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RODRIGUES, A.L.R. Avaliacéo do teticulo e da cauda do epididimo de carneiros na
pré-puberdade, na maturidade sexua, no criptorquidismo e nainsulacdo escrotal:
concentracOes de testosterona plasmética e tecidud, histaming, fator de necrose
tumord-dfa e oxido nitrico. Botucatu, 2004. 106p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaia e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadud Paulista

RESUMO

Foram estudados 77 carneiros, caracterizados como 34 da raca Suffolk pré-plberes e
15 meduros sexuamente, e nos modelos de estresse térmico, 6 da raga Santa Inés
submetidos a insulagdo escrotal por 96 horas, 6 controle ndo insulados e 16
criptorquidicos bilaterais. Foram avaliadas a histopatologia, as concentracbes de
histamina, testosterona dasmética e tecidua testicular, fator de necrose tumord-dfae
Oxido nitrico no testiculo e na cauda do epididimo, sendo as duas Ultimas, redizadas
gpenas nos grupos sob insulacdo escrotal e seu controle. A avdiagcdo histoldgica
testicular e da cauda do epididimo néo caracterizou ateracbes do ponto de vida
morfolégico. As concentragBes de histamina no teticulo e na cauda do epididimo foram
dependentes da condicdo reprodutiva, sendo superiores na pré-puberdade. Para o
modelo estresse térmico, as concentragdes de histamina no testiculo e na cauda do
epididimo foram maiores no criptorquidismo, ndo sofrendo influéncia da insulacéo
escrotal. Ao consderar todos os animais estudados, houve uma correlacdo negetiva
entre a concentragdo de testosterona plasmética com as de histamina no testiculo; e na
cauda do epididimo, esta corrdlacdo ocorreu individua mente nos grupos estudados. O
modelo de insulacéo 96 horas foi suficiente para causar ateragbes androldgicas na
consigténcia testicular, nos parametros motilidade e defeitos esperméticos menores,
porém, ndo evidenciou se a higamina, testosterona plasmética e tecidud, fator de
necrose tumord-afa e dxido nitrico esté intimamente envolvidos no mecanismo de
resposta ao estimulo térmico agressor.

Pdavras-chave: epididimo; fator de necrose tumord-dfa; hisaming ovino; éxido

nitrico; testiculo; testosterona.



RODRIGUES, A.L.R. Evauation of the testis and epididymis tail of ramsin pre-
puberty, in sexual maturity, with cryptorquidism, and undergone to the
scrotal insulation: concentration of histamine, plasma testosterone, testicular
tissue testosterone, tumor necrosis factor-alpha and nitric oxide. Botucatu,
2004. 106p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

It has been used 77 rams, 34 pre-puberty and 15 sexually mature both Suffolk, 16
cryptorchids Santa Inés, 6 undergone to scrotal insulation for 96 hours, and 6
control group without insulation. The testis and the epididymis tail were evaluated
by histopatology, concentrations of histamine, plasma and testicular tissue
testosterone, tumor necrosis factor-alpha and nitric oxide, the last two ones just in
scrotal insulation group and control group. Histopatology did not show any
important change in the testis and epididymis tail in al groups. The concentration
of histamine in both testis and epididymis tail were higher in pre-pubescent
compared to mature rams. Histamine concentration was significantly higher in the
cryptorchidism condition compared to insulation group and its control, which
were not different from each other. Analyzing all the rams, there was a negative
correlation between plasma testosterone and histamine concentration in the testis,
in the epididymis tail this correlation occurred individualy in each group. The
insulation model for 96 hours was able to cause changes in testicular consistence,
seminal motility and minor defects in spermatozoa. Nevertheless it does not cause
evidence if the concentration of histamine, testosterone and testicular tissue
testosterone, tumor necrosis factor-alpha and nitric oxide were strongly involved

in the response mechanism to the heat stress stimuli over testis and epididymis.

Key words. epididymis, histamine, nitric oxide, rams, testis, testosterone, tumor
necrosis factor-alpha.
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1. INTRODUCAO

As fungdes reprodutivas nos machos de diferentes espécies animais, podem ser
avdiadas utilizando-se diversas técnicas, incluindo exame clinico, avadiacéo de semen,
ultrasonografia, dosagens hormonals, investigagbes  bioquimicas,  culturas
microbioldgicas, testes de libido, entre outros (LEONG & MATTHEWS, 1982
LOPATE et al., 1989).

O pefil enddcrino varia amplamente durante o desenvolvimento sexua, com
sgnificaivas dteragbes hormonals, tanto quantitetivas como quditatives. Atuamente
esta bem estabdecido que existem interagbes complexas entre 0 sistema endécrino
e 0 ddema imune. Diversos hormbnios e secregBes neuronals influenciam
determinados aspectos da imunidade naturd. Estes efeitos incluem modificacbes do
ndmero total de células imunocompetentes e o potencia de respostaimunol égica ceular
a antigenos, da funcdo fagocitica e de eventos da cascata inflamatoria (REICHLIN et
a., 1993). Em relacdo a este aspecto, a regulacéo enddcrina de mastécitos, células
envolvidas na respogta inflamat6ria, tem despertado muito interesse.

Os mastocitos podem ser consderados uma unidade secretora exogena,
tendo capacidade deresponder a interacd0 de receptores Situados na membrana
celular, com agentes estimuladores especificos. Existe um grande interesse cientifico no
estudo dos mastdcitos, porém, fata um consenso sobre sua fungdo bioldgica. Nao ha
doenca, condicdo bioldgica, ou moddo animd identificado que exiba a auséncia
absoluta do envolvimento dessas cdlulas. Alteragdes no nimero de mastécitos em
diversos sitios anatémicos €ou  evidéncias de desgranulacéo, tém sido observadas
num amplo espectro de respostas imunol égicas inatas, adaptativas e patol dgicas e num
grande nimero de doencas ou de processos relacionados a doencas (METCALFE et
a., 1997)
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Apesy de sr mais conhecido 0 seu papd fisologico na inflamacdo e em
reacOes aérgicas, a regulacdo enddcrina dos mastécitos e da hisamina ainda ndo foi
esclarecida. Observou-se também a influéncia dos hormdnios esterdides sobre a
proliferacdo celular e a atividade secretora, dém darelacdo dos esterdides sexuais com
a populacdo de mastécitos em roedores. A inter-relacdo mastécito-higamina-sstema
endécrino demondra que os madtocitos sdo sgnificativamente influenciadas pelos
horménios sexuals, particulamente testosterona e edradiol. Além disso, € muito
provavel que a histamina secretada pel os mastécitos tenha participacdo na regulacéo da
esteroidogénese tedticular, possibilitando estudos da integracdo entre os sSstemas
imunoldgico e endécrino (LIMA, 1999).

