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Resumo

OLIVEIRA, Leonardo Garcia. Método minimamente invasivo para castracao de
machos bovinos: impactos sobre a dor e inflamagéo. 2016. 37f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagcédo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

A técnica de castracdo em bovinos é realizada com o objetivo de suprimir 0s niveis
de testosterona, desta forma, impedindo a reproducéo, eliminando o comportamento
agressivo e a sodomia consequentemente melhorando o acabamento e a deposi¢ao
de gordura na carcaca destes animais. Nos Ultimos anos, tem-se observado a
crescente preocupacdo com o bem-estar e métodos de producdo adequados por
parte do mercado consumidor. O objetivo deste trabalho foi determinar o grau de
desconforto provocado pelas técnicas de castracdo cirargica ou injecao
intratesticular sobre os parametros de dor e inflamagdo, em machos bovinos. No
experimento 1, foram utilizados 27 terneiros, com idade até 20 dias, peso vivo médio
de 36kg, subdivididos nos seguintes grupos experimentais: controle (ndo castrados);
submetidos a castracdo cirurgica (CC);e submetidos a castracdo quimica por injecédo
intratesticular de cloreto de sodio 20% (lIT). Foram realizadas coletas de sangue em
momentos distintos apds o procedimento (0, 24, 48, 72 e 96 h) para a determinacgao
dos niveis da proteina de fase aguda negativa Paraoxonase (PON1). A temperatura
no canto do olho foi avaliada por termografia, nos mesmos periodos. A temperatura
escrotal foi analisada 30 s antes do procedimento (DO), no momento do
procedimento (D1) e em trés periodos apés o procedimento:aos 60 s (D2);as 24
horas (D3) e as 48horas (D4), também por termografia. No experimento 2, 0os niveis
séricos de cortisol foram comparados entre 0s mesmos métodos, entre 0s grupos
controle, CC, IIT em 24 terneiros, com idade entre 4 -15 dias. As amostras de
sangue foram coletadas no momento da realizacdo de cada procedimento e 30 e 60
min depois. No experimento 1, a temperatura de canto de olho (38 — 39°C, em
média) ndo diferiu entre os métodos (P<0,05). A temperatura escrotal no grupo CC
permaneceu superior no D1 em relagcédo aos demais grupos (P<0,05), mas no D4, os
grupos CC e IIT apresentaram temperatura superior em relagdo ao controle
(P<0.05). Nao houve diferenca na concentracdo de PON1 entre os grupos (P<0,05).
No experimento 2, os niveis de cortisol ndo diferiram entre os grupos(P<0,05), mas
ocorreu uma interacdo entre 0 momento da coleta e o método (P<0,05), pois no
controle houve manutencdo dos niveis de cortisol, enquanto os niveis aumentaram
no CC apos 30 min, mantendo-se até os 60 minutos, mas no IIT,0 maior nivel de
cortisol ocorreu ap6s 30 min, declinando no decorrer do tempo. Nenhum dos
meétodos procedimentos induziu reacdo inflamatoria relevante que alterasse os
marcadores sistémicos de dor e inflamagéo.

Palavras-chave: castracdo; marcadores; bem-estar; bovinos



Abstract

OLIVEIRA, Leonardo Garcia. Minimally invasive method for castration of male
bovines: impact on pain and inflammation. 2016. 37f. Dissertation (Master degree
in Sciences) - Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinéaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Reproductive activity, eliminating aggressive behavior and sodomy, thus improving
fat deposition and carcass termination in castrated calves. Over the last years,
costumers became increasingly concerned about animal welfare and the use of
appropriate methods to manage animals. The objectives of this study were to
determine the degree of discomfort caused by castration through surgery and
intratesticular injection (IIT) on parameters of pain and inflammation in calves. In
experiment 1, 27 calves were used, with up to 20 days of age and 36 kg of live
weight. Calves were split in three distinct castration methods: control (non-castrated);
surgically castrated (CC). and submitted to chemical castration through IIT of 20%
NaCl. Blood samples were collected at distinct moments after the procedures (0, 24,
48, 72 and 96 h) to determine the serum levels of acute phase protein paraoxanase
(PON1). The temperature in the inner corner of the eye was determined by
thermography, at the same periods. Scrotal temperature was measured 30 s before
the procedures (DO0), at the time of the procedures (D1) and at three periods after the
procedures; at 60 s (D2); at 24 h (D3); and at 48 h (D4), also through thermography.
In experiment 2, the serum cortisol levels were compared among the same castration
methods, in 24 calves (4-15 d of age). Blood samples were collected at the time of
the procedure and also at 30 and 60 min after. In experiment 1, the temperature in
the inner corner of the eye (38 - 39°C, in average) did not differ among methods
(P>0.05). Scrotal temperature was greater at D1for CC than for the other groups
(P<0.05), with subsequent increase at D4 for calves in CC and IIT, compared to the
control (P<0.05). No difference among methods (P>0.05) was observed for serum
levels of PON1. In experiment 2, serum cortisol levels did not differ across methods
(P>0.05), but a method per period interaction indicated that cortisol levels increased
in CC after 30 min and remained stable up to 60 min, although cortisol levels for
calves in IIT were greatest after 30 min, declining over time after that. None of the
tested methods induced relevant inflammatory reaction capable to alter systemic
markers of pain and inflammation.

