamento com estradiol. Estes
niveis sdo mais elevados que os comumente encon-
trados em animais com 6 meses de idade (2 a 6 pg/
mL), evidenciando que o estradiol injetado ainda ndo
havia sido totalmente metabolizado. No entanto, 5
dias apos o tratamento com GnRH + E, foram detec-
tadas concentragdes basais de 3,08 + 0,24 pg/mL, o
que indica que o estradiol injetado foi metabolizado
durante aquele intervalo. Estes niveis basais eleva-
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Figura 4 - Concentragdées de testosterona (A) e
androstenediona (B) em touros aos 6 meses de
idade (n=15). Os animais foram tratados com
GnRH doze horas apés uma injegédo de estradiol
benzoato (GnRH + E). Apds cinco dias, os touros
receberam somente GnRH (GnRH). O GnRH foi
injetado apo6s a ultima coleta basal e novas
amostras foram obtidas 1,5 e 3,0 horas depois.
a, b: diferencas entre GnRH+E e GnRH (P< 0,05).
Barras verticais representam o erro-padrdo da
média.

Figure 4- Concentrations of testosterone (A) and androstenedione
(B) in bulls at 6 months of age (n=15). Animals received
GnRH twelve hours after an injection of estradiol
benzoate (GnRH+E). Five days later, bulls received
GnRH only (GnRH). The GnRH was injected at the last
basal sample and bulls were bled 1.5 and 3.0 hours
afterwards. a,b: diferences between GnRH+E and GnRH
(P< 0,05). Verticals bars represent the standard error
of the mean.
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ram-se para 5,08 = 0,20 pg/mL e 5,85 + 0,32 pg/mL
apos o tratamento com GnRH (P<0,05).
Correlacoes entre niveis hormonais aos 2 e 6
meses e didmetro e histologia testicular aos 6
meses de idade

Foram detectadas correlagdes entre niveis séricos
de FSH ap6s GnRH aos 2 meses e de didmetro testicular
aos 6 meses (r=-0,75; P<0,05; Tabela 1). Houve também
associacOes inversas entre FSH estimulado com
GnRH aos 2 meses e numero de células Sertoli
(r = -0,65, P<0,05) e espermatogdnias Al
(r = -0,80; P<0,01) e entre porcentagem de tubulos
seminiferos com espermatidas circulares (r = -0,60,
P<0,05). No entanto, houve associagdes positivas
entre a percentagem de tubulos sem células
germinativas aos 6 meses e os niveis de FSH estimulados
com GnRH aos 2 meses (r=0,60; P<0,05). As correlagoes
entre parametros testiculares e niveis basais de FSH aos 2
meses também apresentaram valores significativos nos
casos do niimero de células Sertoli e espermatogonias Al
e percentagem de tibulos com espermatidas circulares
(r=-0,55a-0,77, P<0,05; Tabela 1).

Foram detectadas correlagdes significativas en-
tre niveis basais de FSH e nimero de células Sertoli
aos 6 meses de idade (r = - 0,54, P<0,05). As
associagdes entre FSH estimulado com GnRH e a
populacdo de células Sertoli foram significativas nos
animais tratados com GnRH + E (r=- 0,62 ¢ - 0,66;
P<0,02) e GnRH (r = - 0,65 e - 0,61; P<0,03). No
entanto, modelos de regressdo com S em fungdo dos
valores médios de FSH ap6s GnRH (médiade T1,5 ¢
T3) mostraram que, quando GnRH + E foram utiliza-
dos (S = 11,05 - 1,25 x FSH), obteve-se maior R2
(0,43; p=0,0075) do que quando somente GnRH foi
injetado (S=11,0-2,55x FSH; R2=0,30;p=0,036).
Em nenhuma das idades e tratamentos estudados
houve correlacdes significativas envolvendo niveis
séricos de LH, testosterona, A A e estradiol.

Estudos tém mostrado a existéncia de correla-
¢oes inversas entre FSH e parametros testiculares
em touros adultos. SWANSON et al. (1971) observa-
ram correlagdes negativas entre a concentragdo de
FSH na hipofise e a concentragdo espermatica no
epididimo de touros Hereford aos 12 meses de idade
(r=-0,71). MALAK e THIBIER (1985) detectaram
relacdes inversas entre niveis de FSH estimulados
com GnRH e qualidade do sémen (r = -0,40 a -0,70)
¢ SCHANBACHER (1990), correlagdes negativas
entre FSH e diametro testicular (r =-0,70) em touros

adultos imunizados contra inhibina. Mais recente-
mente, MOURA e ERICKSON (1997) detectaram
correlagdes inversas entre concentracdes de FSH
estimadas entre 2 e 12 meses e didmetro testicular
aos 12 meses em touros Angus (r = -0,53 a -0,74).
Portanto, os resultados mostram a mesma tendéncia
descrita por outros autores, mas este experimento ¢
o primeiro a mostrar a existéncia de relagdes entre
FSH e histologia e medidas testiculares desde a fase
de pré-puberdade, o que evidencia o restrito controle
exercido pelas gonadas sobre a secregdo de FSH.

A razdo da existéncia de relagdes inversas entre
FSH e desenvolvimento testicular ndo sdo claramen-
te conhecidas, mas € possivel que testiculos maiores
secretam mais esterdides, os quais controlam a se-
cre¢do de gonadotropinas e a atividade das células
Sertoli e de Leydig. No entanto, correlacdes entre
testosterona, estradiol e pardmetros testiculares ndo
foram consideradas significativas neste experimen-
to. Posto que a inhibina regula a secre¢do de FSH
(TILBROOK et al., 1993) e que existe relagdo inver-
sa entre estes dois hormodnios em touros apos a idade
de 10 semanas (MACDONALD et al., 1990), ¢
possivel também que touros com testiculos maiores
secretem mais inhibina durante a fase de pré-pu-
berdade, o que contribuiria para as relagdes inver-
sas entre niveis séricos de FSH e parametros
testiculares. Embora correlagdes entre inhibina e
parametros testiculares ndo tenham sido estima-
das em bovinos, a imuniza¢do de touros adultos
contra inhibina causa aumentos significativos na
producao espermatica (MARTIN et al., 1991;
BAME et al., 1996). Finalmente, o fato de que
FSH foi responsavel somente por parte das varia-
coes em didmetro testicular indica que outros
fatores sistémicos ou de origem intra-testicular
tém importantes fungdes no processo de desenvol-
vimento dos tibulos seminiferos.

Conclusoes

Neste experimento, verificou-se que GnRH e
estradiol causaram aumentos significativos nos niveis
hormonais e amplificaram as correlagdes entre FSH
¢ pardmetros testiculares. Portanto, as concentra-
¢oes séricas de FSH estdo associadas a importantes
aspectos das goOnadas durante a pré-puberdade e
representam, portanto, indicadores potenciais da ca-
pacidade de producdo espermatica de touros.
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