O fator de necrose tumord-afa (TNF-a) e o d6xido nitrico (NO) sdo
substéncias que desempenham importantes papéis nas fungdes das cdulas de Sertoli,
Leydig e cdulas germindtivas, influenciando a espermatogénese (FUJSAWA, 2000).
Um ténue aumento do TNF-a no tegticulo inflamado e uma relacéo entre NO e
infertilidade em machos causada pea inflanacdo também foi  descrita
(WISZNIEWSKA, 1997).

Nas espécies de interesse zootécnico, existe caréncia de conhecimentos basicos
sobre a importancia do mastocito, da hisamina e suas correlagbes com o estagio
reprodutivo destes animais em diferentes idades. A provavel participacdo destes
elementos em processos fisioldgicos no teticulo e no epididimo de carneiros ra pré-
puberdade e na maturidade sexua ainda néo havia sdo relatada

Considerando-se o clima quente de grandes extensdes do Brasll, caracterizado
por elevadas temperaturas durante grande parte do ano, que pode influenciar
diretamente 0s mecanismos de termorregulacdo tedticular e epididiméia, e
consequentemente, as fungdes reprodutivas do macho, torna-se importante estudar,
através do modelo experimenta de edtresse térmico, as respostas fisiopatoldgicas

referentes a inter-relacdo mastécitos-higamina-testosterona, e entre 0 TNF-a e NO no
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testiculo e cauda do epididimo, por estes representarem respectivamente os sitios de
producéo e armazenamento da célula espermética.

No presente trabaho, consderou-se a hipétese que em carneiros, existem
diferencas na densidade de mastécitos e na concentragéo de histamina no testiculo e na
cauda do epididimo a0 comparar-se condicles reprodutivas e modelos de estresse
térmico, como a insulagdo escrotal e o criptorquidismo, estando estas variaves
correlacionadas as concentragdes plasmética e tecidua testicular de testosterona; e que
ainsulacdo escrota tem efeito sobre as concentragdes do fator de necrose tumord-afa

e Oxido nitrico no testiculo e na cauda do epididimo.

Destaforma, objetivouse:
quantificar a densdade de mastécitos e as concentragles de histamina no testiculo
e cauda do epididimo na pré-puberdade, na maturidade sexud, na insulacdo
escrota e no criptorquidismo;
correlacionar as concentractes de tetosteronas plasmética e tecidua testicular, a
densidade de mastdcitos e as concentragfes de histamina do testiculo e da cauda
do epididimo na pré-puberdade, na maturidade sexua, na insulacdo escrotal e no
criptorquidismo;
verificar os efeitos da insulacdo escrota sobre as concentragdes do fator de
necrose tumora-afa e dxido nitrico no testiculo e cauda do epididimo;
avaiar 0 moddo 96 horas de insulagdo escrotd  para estudo das respostas
relacionadas a0 mastécito, histaming, testosterona plasmética e tecidud, fator de

necrose tumoral-afa e éxido nitrico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectosrelacionados a reproducao

O perimetro escrota, 0 peso corpora e a idade apresentam uma correlacéo
edreita entre S e em animais aé um ano de idade, € maior se considerado o peso
corporal e o perimetro escrotal (MIES FILHO et d., 1993).

A condggténcia tedticular € um importante pardmetro a ser observado na
condatacdo da normaidade fisioldgica, sendo que o testiculo em plena capacidade
funcional gpresenta condgténcia fibro-elagtica (BICUDO, 1999). As caracteridticas
testiculares est@o diretamente rel acionadas com a producéo e caracteristicas do materia
seminal, 0 que depende da qualidade do parénquimatesticular (BONINO et d., 1987).

Segundo Colgan et d. (1980) um Unico tdbulo seminifero usua mente néo exibe
todas as cdulas da linhagem espermatogénica devido ao ciclo do epitdio seminifero,
uma vez gue a espermatogénese ocorre em ondas ao longo dos tdbulos. Portanto, a
espermatogénese deve ser acompanhada através da observacéo de diversos tlbulos em
campos digtintos (LEONG & MATTHEUS, 1982).

A espermatogénese no carneiro requer gproximadamente 49 dias, necessitando-
s de 10 a 14 dias para que 0s espermatozdides passem pelo epididimo
(FITZGERALD, 1997). Amann & Lambiase (1969) relataram que o tréngto
esperméatico na cabega e corpo do epididimo, envolvidos na maturagdo espermética
ndo se dtera com a freqiéncia das gaculagbes. O maior estoque espermético
encontra-se na cauda do epididimo, contendo cerca de 70% do numero total de
espermatozoides do epididimo (AMANN, 1981).

O criptorquidismo é uma dteracdo uni ou bilateral do desenvolvimento do
testiculo, caracterizada por falha no descenso que o impede de acancar o escroto. O
criptorquida bilaterd € estéril devido a supressdo térmica da espermatogénese

(HAFEZ, 1993).
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2.2. Testosterona

Os androgenos exercem um importante pape na manutencdo do normd
funcionamento dos testiculos e do sistema reprodutivo, bem como na expressdo das
caracterigticas fenotipicas do macho adulto (FRIENDEN & LIPNE, 1975). A
producdo de testosterona ocorre nas células de Leydig nos testiculos e € controlada
pea gonadotrofina produzida na hipdfisss, o hormoénio luteinizante (LH)
(STABENFELDT & EDQVIST, 1993). Segundo Veeramachaneni et d. (1986) as
células de Leydig sfo controladas por um fator de manutencéo e regulacéo produzido
pelas cdulas de Sertoli. Este fator esta relacionado com a retroalimentac@o local dos
tibulos seminiferos e interdticio testicular, o que pode modular a senshbilidade das
cdulas de Leydig ao LH circulante. Existe uma inter-relacdo entre as cdlulas de Sertoli e
as de Leydig no que diz respeito a producéo e liberacdo de testosterona, a qua tem
fundamenta importancia no processo da espermatogénese (PINEDA, 1989).