Keywords: castration; markers; welfare; calves
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1 Introducéo

O Brasil possui o0 maior rebanho comercial do mundo, estando entre os
principais produtores de carne bovina, juntamente com EUA, India e Australia
(Florindo et al., 2015). Dentro do sistema de producdo bovina no Brasil, existe uma
diferenca marcante entre animais castrados e inteiros, sendo o0s castrados
terminados em sistemas de pastagem e 0s animais inteiros terminados em sistema
de confinamento e semi-confinamento principalmente na regido central do pais (Dill
et al., 2015).

O manejo de castracdo como é comumente realizado, com pouco ou nenhum
cuidado com o bem-estar animal, apresenta um importante impacto na eficiéncia do
sistema de produgdo, assim como um impacto na visibilidade que os sistemas de
producdo animal causam na sociedade (Heid & Hamm, 2013). A premissa de bem-
estar animal preconiza cinco principios basicos que devem ser atendidos pela
producdo pecuaria: evitar condicdes de fome, sede e desnutricdo; evitar medo e
angustia;evitar desconforto fisico e térmico, dor, injarias e doencas; e garantir
condicbes em que 0s animais possam expressar seu comportamento normal. Os
grandes mercados consumidores de carne bovina direcionam suas atencdes para
praticas de manejo que causem o0 menor desconforto possivel, respeitando as
diretrizes do bem-estar animal, contemplando assim a tendéncia mundial com a
adequacao de processos e qualidade sanitaria (Heid & Hamm, 2013).

A castracdo é um método de contracepcdo que visa abolir as funcbes
reprodutivas, de forma definitiva ou temporaria, no caso de ser reversivel (Speroff
and Darney, 2010). Esta técnica € um manejo mundialmente difundido nos diversos
modelos de criacdo pecuéaria, tendo diversos objetivos, como, impedir gestacbes
indesejadas, sodomia em sistemas de confinamentos, estabelece melhor controle
sobre o temperamento dos animais e melhorar o rendimento da carcaga (Climaco et
al., 2008). A reducdo na taxa metabdlica basal e na energia de manutencdo dos
animais na fase de engorda interferem na conversao alimentar, no ganho de peso e

o pH muscular,possibilitando que o animal castrado tenha melhor acabamento e
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deposicdo de gordura, pela supressdo dos niveis de testosterona (Stafford and
Mellor, 2005a),efeitos que também foram demonstrados em suinos(Heid and Hamm,
2013).

Independentemente do método a ser utilizado, alguns aspectos relativos a
época do ano e ao clima devem ser avaliados, antes de iniciar o manejo, bem como
a técnica a ser efetuada e a idade do animal, visando minimizar o estresse do
individuo(Bretschneider, 2005). Os métodos de castracdo sdo classificados como:

cirdrgicos e nao cirdrgicos.

1.1 Fisiologia reprodutiva

Os testiculos sdo os oOrgaos reprodutivos masculino responsaveis pela
producdo de espermatozoides, sendo formado pelos tubulos seminiferos, células de
Leydig e de Sertoli, capilares, vasos linfaticos e estruturas de preenchimento
(Senger, 2003). A regulacdo do inicio da atividade nos tubulos seminiferos é
realizada pelo hormoénio foliculo estimulante (FSH) que tem acdo nas células de
Sertoli, que tem fung&o de nutrir e controlar as espermatogobnias (Hafez, 1982). As
células de Leydig, localizadas entre os tubulos seminiferos, sdo assistidas pelo
hormonio luteinizante (LH), sintetizando hormoénios esteréides, em especial a
testosterona (Hafez, 1982; Swenson, 1996).

A producdo de testosterona e a multiplicacdo das espermatogbnias esta
diretamente ligada a capacidade das células de Leydig em responder ao estimulo do
LH (Boockfor et al., 1983). Enquanto a diferenciacéo e a proliferacdo das células de
Sertoli e Leydig sdo controladas por LH e FSH, o desenvolvimento das células

germinativas € comandado pelos esteroides e pelos fatores de crescimento

secretados por estas células (Walker, 2003).

1.2 Castracdao cirurgica

A orquiectomia, caracterizada pela remoc¢éo cirargica dos testiculos, é o
meétodo mais difundido e eficiente de castracéo e esterilizacdo de machos bovinos
(Bretschneider, 2005), sendo executado com o objetivo de evitar a reprodugéo e
reduzir o comportamento agressivo de machos (Amatayakul-Chantler et al., 2013). A

orquiectomia € uma técnica invasiva, que necessita de um técnico experiente,
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exigindo cuidados especificos no decorrer do procedimento (da Silva et al., 2009), a
fim de minimizar transtornos ao animal. Mesmo sendo método extremamente eficaz,
a castracdo em bovinos nem sempre € feita por profissionais, seguindo os padrées
exigidos para um procedimento cirargico, sendo em muitos casos, realizado pelo
pessoal de campo sem cuidados com o bem-estar animal (Oliveira et al., 2006).
Mesmo sendo executada com anestesia € um procedimento cruento, que pode gerar
perdas monetarias e do préprio animal com o risco de miiases e infeccbes
secundarias (Stafford et al., 2002). Como a orquiectomia extirpa as gonadas sexuais
dos machos, este método é considerado um procedimento mutilatorio.

Existem outros métodos cirlrgicos capazes de eliminar as funcbes
reprodutivas de um bovino. Dentre estes podemos citar a deferentectomia e a
caudepididimectomia bilateral (da Silva et al., 2009). No entanto, estes métodos vém
sendo menos utilizado na rotina, por ndo serem efetivos em minimizar o
comportamento reprodutivo, pois a secrecdo de hormoénios esteroides pelos
testiculos ndo € alterada, sendo comumente utilizados para preparo de

rufibes(Bezerra et al., 2007).

1.3 Castracao nao cirurgica

Os métodos ndo cirdrgicos sao baseados no uso de técnicas ou substancias
gue inibem os processos da funcdo reprodutiva ou que impedem a producédo de
gametas viaveis (Bowen, 2008). Os métodos nao cirargicos se tornaram mais
populares, especialmente nos ultimos anos, em funcdo de apresentarem relacéo
custo: beneficio acessivel e por trazerem beneficios para o bem-estar dos
animais(Von Borell et al., 2009).

Porém, mesmo sem o procedimento cirdrgico, alguns destes métodos de
castracdo que utilizam o estrangulamento do suprimento sanguineo testicular por
compressdo dos vasos, causam um desconforto e estimulam reacdes fisioldgicas
tirando o organismo da normalidade (Thornton & Waterman-Pearson, 2002). A
utilizagcdo do burdizzo e de anéis de borracha ou latex sdo exemplos de
procedimentos de castracdo ndo cirargicos que afetam o bem-estar animal (King et
al., 1991; Melches et al., 2007).Esta técnica tem aplicagdo simples e barata, sendo
eficiente em animais jovens, com 2-4 meses de idade (Boesch et al., 2008). No

entanto, é necessaria a aplicacdo de anestesia local para minimizar os sintomas
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dolorosos no momento do tratamento(Lomax and Windsor, 2013).Porém, os efeitos
podem persistir por um longo periodo, gerando dor apéds os efeitos da anestesia
local, além da possibilidade de ocorréncia de lesGes cronicas(Boesch et al., 2008;
Stafford et al., 2002).

Outro método de esterilizagdo utilizado € decorrente de uma reacao
imunolégica a diferentes componentes do eixo hipotalamo-hipéfise-gébnada, como o
GnRH (hormonio liberador de gonadotrofina)resultando no bloqueio da
espermatogénese, atrofia das gonadas e inativacao de suas fungdes (Bowen, 2008;
Cooper and Larsen, 2006). Em animais de produc¢do, a castracdo imunoldgica é
preconizada no periodo de terminacdo, para dinamizar a utilizacdo da testosterona
natural sobre o ganho de peso e a conversdo alimentar de bovinos (Freitas et al.,
2008) e diminuir o estresse de procedimentos cirlrgicos em animais adultos,
reduzindo o desgaste e a perda de peso, melhorando o comportamento dentro de
confinamento e o acabamento final dos bovinos resultando em melhor qualidade de
carne (Amatayakul-Chantler et al., 2013).

Robertson et al. (1982) trabalhando com bovinos machos em diferentes
idades, observaram efeito pouco traumatico da imunocastracdo para o animal.
Porém,existem fatores limitantes, como o efeito reversivel,que exige repetidas
aplicacdes, que devem ser realizadas por um técnico qualificado, como um Médico
Veterinario, o que pode tornar este método menos viavel economicamente. Também
existe a possibilidade de falhas no procedimento, devido a diferentes respostas

imunoldgicas individuais(Cooper and Larsen, 2006).
1.3.1 Castracao quimica

A castracao quimica é baseada na injecéo intratesticular (IIT) de solu¢cbes que
inibem o desenvolvimento ou induzem a regressao das génadas, sendo considerado
um método menos invasivo e menos traumatico ao animal, quando comparado com
as técnicas tradicionais, de rapida execucdo e de baixo custo (Emir et al., 2008).
Segundo Andrade Neto et al. (2014), a lIT de uma solucédo a 20% de NaCl e 2% de
lidocaina foi eficaz em machos bovinos com até 20 dias de vida. ApoOs este
procedimento, foram observados azospermia e a supressdo da secrecao de
testosterona, ratificada quando os animais foram desafiados com GnRH. Exames

histolégicos demonstraram uma total desorganizacdo do parénquima testicular
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(fibrose) e necrose coagulativa nas células de Leydig e nos tdbulos seminiferos.
Porém, o grau de dor e de inflamacdo resultantes de sua aplicacdo em bovinos
jovens néo foram avaliados neste experimento.