Em ratos, Odell at d. (1990) relataram que ra transi¢do do periodo juvenil,
existe um aumento na capacidade de resposta dos testiculos as gonadotrofinas,
causados pela diminuicdo de fatores inibidores e pdo aumento do numero de
receptores intratesticulares de LH, o que resultaria numa elevacdo da atividade
testicular resultando no aumento da producéo de testosterona.

WU& MURONO (1994), utilizando-se de um modelo de criptorquidismo para
ratos, descreveram um fator mitogénico produzido pelas cdulas de Sertoli que causou
nas céulas de Leydig diferencas morfoldgicas, aumento no nimero de cdulas e indice
mitético, e diminuicdo da producdo de testosterona, e de receptores de LH/hCG. Em
co-culturas de cdulas de Sertali e Leydig, 0 aumento em 4C levou a0 aumento da
responsvidade das células de Leydig ao fator mitogénico secretado pelas cdulas de
Sertali, 0 que causou mudancas na proliferacéo e diferenciacdo das cdulas de Leydig,
diminuindo a producéo de testosterona e os niveis de receptores de LH nas células de
Leydig. Estas observaghes in vitro sugerem que este fator explicaria as mudangas que
ocorreram no criptorquidismo experimental.(WU & MURONO, 1996).
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2.3 Insulagéo escrotal

A temperatura testicular nos mamiferos mantém-se entre 2 e 6°C abaixo da
temperatura corporal (WAITES, 1990; ENTWISTLE, 1992, KASTELIC et a. 1996,
MOREIRA, et d.,2001). Vé&ios fatores contribuem para a termorregulacdo escroto-
testicular, incluindo a estrutura peduncular do escroto e a vascularizacdo testicular que,
por meio do plexo pampiniforme, reduz a temperatura escrotal pelatroca de caor entre
0 sangue circulante na artéria e veia teticular (COOK et d., 1994). Além disto, a
tunica dartos e o musculo cremaster dteram a posicdo dos teticulos em relacdo ao
corpo em funcdo da temperatura do ambiente (SETCHEL, 1998) e as glandulas
sudoriparas favorecem a evaporacdo diminuindo a temperatura escrotal (BLAZQUEZ
et d., 1988).

O amento da temperatura testicular propicia a degeneracdo semind
(VOGLER € d., 1991) e edta correlacionada com a reducéo na fertilidade do macho,
causando dteracbes na sintese de proteinas e expressdo de genes nas cdulas
germinativas e cdulas de Sertoli (IKEDA et a. 1999; KUMAGAI et d., 1999).
Variaghes na temperatura ambiente e umidade relativa do ar também estéo associadas
a dteracOes na temperatura corpora de carneiros e conseguentemente na temperatura
testicular (WILDEUS & ENTWISTLE, 1983).

O clima de vérias regifes do Brasil é caracterizado por eevadas temperaturas, as
quais podem influenciar diretamente os mecanismos de termorregulacéo testicular, e
consequentemente, as funcdes reprodutivas no macho. Carneiros, touros e cachacos
gpresentam uma queda no output de espermatozdides e na eficiéncia reprodutiva
durante 0s meses quentes do ano e apos a transferéncia de animais para continentes
excessvamente mais quentes (VAN DEMARK & FREE, 1970). A queda da
concentracd0 espermdtica € causada pela perda da linhagem espermatogénica,
principdmente os espermatdcitos e espermétides, sendo as cdlulas do epitdlio
seminifero mais sensiveis aos efetos do calor (BARTH & BOWMAN,1994). Wildeus
& Entwistle (1986), encontraram mudancas quantitatives na reserva espermética
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epididimal e na cauda do epididimo, dteragbes quditativas na morfologia dos
espermatozoides, sugerindo que o caor testicular teve efeito adverso na estocagem,
havendo reabsor¢do dos espermatozéides defeituosos.

Segundo Setchell et d. (1971), quando os testiculos de seis carneiros Merinos
foram aquecidos a 40,5°C por trés horas, a concentracdo espermética declinou ap6s
20 dias do insuto térmico. As dteracbes morfolOgicas encontradas nos
espermatozdides evidenciaram que o caor teve efeito nos espermatécitos priméarios e
espermatogbnias B em divisdo, e nas espermdides e espermatozoides presentes no
epididimo, ocorrendo também um grande aumento de cdulas multinucleedas no
gaculado.

No epididimo, logo apos ainsulacdo escrotd, varios autores relataram dteragdes
decorrentes do estresse térmico neste 6rgdo, sendo anormalidades de trénsito (BARTH
& 0KO,1989; BARTH & BOWMAN; 1994), anomdlias esperméticas secundarias
(WILDEUS & ENTWISTLE, 1983; BARTH & BOWMAN, 1994; FONSECA &
CHOW; 1995) espermatoziides decapitados e defeitos de cauda. Outros trabalhos
encontraram patologias no gaculado gpods duas semanas do insulto térmico (AUSTIN
et d.,1961; ROSS & ENTWISTLE,1979; BABU RAO & RAO,1990).

MINTON et al. (1981) submeteram touros a temperatura ambiente de 34°C por
15 dias e observaram que a concentracéo plasmética de testosterona ndo se aterou no
sexto dia do estresse térmico, tendo apenas uma pequena queda apés o 15° dia Em
touros com bolsa escrotal insulada, ocorreu queda na concentracdo plasmética de
testosterona em 48, 72 e 96 horas gpos o inicio do insulto térmico (GABALDI, 2000).
Em carneiros, os nivels de testosterona diminuiram no dasma quando submetidos a
elevadas temperaturas ambientais de 32°C por duas semanas. Gomes et d. (1971)
observaram in vitro que o cdor influenciou sgnificativamente a funcéo das cdulas de
Leydig, causando consegquentemente uma diminuico nas concentragoes de testosterona

€ um aumento nos niveis de gonadotrofines.
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Em uma degeneracéo testicular leve ocorre descamacao de espermétides, nlcleos
picndticos e formacdo de cdulas gigantes. Ha ata incidéncia de anomdias de cabega,
como piriforme, estreita na base, subdesenvolvida, contorno anorma e pequena. As
gotas protoplasméticas também etéo presentes em gaculados de testiculos com
degeneracdo. Na degeneracéo testicular ténue, a incidéncia de anomalias de cauda
espermética ndo aumenta, pois estéo relacionadas com ateracdes do epididimo (RAO
& BANE, 1985).