Em bovinos, varios agentes esclerosantes ja foram testados na IIT, tais como:
cloreto de calcio (Koger, 1978), gluconato de zinco (Oliveira et al., 2011) e acido
latico (Okwee-Acai et al., 2008). Estes agentes provocaram menor liberacdo de
cortisol em relacdo ao emprego do burdizzo, apesar da manifestacdo de dor apos a
injecdo (Cohen et al.,, 1990). Estes compostos séo infundidos no parénquima
testicular, causando inflamacédo, fibrose e danos estruturais nos testiculos,
epididimos e ductos deferentes, reduzindo a concentracdo de andrdégenos e
prejudicando a espermatogénese (Kutzler and Wood, 2006), sendo um processo
degenerativo irreversivel. Estes compostos também ja foram utilizados na [IT em
outras espécies, como primatas, roedores, bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos,

caes, felinos e até mesmo em humanos (revisado por Bowen (2008)).

1.4 Avaliacdo da dor e inflamacéo

O bovino é descrito como um animal apresenta uma limitada expressao
caracteristica de dor, em comparacdo com outras espécies, como a equina (Gleerup
et al., 2015). Segundo Ceciliani et al. (2012) ndo existem marcadores de estresse e
de dor considerados especificos e fidedignos que identifiquem estas reacées em
ruminantes. Estudos recentes vém sendo conduzidos para avaliar a expressao
dolorosa demonstrada por outras espécies, existindo classificacdo padronizada para
equinos (Dalla Costa et al., 2014) e ratos (Sotocinal et al., 2011).

As reacOes de estresse e de dor em ruminantes, mesmo inespecificas, sdo
caracterizadas por alteragdes fisiologicas, tanto nas proteinas de fase aguda (PFA),
como cortisol (King et al., 1991), paraoxonase (Devarajan et al., 2014), como na
temperatura no canto do olho (Stewart et al., 2008), que possui uma vascularizagao
que responde rapidamente as reacdes cardiacas alterando sua temperatura. Estas
reacoes se iniciam rapidamente apos a acao do agente estressor,estendendo-se até
7 dias. Esta reacao resultada mudanca do metabolismo hepatico,com aumento ou
diminuicdo na concentracdo destas proteinas, consideradas positivas e negativas,

respectivamente (Ceciliani et al., 2012).
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1.4.1 Paraoxonase (PON1)

Processos inflamatorios e estressores estimulam a producao de citocinas pro-
inflamatorias locais que agem como um sinalizador para o figado gerar uma
resposta, induzindo a produgdo ou reducdo de proteinas de fase aguda (PFA)
(Devarajan et al., 2014). A PONL1 se encontra diminuida em processos inflamatorios
e de estresse, sendo considerada uma PFA negativa(Schneider et al., 2013).

A concentracdo circulante de PONL1 e a intensidade de resposta a um agente
estressor relacionada com a gravidade do disturbio e com a extensdao do dano
tecidual em animais, esté diretamente relacionada com a ativagcdo dos hepatdcitos e
sua resposta pelas PFAs (Murata et al.,, 2004).A PON1mantémseus niveis séricos
basais em torno de 83,0 +7,0 U/ml, sendo caracteristico da resposta a agentes
inflamatorios e estressores um declinio deste valor para 69,0 + 8,0 U/ml em bovinos
(Bionaz et al., 2007; Ceciliani et al., 2012).

1.4.2 Cortisol

O cortisol é considerado um dos marcadores para a avaliagdo de dor e de
sofrimento mais tradicionais (Bretschneider, 2005). A resposta do cortisol a agentes
estressores ocorre em um pico plasmatico, durante a primeira hora apds o processo
(Stafford and Mellor, 2005a; Stafford et al., 2002). Este pico pode chegar a valores
séricos em torno de 45 até 129nmol/L, induzido pelo processo de castracdo em
bovinos (Mellor and Stafford, 2000).

Porém, o cortisol pode ndo ser um marcador preciso de dor, pois existe uma
variacdo individual acentuada nos seus niveis séricos e sua alteracdo pode ser
ocasionada por qualquer desvio fisiolégico, como em funcdo do processo de
contencao (Stafford et al., 2002).Este fato foi comprovado por observacdes feitas por
Stafford and Mellor (2005a), em bovinos submetidos a diferentes métodos de
castragcdo, nos quais o0s niveis séricos mais baixos de cortisol foram identificados em
animais com limiares de dor mais elevados. Contudo, o cortisol € um componente da

resposta ao estresse em bovinos que deve ser avaliado (Coetzee et al., 2008).
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1.4.3 Avaliagao por termografia

A termografia € tradicionalmente utilizada para avaliar e diagnosticar
processos inflamatérios (Turner, 2001).Porém, a avaliacdo da temperatura do canto
do olho em bovinos é conduzida para avaliar a resposta do sistema nervoso
autbnomo durante procedimentos dolorosos (Stewart et al., 2007).Existe a
expectativa de que ocorra uma queda na temperatura do canto do olho em resposta
a liberacdo de adrenalina pelo processo, devido a uma mediacdo do sistema
nervoso simpatico, que reduz no fluxo sanguineo local, ocorrendo perda de calor
destes capilares orbitais (Stewart et al., 2008).

Estes eventos ocorreram simultaneamente, dentro da primeira hora apos a
realizacdo de um procedimento causador de estresse, reforcando a hipétese que
estas medidas s&o capazes de identificar e caracterizar uma resposta do bovino com
estresse, semelhante ao que ocorre em equinos. Nesta espécie, a avaliacdo da
temperatura do canto do olho é considerada de boa acuracia para identificar

processos estressores (Valera et al., 2012).



2 Hipotese

A castracdo quimica de machos bovinos pela injecdo intratesticular com
solucdo de NaCl 20% e lidocaina é menos traumatica do que 0S processos
tradicionais de castracdo,reduzindo situacbes desnecessarias de estresse e

atendendo aos padrdes de bem-estar animal no quesito dor e inflamacao.



3 Objetivo

Determinar o grau de dor e inflamacéo provocado pelas técnicas de castracao
cirdrgica e quimica através da IIT de solucdo concentrada de NaCl e lidocaina,
através de marcadores sistémicos de dor e inflamacdo nas duas primeiras semanas

de vida de machos bovinos.



4 Metodologia

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA-UFPel, registro n°2258).

4.1 Experimento 1

Foram utilizados 27 terneiros, com idade entre 4-20 dias e peso vivo médio de
36 kg, em uma propriedade no sul do Brasil. Os animais foram mantidos em piquete
com pastagem melhorada de azevém, sob as mesmas condi¢des ambientais, junto
as suas maes. Os animais foram identificados individualmente através de brincos
numerados e marcacado com tinta. Estes foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos homogéneos (n=9) e mantidos sob as mesmas condicbes. Os grupos
experimentais foram: controle, submetidos apenas a contencao; castrados (CC),
submetidos a castracdo cirdrgica; e submetidos a castracdo quimica através da
injecado intra-testicular (1IT) de solugcéo hiper-saturada de NaCl a 20%.

Nos trés grupos, os animais foram adequadamente contidos e a antissepsia
do escroto realizada com solucéo de iodo-etanol (tintura de iodo 2%, 1L, Rioquimica)
e 2% de clorexidina (solucdo de Digliconato de Clorexidina Degermante 2%,
Rioquimica). A orquiectomia foi realizada conforme técnica convencional, com a
incisdo da bolsa escrotal exteriorizacdo e extirpacao dos testiculos apds a secc¢ao do
cordao espermatico (Neto et al., 2014). Para a IIT, foi preparada solucéo hipertonica
contendo cloreto de sodio a 20% (200 mg/ml) e lidocaina a 2% (20mg/ml) em
solucdo fisiologica, armazenada em frascos estéreis mantidos a 5°C até sua
utilizagéo. Os terneiros foram tratados com 1,5 a 4 ml de solugdo em cada testiculo
(de acordo com o tamanho dos testiculos, evitando ruptura dos mesmos), usando
uma agulha 40 x 0,8 mm. A IIT ocorreu pela por¢do caudal do 6rgédo, até que o
parénquima testicular fosse repleto.

A termografia e a quantificacdo dos niveis da proteina de fase aguda negativa
paraoxonase (PON1) foram aplicadas para determinar o grau de resposta

inflamatoria induzida (medida de desconforto) (Catkosinski et al., 2015).
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Termografia do canto do olho e do escroto

Os animais foram submetidos a analise termografica da regido escrotal e
ocular utilizando o termoégrafo FLIR® E25. Em ambos os locais, a termografia foi
realizada no momento do procedimento (DO) e 24, 48, 72 e 96 h apés (D1, D2, D3 e
D4, respectivamente). Cada termograma gerado foi analisado pelo software de
analise da FLIR® (FLIR QuickReport™ PC software), para a obtencdo da

temperatura maxima e média nos locais avaliados.

Quantificacdo dos niveis da paraoxonase

Os animais foram submetidos a coletas de sangue, em cinco momentos(DO,
no momento do tratamento),(D1, 24 horas apo6s),(D2, 48 horas apds),(D3, 72 horas
apos) e (D4, 96 horas apés)para a quantificacdo dos niveis de PON1. Para as
coletas de sangue, foi realizada a antissepsia, semelhante a descrita anteriormente
para a regido escrotal, porém no terco médio do pescoco. A coleta foi realizada por
puncao da veia jugular com o auxilio do sistema de coleta a vacuo BD Vacutainer®,
com agulha 25 x 8 mm, em tubos estéreis sem anticoagulante de 10 ml. As amostras
de sangue foram centrifugadas & 6000 rpm, durante 10 min.Aliquotas de soro de
cada animal foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C).

A atividade de PON1 no soro foi determinada no Laboratorio de
Nutrigendmica da Faculdade de Nutricdo, da Universidade Federal de Pelotas.
Resumidamente, foi utilizada solu¢cdo, composta por tampéao Tris/HCl 20 mM, 1 mM
de cloreto de célcio e 4mM de fenilacetato. As amostras foram diluidas em Tampéo
20mM Tris/HCI na proporgédo de 1:3. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Cirrus 80ST) usando 3,3 pl da amostra diluida em 500 pl da solucéo de trabalho no
comprimento de onda de 270 nm por um periodo de 60 segundos. A atividade da
enzima foi determinada pela seguinte formula: A Absorbancia x 115 x 3. A atividade

da PONL1 foi expressa em U/ml.
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4.2 Experimento 2

Em um segundo experimento, foram utilizados 24 terneiros, com idade entre 4
e 15 dias e peso vivo médio de 32 kg, em uma propriedade no sul do Brasil Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos, conforme descrito
anteriormente: controle (n=8), CC (n=7) e IlIT (n=9). O manejo, a identificacdo dos
animais e a coleta das amostras de sangue foram semelhantes ao descrito no
experimento 1. As amostras de sangue foram coletadas no momento da realizac&o
de cada procedimento (DO) e 30 e 60 minutos apds. A quantificacdo dos niveis
séricos de cortisol foi realizada pela técnica de eletroquimioluminescéncia em

laboratorio comercial.