Mucciolo et d. (1974) avdiaram histologicamente carneiros insulados por 4 e 8
dias, encontrando no primeiro grupo (4 dias) a maioria dos tdbulos seminiferos com
linhagem espermatogénica, cdulas de Sertoli e Leydig perfeitamente integras do ponto
de visa morfolégico, sendo que gpenas dguns tlbulos agpresentavam epitélio
germingtivo incompleto, com cdulas gigantes ou desprovidas de nuicleo na luz do tdbulo
seminifero. Na insulacéo por 8 dias, foi verificada consderdve destruicéo do epitdio
germinativo. Wildeus & Entwistle (1983), Wildeus & Entwistle (1986) e Fonseca &
Chow (1995) encontraram alteracdes histol 6gicas causadas pelo processo de insulacéo
escrotal. A degeneracdo testicular decorrente aos efeitos da temperatura, dtera as
células da linhagem espermatogénica, ocorrendo picnoses nucleares e perdas na
meiose, levando ao aumento do nimero de espermétides prematuras no lUmen apds o
estresse térmico, atribuicdo dada a faha da funcdo das cdulas de Sertoli (RAO &
BANE, 1985; ENTWISTLE; 1992). Segundo Ott (1986), a degeneracéo testicular
induzida por insulacéo escrota tem efeito nos tlbulos seminiferos, levando a diminuicéo
do perimetro escrotd. Gabaldi (2000) avaliando a biometria testicular, ndo encontrou
ateragOes entre o grupo de touros insulado e o controle dainsulacdo escrotal.

A degeneraco testicular pode ser permanente ou reversivel, dependendo da
temperatura, da duracdo do insulto e da idade do animal. Foi observado também que,
em muitos casos, € dificil determinar se a degeneracdo teticular € transitoria ou
permanente, pois € preciso aguardar o periodo de um ciclo espermético e da passagem

do espermatozoide pelo epididimo. Aproximadamente duas semanas gpds o insulto,
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patologias poderdo aparecer no gaculado e continuar aumentando aé um més. Se o
edresse térmico for por um longo periodo, a melhoria da quaidade do sémen e
fertilidade é retardada (OTT, 1986).

Entwistle (1992) congtatou que a insulagdo escrotal aumentou a temperatura
local, causando a reducdo do peso teticular e epididimal, e a reserva espermética,
embora as glandulas anexas néo tenham sido influenciadas. Estas mudancas refletiram:
se na baixa qudidade e quantidade do sémen, mas ndo houve efeito na libido ou no

comportamento sexud.

2.4- Contagem esper matica por grama detesticulo

O méodo da edimativa da reserva gonddica aravés da contagem
hemocitométrica de espermatozdides em homogeneizados diluidos do parénquima
teticular, basgia-se no fato de que a partir de determinado ponto da espermatogénese,
0S nlcleos das espermétides em aongamento se tornam extremamente resstentes a
destruicéo fisica pela homogeneizaco, permanecendo integras em suspensao no liquido
diluidor, 0 mesmo acontecendo com as cabegas dos espermatozéides. Esta dta
ressténcia dos nucleos das espermétides dongadas e espermatoziides € atribuida,
entre outros fatores, a um aumento da ligacéo eetrogtética entre a hisona nuclear e a
molécula de DNA (AMANN, 1970 citado por CARDOSO, 1985).

O nimero de espermdtides dongadas resstentes & homogeneizacdo de
parénquima testicular € um bom indicador da taxa de producéo de espermatozoides, ja
gue o tempo hecessario para que essas cdulas se transformem em espermatozdides é

constante nas espécies (BERNDTSON, 1977).

2.5. Papel dos mastdcitos nos processos fisiopatol 6gicos
Os basdfilos e mastocitos representam populacies ditintas que podem
expressar diferencas funcionais, morfologicas e nas respostas a drogas. Tanto 0s

bastfilos quanto os mastécitos sBo descendentes das céulas hematopoiéticas
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pluripotenciais da medula 6ssea (GLASPY et al., 1996). Contudo, 0s processos de
desenvolvimento dos mastocitos e basdfilos so diferentes. Os basifilos completam a
sua diferenciacdo e maturacdo dentro da medula éssea e véo para a corrente sangliinea.
Ja os precursores de mastocitos deixam a medula éssea e vao aos tecidos, onde
proliferam e diferenciam-se em subtipos. Os mastécitos estéo amplamente distribuidos
por todo o corpo humano, mas sfo particularmente encontrados em associacdo com
vasos sangliineos no tecido conjuntivo subepitdia da pele, tratos gestrintesting,
respiratério e genito-urinério (PEARCE, 1982; DVORAK et d., 1983).

Alergigtas e estudiosos das reagfes de hipersenshilidade imediata foram
atraidos pelo estudo desses dois tipos ceulares por diversas razbes. primeiro, pela
descoberta de que estas cdlulas expressam em sua membrana plasmética receptores
aos quais se ligam anticorpos, segundo, pela demonstracdo de que liberam seus
mediadores quando expostas a um antigeno especifico, e terceiro por representarem a
maior fonte de histamina e de outros potentes mediadores quimicos implicados numa
diversdade de processos inflamatdrios e imunologicos (GALLI & d., 1984,
SCHWARTZ & AUSTEM, 1984; GALLI, 1990).

As populacies de mastécitos apresentam heterogeneidade com consideravels
diferencas em seu contelido (mediadores) e sensibilidade a agentes de ativacéo. Estas
diversdades manifestam-se entre mastécitos de diferentes espécies e também dentro
de uma mesma egpécie (METCALFE et d., 1997). Os mastécitos apresentam
diferentes caracterigdticas histoldgicas, bioquimicas e funcionals, dependendo da
espécie, do tecido estudado e daidade (BARRET et d., 1984; BEFUS et d., 1985;
HEAVEY e a., 1988, BARRET & PEARCE, 1993, KITAMURA et d., 1993,
LIMA, 1999).