4.3 Analise estatistica

O efeito dos tratamentos sobre os niveis de PON1 e cortisol e sobre a
temperatura escrotal e no canto do olho foi avaliado por andlise de variancia com
medidas repetidas, através do procedimento MIXED (SAS®). Quando necessario, 0s
dados que nao apresentaram normalidade foram submetidos a transformacdes, mas

os resultados foram relatados nas escalas originais.



5 Resultados

O efeito dos tratamentos sobre a temperatura no canto dos olhos é mostrado
na Figura 1. Nao foram observadas diferencas entre os métodos de castracdo (P
<0,05), em nenhum dos momentos avaliados. A temperatura meédia local variou

entre 38-39°C, indicando que ndo houve estimulo doloroso relevante.
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Figura 1: Temperatura do canto de olho (°C) em machos bovinos com idade entre 4
e 20 dias (n = 27), submetidos a castracéo cirurgica (castrado), castracdo quimica
(injetado) ou nao castrados (controle)

DO: no momento do tratamento; D1: 24 h apds; D2: 48 h apds; D3: 72 h apos; D4: 96

h apos.

ApOs o0s tratamentos a variacdo na temperatura no escroto entre 0s
tratamentos esta mostrada na Figura 2. No D1, os animais do grupo CC
apresentaram temperatura superior (P < 0,05) aos animais dos demais grupos. No
D4, os animais dos grupos CC e IIT apresentaram temperatura superior asdo grupo
controle (P < 0,05).
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Figura 2: Temperatura escrotal (°C) em 27 machos bovinos com idade entre 4 e 20
dias (n = 27), submetidos a castracao cirargica (castrado), castracdo quimica
(injetado) ou n&o castrados (controle).

DO: no momento do tratamento; D1: 24 h apoés; D2: 48 h apds; D3: 72 h apos; D4: 96
h apos.

#Diferenca no D1 (P < 0,05)

*Diferenca no D4 (P<0,05).

Os niveis de PON1 no plasma sanguineo variaram entre 28 e 50 U/ml. Nao
foram observadas diferencas (P < 0,05) nos niveis circulatérios de PON1 entre os
grupos (Figura 3).

Os niveis de cortisol ndo diferiram (P < 0,05) entre os grupos (Tabela 1). No
entanto, observou-se um efeito ao longo do periodo avaliado no grupo CC (P <
0,05), com nivel elevado de cortisol apdés 30 min, que foi mantido por até 60 min. No
grupo ITT, ocorreu elevacdo dos niveis seéricos de cortisol 30 min apds o

procedimento (P < 0,05), com declinio aos 60 min.
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Figura 3: Niveis de paraoxonase (U/ml) em machos bovinos com idade entre 4 e 20
dias (n = 27), submetidos a castracao cirargica (castrado), castracdo quimica
(injetado) ou n&o castrados (controle).

DO: no momento do tratamento; D1: 24 h apds; D2: 48 h apés; D3: 72 h apds; D4: 96

h apos.

Tabela 1: Niveis séricos de cortisol (ug/dl) em machos bovinos com idade entre 4 e
15 dias de idade submetidos a castracdo por diferentes métodos em distintos

periodos com relacdo a execucdo dos procedimentos

Método Periodo (min)

n 0 30 60
Controle 8 1,4 +0,2° 1,5+0,2% 1,2 +0,1°
Castrado 7 0,9 +0,1° 1,6 +0,2° 1,4 +0,2°
Injetado 9 1,4 +0,22 1,8+0,2° 1,3+0,2%

3P| etras distintas indicam diferenca significativa na linha (P <0,05).



6 Discusséao

A castracao cirurgica foi associada com uma resposta aguda expressa por
aumento na temperatura escrotal, que pode ser atribuida a um maior aporte
sanguineo decorrente da liberacdo de mediadores de resposta inflamatéria. Esta
resposta inflamatéria também pode ser devido ao fato de que os animais castrados
tém o mecanismo de termorregulacdo escrotal comprometido pela auséncia dos
testiculos ou pela leséo tecidual. Aumento na temperatura escrotal também pode foi
observado 48 h apés a castragdo cirirgica e 21-5 dias ap0s castracdo com borracha
(Moya, 2014), o que seria devido ao dano tecidual e a inflamacéo resultante dos
métodos fisicos de castracdo. Durante o procedimento de castracdo, e também
apos, ndo foram observadas manifestacbes dolorosas relevantes nos animais
submetidos a castracdo quimica, tendo ocorrido apenas uma leve reacdo no
momento da introducdo da agulha na pele escrotal, semelhante a reacao relatada
por Martins et al. (2011), em bufalos. Essa reducdo na manifestacdo dolorosa é
altamente desejavel, o que indica que a castracdo quimica através de IIT pode ser
menos trauméatica do que a castracdo com burdizzo (Martins et al., 2011). Porém,
ainda ndo existem trabalhos avaliando a castracdo com agentes quimicos como o
NaCl em machos bovinos nas primeiras semanas de vida.Quando realizada em
bovinos com cloreto de calcio (Koger, 1978) e acido latico (Cohen, 1990), a IIT
provocou menor liberacdo de cortisol quando comparada com castracdo por
burdizzo, apesar da ocorréncia de manifestacdo de dor apds a IIT (Cohen, 1990).
Além disso, a castracdo quimica com cloreto de calcio ndo determinou nenhuma
alteracao significativa em varios parametros de estresse, quando usada em caprinos
e cdes (Jana et al., 2005; 2007).

Um entrave para analisar processos dolorosos em bovinos jovens € que a
maioria dos estudos publicados investigam a dor e 0 estresse em animais com idade
superior a trés meses, ndo existindo valores de referéncia para animais jovens
(Currah et al., 2009; Stafford and Mellor, 2005b; Stewart et al., 2010). O estresse
associado a castracdo € maior quando o procedimento é realizado em animais com

idades mais avancadas (Mellor et al.,, 1991), determinando importantes perdas
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acarretadas pelas complicagcées (Bretschneider, 2005). As respostas dolorosas e
inflamatdérias em animais castrados em idades mais avancadas poderiam ser
reduzidas com a administracdo de anestesia local (Earley and Crowe, 2002)ou de
anti-inflamatérios ndo esteroides (Coetzee et al., 2007)(Currah et al., 2009).
Entretanto, nenhuma destas alternativas foi capaz de diminuir a ocorréncia de dor e
de complicacdes pos-castracdo, como a reducdo na ingestdo de alimentos. Como a
resposta ao estresse € menor quando a castracdo ocorre proxima ao redor ao
nascimento dos animais (Bretschneider, 2005; Lyons-Johnson, 1998), ou em animais
jovens, independentemente do método utilizado, € recomendada a castracédo
precoce (Bretschneider, 2005). A castracdo nos primeiros dias de vida dos animais
estd associada com reducdo no desconforto e com facilidade de manejo, podendo
resultar em melhoria no peso ao desmame (Bretschneider, 2005). Assim, nos
primeiros dias da vida do animal, provavelmente nenhuma das técnicas de castracao
testadas neste estudo causariam um estresse fisiol6gico detectavel, o que seria mais
evidente na castracdo de bovinos mais velhos (Ting, 2003). Portanto, o principal
achado do presente estudo foi o fato de que os diferentes métodos de castracéo
avaliados ndo induzem reacdo inflamatéria relevante em terneiro com até 20 dias de
idade. A associacdo entre a idade a castracao e o estresse relacionado ao trauma e
ao desconforto provavelmente é associado com o aumento do tamanho testicular
(Mellor et al., 1991).

A avaliacdo de parametros sanguineos € capaz de detectar efeitos
decorrentes de procedimentos cirlrgicos e de manejo nos animais. No entanto, este
método é considerado invasivo, podendo se constituir em uma fonte de ansiedade
ao animal e contribuir com a secre¢do dos hormonios de estresse como o cortisol,
(Stewart, 2005), o que pode interferir nos resultados obtidos nestas analises. Até
mesmo a imobilizacdo e a contencdo dos animais, como ocorreu no grupo controle,
pode provocar uma excessiva resposta hormonal do organismo (Zimecki e Artym,
2004). Neste contexto, sdo necessarios métodos ndo invasivos para a avaliacdo de
dor e inflamacao resultante da castracdo, como a termografia. A temperatura do
canto de olho é correlacionada com um aumento da temperatura ocular e dos niveis
de cortisol no sangue e saliva dos animais, apos a administracdo de ACTH (Cook et
al., 2001). A diminuicdo da temperatura no canto do olho pode ser causada por
vasoconstricdo do sistema simpatico em resposta a dor aguda, sendo um marcador

para monitorar eventos que causem mudancas bruscas (Stewart et al., 2008). Em
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touros castrados, dois min apds o procedimento, a temperatura ocular é reduzida
rapidamente, mas, 15 min apds a castragdo, ocorre um rapido aumento nesta
temperatura e dos niveis circulatorios de cortisol (Stewart et al., 2010), indicando a
ativacdo do sistema nervoso parassimpatico, havendo dilatacdo dos vasos
sanguineos e aumento do fluxo sanguineo periférico. No entanto, nas condi¢cbes do
presente estudo, ndo houve efeito dos métodos de castracdo sobrea temperatura do
canto do olho, sugerindo que ndo houve estimulo doloroso acentuado.Medidas
indiretas utilizadas em alguns estudos incluem alteragcdes nas concentracdes de
marcadores neuroenddcrinos e inflamatoérios, como cortisol (Stafford and Mellor,
2005b), epinefrina (Stewart et al., 2010) e proteinas de fase aguda. Além dos
marcadores sistémicos, as medidas da frequéncia cardiaca (Stewart et al., 2010)e o
uso de pedbmetros (Currah et al.,, 2009)sdo meétodos alternativos ndo invasivos
utilizados para a verificagao do estresse e dor.