Os mastécitos podem ser classficados em subpopulacBes fenotipicamente
digtintas. Em roedores tém-se duas subpopulagdes, sendo a primeira representada por
mastocitos do tecido conjuntivo, que se apresentam espahados e contém heparina

COMo a maor proteoglicana, assm como uma grande quantidade de histamina
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estocada; tais mastocitos ndo sfo céulas dependentes de interleucina-3. A segunda
populacdo, representada por mastocitos da mucosa, possuem sulfato de condroitina e
pouca quantidade de histamina, sendo dependentes de interleucina-3 (THARP et 4.,
1987).

Os mastécitos e basofilos podem ter sua secregdo induzida tanto por agentes
imunol égicos como por agentes quimicos, sendo estes classificados em dois grupos. 0s
setivos e 0s ndo seetivos. Os agentes ndo seletivos atuam através da ruptura na
membrana plasmética, liberando todo o seu contelido intracelular, sendo portanto,
citotoxicos. Neste grupo, pode-se citar: os detergentes, os sais hiliares, a lisolecitina e
os edimulos fiscos - energia térmica, mecénica ou radiante (PEARCE, 1982,
LAGUNOFF et d., 1983). A atividade dos agentes sdetivos, como fragmentos de
complemento, citocinas, polications, ionéforos de cacio, neuropeptideos,
neurotransmissores, venenos e lectinas, asseme ham se a acao das reacdes anafiléticas
(PEARCE, 1982; LAGUNOFF et d., 1983; FERREIRA et d., 1996). Tais agentes
atuam de maneira ndo citotdxica, induzindo a exocitose, e para isso necessitam de um
metabolismo celular intacto. Estes agentes sdo bloqueados por inibidores da glicdlise e
da fodforilac@o oxidativa, e por extremos de temperatura e pH (UVNAS & THON,
1961; CHAKRAVARTY, 1978 e 1980). Apesar da diferenca no mecanismo, os tipos
de ativacdo assemeham-se por induzirem peguenas elevacles de cdcio interno livre no
citosol (ARIDOR et al., 1990; LANDRY et d., 1992).

No processo de exocitose sdo liberados mediadores pré-formados como a
hisamina, heparina, proteases neutras; mediadores neo-formados  como
prostaglandinas, leucotrienas e o fator ativador de plaguetas (PAF); citocinas como as
interleucinas, fator de necrose tumord dfa (TNF-a) e fator estimulante de colénia
granulécito-macréfago (GM-CSF) que podem ser tanto mediadores pré como neo-
formados. (SCHWARTZ & AUSTEM, 1984; LONGLEY et d., 1995; MCNEIL,
1996). O processo de liberagdo pode ser inibido por agumas substancias como:

metilxantinas, agonistas beta-adrenérgicos (como o isoproterenol), cromoglicato
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dissodico e nedocromil e blogueadores de canais de cacio. Com excecdo do
cromoglicato dissodico e do nedocromil, a eficacia tergpéutica destes agentes nas
doencas dérgicas ndo é decorrente da inibicdo promovida sobre a ativacdo de
meastécitos, mas pelainibicdo fisiolégica ou funciond (GOMES, 1992).

A concentracdo de histamina pode ser usada como um indice da densidade de
mastécitos (PADILLA e d., 1990; LIMA, 1999). Sendo um dos principas
mediadores bioldgicos sintetizados pelos mastécitos e sendo os mastécitos a principd
fonte de hisamina nos tecidos, existe uma corrdlagdo edtreita entre 0 nUmero de

mastécitos e a concentracdo de histamina nos tecidos (METCALFE et d., 1997).

2.6. Inter-relacdo entre mastécitos, histamina e sistema reprodutor

Os estrégenos estimulam a atividade secretora dos mastocitos, potenciaizando
os efeitos de agentes indutores da desgranulacdo, tais como IgE, composto 48/80,
EHRF (fator liberador de higamina derivado do embrido) e substancia P
(VLIAGOFTIS et d. 1992, THEOHARIDES e d. 1993). Similarmente,
antagonistas do horménio liberador do hormonio Iutenizante (LHRH) induzem a
desgranulacéo dos mastdcitos em ratos, tanto in vivo quanto in vitro (MORGAN et
al., 1986, NEKOLA et al., 1987; SUNDARAM et d., 1988). Foi demonstrado que a
testosteronainduz a desgranulacéo de mastécitos da glandula harderiana de hamsters,
diretamente, através de seu préprio receptor, tanto in vivo comoin vitro (MAYO et
al., 1997).

Em geral, parece que 0s estrogenos e a testosterona exercem efeitos opostos
sobre a populacdo de mastécitos. Enquanto os estrogenos estimulam a proliferacéo
celular e a desgranulacéo, os trabalhos redizados em machos indicam  a testosterona
como agente inibidor da proliferacdo de mastécitos (PAYNE et d., 1982; SHIRAMA
et al., 1989).

Exige uma dindmica no nimero de mastécitos testiculares e epididimarios

dependendo da idade em seres humanos, caracterizado na pré-puberdade e puberdade
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por um expressivo aumento destas células no parénquima testicular e epididimo, com
posterior reducdo namaturidade sexual (NISTAL et d. 1984).

Alguns problemas de infertilidade foram corrdacionados a0 aumento de
meastécitos no testiculo quando comparados a individuos normais (AGARWAL et d.,
1987; NAGAI et al., 1992; JEZEK et d. 1999, MEINEKE et al., 2000;
YAMANAKA et d., 2000; APA et d., 2002). O tratamento de homens através do
uso de blogqueadores de liberacdo de grénul os mastocitérios melhorou significativamente
0 quadro espermatico destes individuos (SCHILL et d., 1986; CAYNET et d., 2001,
APA, 2002).

Fatores estressantes adteram a quantidade e a desgranulacéo dos mastécitos
nos testiculos, dém de mudar a secrecéo presente nos granulos desta célula. Algumeas
substéncias podem diminuir a proliferacdo e desgranulacdo mastocitéria, envolvendo
mecanismos também relacionados com as cdulas de Leydig (TUNCEL et d., 1996).
Em ratos, parecem exidir fatores inibidores de mastécitos nas cdulas de Leydig
presentes no interdticio testicular, o que indicaria um modelo de regulacéo parécrina
Dependendo daidade, o tratamento com estrogeno foi capaz de aumentar o nimero de
magticitos presentes, pela inibicdo da diferenciacdo das células de Leydig (GAYTAN
et a., 1990). Em ratos, conseguiu-se associar direta ou indiretamente os mastocitos
com mecanismos regulatérios das cdulas de Leydig (WANG et d, 1994). Em sapos, 0
aumento do estrogeno levou a0 aumento dos mastdcitos intratesticulares, contudo,
Minucci et d. (1997) consderam a diminuico dos andrégenos como um mecanismo
importante relacionado a0 aumento do estrégeno e conseglientemente ao aumento dos
mastécitos. Esses fatores indicariam uma regulacdo comum da célula de Leydig e
mastocitos intratesticul ares.

A higamina estimula a sintese de progesterona em foliculos pré-ovulatérios de
ratas (SCHIMIDT et al., 1987). Além disso, também parece estar envolvida na
regulacdo da ovulagdo em ratas (SCHIMIDT et a., 1986; SCHIMIDT et a., 1988).

A histamina, um dos principais mediadores armazenados pelo mastacito, influencia a
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esteroidogénese testicular. No macho, foi demongtrado que a hisamina esimula a
producdo de testosterona de maneira dose-dependente em incubagdes de testiculos
arofiados de hamgers, mas néo tem efeito estimulador sobre testiculos de animais
gonadamente ativos (MAYERHOFER et d., 1989). Lima (1999) mostrou que ha
uma intima corrdacdo entre a concentracéo de hisamina intratesticular e a idade do
anima em ratos. Altas concentracfes de histamina foram observadas no testiculo aos
21 dias de idade, ou sgja, no rato juvenil. No periodo compreendido entre 21 dias e
16 meses de idade, a concentragdo de histamina sofreu uma progressva e sgnificativa
reducéo. Zieher e d. (1971) também observaram em hamsters uma consideravel
diminuicdo da concentracéo de histamina intratesticular com o0 aumento da idade, com
méximas concentragdes no periodo neonato e concentragbes minimas na vida adulta

A presenca e a fung@o dos mastocitos no trato reprodutivo masculino tem sido
discutida por diversos autores. Existe uma forte corrdlacdo entre o nimero de
mastocitos no testiculo e 0 desenvolvimento do tecido conjuntivo testicular (NISTAL et
a., 1984). Dessa forma, € muito provavel que os mastocitos tenham um papel no
crescimento e na regeneracdo do tecido testicular, dém da participacdo nas reacOes
imunolégicas locais (BURNET, 1977).

2.7. Histologia testicular e da cauda do epididimo

Os tedticulos sfo envolvidos pela tunica abuginea, composta por tecido
conjuntivo denso dtamente vascularizado. O parénquima do 6rgéo é formado peas
células de revestimento dos tubulos seminiferos e seus ductos, assm como pelas cdulas
de Leydig e de tecido conjuntivo frouxo. Os tUbulos sdo revestidos por epitélio
germinativo onde podem ser observadas células em Véarios estégios de desenvolvimento.
Os condtituintes celulares dependem da atividade espermatogénica dos tubulos,
podendo ser as espermatogOnias, 0S espermatocitos primarios, 0S espermatocitos
secundarios, as espermétides e os espermatozoides (BANKS, 1992).
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A cauda do epididimo € um tubulo enovelado composto por epitdio pseudo-
edratificado prismatico com esereocilios, onde cdulas da base contém goticulas
lipidicas, enquanto as céulas prisméticas sSo longas e finas, contém lipideos e tém
especidizagbes apicais com formas de estereocilios. Esse epitdio apoia-se em uma
l&mina prépria formada por tecido conjuntivo frouxo atamente vascularizado, que é
circundada por uma tunica muscular da mucosa do epididimo, circular e espessa na
cauda do epididimo. A tdnica submucosa € congtituida por tecido conjuntivo frouxo na
regido centrd e por tecido conjuntivo denso na regido periféica, o qua € continuo a
albuginea (BANKS, 1992).

Em animais pré-plberes, os tdbulos seminiferos possuem cdulas germinativas
gue comegcam a serem observadas em diferentes graus de maturacdo. A maturacéo
morfol dgica dos tibulos seminiferos culmina com o processo de espermatogénese ativo.
A diferenca entre plberes e maduros sexudmente é autil e se relaciona mais com a
funciondidade do que com a morfologia testicular. Ou sga, a espermatogénese nos
puberes j& é potencidmente ativa, mas é na maturacdo e nos animais colocados em
atividade reprodutiva que vemos uma maior expressao morfol 0gica desta atividade com
dtura de epitdlio, nUmero de espermatozoides e maturacdo dos ductos e glandulas
extra-testiculares (BANKS, 1992).

Em um tediculo criptérquio, o aspecto histolégico estd condicionado a
localizagdo do testiculo e aidade do anima; gerdmente gpresenta marcante fibrose
intergticid, atrofia acentuada de tUbulos seminiferos, concrecfes intratubulares e graus

vaiavesde hidinizacdo tubular e vascular (LADDS, 1985).

2.7.1. Figmentos melanicos no sistema reprodutor

A mdaninafaz parte de um grupo de pigmento castanho—enegrecidos. Sabe-se
gue este pigmento € produzido a partir da tirosina pela acéo do complexo de enzimas
denominado tirosinases (DOPA — oxidase, cathecol oxidase). Estas enzimas atuam

lentamente na tirosina para produzir a substancia conhecida como DOPA (dihidroxifenil
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danina), que rapidamente sofre a acdo da mesma enzima para produzir um pigmento
intermediério, o qua polimeriza-se para produzir a melanina A melanina esa ligada a
proteinas, e o complexo melanina- proteina estalocdizado no citoplasma das células em
estruturas denominadas granulos de melanina (BANCROFT & STEVENS, 1996).