No presente estudo, nenhum dos métodos de castracao testados induziu uma
reacao inflamatoria capaz de alterar marcadores sistémicos, quando realizadas nos
primeiros 20 dias de vida. Ainda que a PON1 seja uma proteina de fase aguda
negativa, apresentando reducdo nos seus niveis séricos apés a ocorréncia de uma
lesdo (Schneider et al., 2013), o presente estudo nao identificou diferencas nos
niveis de PONL1 entre os grupos. Com relacao ao cortisol, houve elevacdo nos niveis
séricos a partir dos 30 min apos a castracdo cirargica, mantendo-se elevado até os
60 min, enquanto que nos terneiros submetidos a castracdo quimica 0s niveis
séricos de cortisol foram elevados 30 min apds o procedimento, mas se mostraram
reduzidos aos 60 min. No entanto, apesar da interagcdo ocorrida em fungcdo do
tempo, ndo houve efeito direto dos métodos de castracdo, conforme também
relatado por Coetzee et al. (2008). A concentracao de cortisol tem sido amplamente
utilizada como um indicador de dor e estresse fisiolégico em animais submetidos a
castracdo (AVMA 2014). Em terneiros castrados cirurgicamente, o aumento na
concentracdo de cortisol, na saliva (Moya, 2014) e na circulagdo (Molony, 1995)
indica que este procedimento seria doloroso e estressante para 0s animais, ainda
gue outro estudo néo tenha identificado alteracdo nos niveis de cortisol no plasma
em funcdo de diferentes técnicas de castracao (Fisher et al., 2001). O maior pico na
concentracéo sérica de cortisol ocorreria 12-24 min ap6s a castracdo, com reducéo
60-96 min ap6s (Molony, 1995). O menor pico na resposta do cortisol ocorreu apos

castracdo com anel de borracha, enquanto que o pico sustentado por mais tempo
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ocorreu apoés castracao por burdizzo. Niveis elevados de cortisol cerca de 30 min
apos procedimentos cirargicos também foram relatados em bovinos com 1-2 meses
de idade submetidos a descorna e 21 d apds a castracdo (Mosher et al., 2013). Além
do cortisol, os niveis circulatorios de outra proteina de fase aguda, a haptoglobina,
também foram mais elevados ap6s a castracdo, em comparacdo com 0s niveis
observados em touros ndo castrados (Repenning et al., 2013).Por outro lado, niveis
reduzidos de cortisol foram relatados ap0s administracdo de anestésicos locais
(Thuer et al., 2007) e de anti-inflamatoérios ndo esteroides (Currah et al., 2009).

Coletivamente, os dados do presente estudo sugerem que nenhum dos
métodos repercutiu em uma reacao inflamatéria relevante. Entretanto, a lIT pode ser
uma alternativa viavel, comparada com a orquiectomia, evitando complicacfes pos-
operatorias, como infeccbes microbianas e parasitarias no local da ferida. Além
disso, a IT com uso de NaCl utiliza um composto ndo téxico de baixo custo,
diminuindo a possibilidade de efeitos adversos indesejaveis.



7 ConsideracOes Finais

Nas condicbes do presente estudo, observou-se que 0s métodos de
castracdo utilizados nao alteram a temperatura de canto de olho e a atividade da
PONL1, sugerindo que as técnicas ndo promovem alteracbes sistémicas quando
realizadas nos primeiros 20 dias de vida. Deste modo, nenhum dos procedimentos
induziu uma reacédo inflamatdria capaz de alterar marcadores sistémicos de dor e
inflamac&o. A causa da elevacdo de temperatura no D4 nos grupos castracao
cirirgica e quimica ainda deve ser melhor investigada. Novos marcadores que
possam ser utilizados para a avaliacdo de processos inflamatérios e de bem-estar
animal ainda devem ser analisados. Portanto, a IIT se mostra vantajosa por ser uma
alternativa para evitar as complicacdes pds-operatoérias, como infec¢cdes microbianas
e parasitérias, inerentes da castracao cirdrgica e por ser utilizado um composto ndo
téxico de baixo custo, diminuindo a possibilidade de efeitos adversos indesejaveis.

Ressalta-se a importancia deste estudo e de seus resultados ha compreensao
das reacdes causadas pelos procedimentos de castracdo sobre o bem-estar animal.
Tal entendimento faz-se fundamental para otimizar o manejo de castracdo nos
primeiros dias de vida dos animais, e consequentemente, a eficiéncia produtiva dos
rebanhos. A elucidacdo do grau de inflamacdo provocado pelas técnicas de
castracdo cirdrgica ou quimica realizada neste experimento sobre os parametros
avaliados em machos bovinos nas primeiras semanas de vida pode contribuir com o
entendimento de novas técnicas de castracdo e no desenvolvimento de tecnologias

gue causem menos desconforto aos animais.
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