Vaios estudos modram a presenca desses pigmentos nos Sstemas
reprodutores tanto masculino quanto feminino, em diferentes espécies, onde podem
edtar relacionadas com a variagéo no ciclo reprodutivo (HORE et d., 1994) e em
tumores humanos (DENADAI et d., 1986)

Aire (1979) relatou a presenca de pigmento de melanina nos ductos deferentes
de Coturnix coturnix japonica, em 40% dos animais estudados. Muroya et a. (2000)
também detectaram em aves (Japan Silky flowl) a presenca de melanina em diversos
tecidos, incluindo o ovario e testiculo. Hore et a. (1994), estudando uma espécie de
passaro (Dicrurus adsimillis), constataram uma variacdo sazona na coloracdo dos
testiculos pela presenca melanina.

A meanose pode ser uma anomalia congénita e é encontrada com fregliéncia
no epididimo de caneros e touros (MCENTEE, 1990). Ladds et d. (1973)
constataram pigmentos melanicos na cabeca, corpo e cauda do epididimo de touros.
Blom & Christensen (1956) também reportaram a melanose no epididimo de touros,
sendo aincidéncia da pigmentacdo maior em bezerros da ragca Red Danish comparadas

abezerros daraga Jersey; e que esta caracteristica decresceu com 0 aumento da idade.

2.7.2. ldentificac@o histoquimica de mastécitos

Os madtécitos sfo céulas resdentes do tecido conjuntivo com contelido
quimico em géanulos citoplasméticos, que exibem metacromasia quando corados com
uma variedade de produtos cetidnicos, incluindo o corante azul de toluidina (BARRET
& PEARCE, 1993), podendo haver variacdo entre as espécies (DVORAK, 1989).
Essa vaiagdo dificulta a andise morfoldgica dessas cdulas, exisindo uma s&rie de

métodos paraa andise desse tipo celular.
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O azul de dcian 8GS foi introduzido por Steedman (1950) como um corante
especifico para mucopolissacarideos, e demonstrou que esta especificidade é
aumentada pelamaior acidez da solugdo corante. Foi introduzido o azul de acian 8GX
como sendo superior nas suas propriedades de coloragdo comparado ao 8GS, sendo
entdo utilizado para detectar glicosaminoglicanas e proteoglicanas (MOWRY/, 1960).

Spicer (1960) descreveu agumas técnicas de coloraco seqlienciais utilizando
0s corantes azul de acian e safranina. Verificou que o método foi capaz de diferenciar
mucopolissacarideos  dtamente  sulfatados  daqueles  fracamente  sulfatados,
denominando- os respectivamente azul de acian negativos e azul de acian postivos.

Combs et a. (1965) demonstraram 0 processo de maturacdo em embrides de
ratos fixados em formol a 10%. Sugeriram que durante este processo ocorria a sintese
e acimulo de precursores de heparina nos granulos, os quais eram inicidmente azul de
dcian podgtivos, seguidos pea sintese e acimulo de dta quantidade de heparina N-
sulfatada, resultando em granulos vermel hos, safranina positivos. A reacéo de coloracéo
azul de dciatrsafranina foi usada para diferenciar mucopolissacarideos fortemente
sulfatados daqueles ndo sulfatados ou fracamente sulfatados.

Burton (1964) caracterizou os polissacarideos presentes nos granulos de
magtocitos em maturacao, presentes no tecido conjuntivo em embrifes e ratos adultos,
usando uma solugdo contendo azul de astra e safranina O.

Tas (1977) utilizou atécnica sequéncid azul de astra-safranina (SPICER, 1960)
e azul de dcianrsdraning, reavdiando este méodo histoquimico. Concluiu que a
coloracdo seqienciad é dtamente dependente da quantidade de ligagdo do azul de
dcian na primeira fase da técnica; e que a coloracéo find das cdulas parecia ser
dtamente influenciada pela fixagdo empregada.

Mendonca (1979) verificou que o tempo 6timo para coloracdo de mastocitos
da lingua e do mesentério de ratos, variando conforme o fixador utilizado e constatou
que a coloragdo sequiencid de azul de aciansafranina descrita por Spicer (1960) néo
congtitui um método adequado para distinguir o grau de sulfatacdo da heparina e nem
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para se avadiar a maturacdo de mastécitos de ratos. O tempo de coloracdo com o azul
de dcian influenciou os resultados, com muita variagdo no padréo das cores, dém de
predominar o Ultimo corante utilizado, independente do grau de maturacdo, exceto
quando foi usado o fixador Carnoy.

Sasaki (1980) utilizou 0 méodo de coloracdo azul de adtra-safranina O,
caracterizando os mastécitos corados em azul como células jovens e imaturas, e 0s
corados em vermelho como céulas maduras. O fixador empregado foi o formol a 10%
contendo 1% de cloreto de cetilpiridina

Gaytan et d. (1990) estudaram a maturacdo de mastdcitos com a coloracdo
sequiencid de azul de dciansafranina no interdticio testicular de ratos.

Tansh & Pearse (1992), usando formol como fixador, distinguiram dois
aubtipos de madtécitos os sensiveis e insensivels a0 formol.  Estudaram
histoquimicamente quatro tipos de mastocitos de rato (peritoniais, do mesentério, da
pele e do pulméo). As células apresentaram repodtas diferentes a fixacdo por formol e a
coloracéo sequéncia pelo azul de adciansafranina O, sendo que os mastocitos do
mesentério e da pele exibiram resgéncia a0 formol, exibindo caracterigticas
intermediarias de coloracéo.

Niederheitmann (1992) demostrou que o azul de astra, independente da
sequéncia com a safranina O e do fixador utilizado, cora os granulos imaturos em azul.
Ao utilizar o ALFAC como fixador em fragmentos de mesentério, obteve uma boa
fixac@o dos mastécitos. Apesar da seqiiéncia da utilizacao do azul de acian-safranina O
ter influenciado as coloragfes dependendo dos fixadores, os mastocitos foram corados
de qualquer forma. No entanto, a utilizacdo do azul de astra-safranina O ndo sofreu

influéncia dos fixadores.

2.8. Relacéo do fator de necrose tumoral-alfa nos processos fisiopatol 6gicos
O fator de necrose tumora-dfa (TNF-a) foi origindmente identificado como

um fator envolvido na inflamagdo com efeitos potentes na reducdo do crescimento
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tumoral (SUGARMAN et d. 1985). O TNF-a, citocina pro-inflamatéria, € produzido
principdmente por mondécitos e macréfagos em respodta aos diferentes estimulos
(TRACEY & CERAMI, 1993).

Foi demongrada uma funcdo potencid dos mestécitos na regulacdo da
atividade dos macréfagos nos sitios inflamatérios com liberacdo de TNF-a (DACKIW
et al. 1995).

Os €feitos biolégicos do TNF-a ocorrem de acordo com a concentracéo
dessa citocina secretada. Quando produzido em pequenas quantidades, atua localmente
como regulador parécrino ou autéerino dos leucocitos e cédulas endotdials,
edimulando-0s a secretar quimiocinas para 0 recrutamento leucocitério. Neste caso,
também aumenta a atividade fagocitaria dos neutrdfilos e estimula as cdulas endotdias
a expressar em sua superficie moléculas de adesfo leucocitaria, contribuindo, desta
forma, para o acimulo de leucdcitos no locd dainflamacdo. Produzido em quantidades
mais eevadas, 0 TNF-a entra na corrente sangliinea e age de forma enddcrina,
provocando manifestagtes sistémicas como febre, estimulacdo da cascata de citocines,
ativacdo do dstema de coagulacdo, aumento da sintese de proteinas de fase aguda
pelos hepatdcitos, supressdo da divisio das cdulas indiferenciadas na medula 6ssea e
ateracéo do metabolismo lipoprotéico (ABBAS, 2000). O TNF-a quando secretado
a niveis acentuados, pode levar a uma sindrome semelhante ao choque, caracterizada
pela depressdo da contratilidade cardiaca, hipotensio arterid e trombose intravascular,
com consequente reducéo da pefusio teciduad e faéncia de muditiplos drgdos

(BEUTLER & GRAU, 1993).

2.8.1. Relacdo do TNF dfa nos processos fisiopatol gicos reprodutivos

Em fémeas, varios estudos tém demostrado a presenca de TNF-a nas céulas
ovarianas e no fluido folicular de vérias epécies, incluindo os roedores, espécies
domégticas e nos humanos, relacionando-o a processos fisolgicos reprodutivos

(TERRANOVA, 1996; ZHAO et d., 1998; KIEL et &. 2001).
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O TNF-a possui fungdes em aguns processos fisoldgicos no macho. De et d.
(1993) e Hdeset d. (1999) mencionam o TNF-a como um fator paracrino produzido
pelas cdulas germinativas e tendo as cdlulas de Sertoli receptores de dta afinidade,
modulando a espermatogénese. Benahmed (1996) sugere que o TNF-a seria um
produto aravés do qua haveria uma comunicacdo entre as células germinativas e de
Sartoli. Sigillo e d. (1999) relataram a regulacdo in vitro das células de Sertoli pelo
TNF-a, para expresso, a0 menos transcripciona da transferring, fato este também
relatado por Hoeben et a. (1996).

Numa comparacdo entre testiculos normais e inflamados, Gerdprasert et a.
(2001) relataram um ténue aumento do TNF-a no testiculo, que foi consderado uma
resposta pequena ao estimulo inflamatdrio submetido. Suescun et d. (2003), andisando
um moddo in vivo de orquite auto-imune, demongraram que o TNF-a esta envolvido
na perpetuacdo do processo inflamatdrio, na inducdo da apoptose das clulas
germinativas, e na regulacdo da esteroidogénese pelas células de Leydig.

2.9. Oxido nitrico nos processos fisiopatol 6gicos

O Oxido nitrico (NO), ou mondxido de nitrogénio permaneceu durante muitas
décadas conhecido gpenas como gés poluente nocivo, sendo alvo de interesse apenas
para quimicos e ambientalistas (FUTUKO, 1995), até a sua descoberta como uma
molécula gerada de forma enddgena por cdulas de mamiferos (PALMER e d., 1988).
Dede entéo, este importante mediador bioldgico tem recebido grande atencéo por
pate de pesquisadores no sentido do conhecimento de suas implicagcbes na
fisopatologia de diversas doengas e da sua rdevancia como mensageiro intra e
intercelular liberado durante vérios eventos, inclusive imunolégicos (MONCADA et d.,
1991).

O oxido nitrico (NO) € um radica livre ubiquo, produzido por uma grande
vaiedade de células, através das acles sentetizadoras de uma familia de enzimas

coletivamente denominadas de Oxido nitrico sintases (NOS) (HIBBS et d., 1987).
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Essas enzimas desaminam a L-arginina para liberar NO, havendo co-producéo de L-
citrulina (KRONCHE et al., 1998). Tem-se descrito trés isoformas de NOS que s&o
codificadas por genes separados e que requerem indugdes didintas. Uma forma
encontrada nas células neuronais (NNOS ou NOS-1), a segunda nas cdlulas endotdliais
(eNOS ou NOS-3), sendo que estas duas formas produzem condtitutivamente baixas
quantidades de NO que agem em processos fisolOgicos incluindo a neurotransmisséo e
avasodilatacdo (PALMER et d., 1988; MONCADA et d., 1991). A terceraisoforma
€ a NOS induzivel (iNOS ou NOS-2), que pode ser encontrada em quase todos 0s
tipos ceulares apds edimulacdo (FORSTERMANN et d., 1995). Os principais
edimuladores das NOS que levam a producdo de NO sdo as citocinas pro-
inflamatérias como o intéferontg (IFN-g), TNF-a e ainterleucina-1b (IL-1b) €/ou
produtos microbianos (LPS) (XIE et ., 1992; TAKEICHI et al., 1998).

O NO é uma das menores moléculas mensageiras biologicamente ativas
biossintetizadas por cdulas de mamiferos com peso molecular de 30 Da (KIECHLE &
MALINSKI, 1996). E um gés com nimero impar de elérons, reage com &omos e
outros radicais livres, possui propriedades lipofilicas, sendo praticamente apolar, o que
Ihe confere especid capacidade de difusdo pdas membranas (MILLER & GRISHAM,
1995). Sendo uma molécula ingtével (vida média de 3 a 10 segundos), o NO reage
rapidamente com o oxigénio formando NO, (didxido de nitrogénio) originando em
seguida NO,™ (nitrito) e NOs (nitrato). Além disso, combina-se com a hemoglobing,
sabidamente um consumidor naturd de NO, para formar metahemoglobina (KEILIN &
HARTRE, 1937). Numerosos estudos tém mostrado que o NO € um importante
modulador em Vé&rios processos patol6gicos (KHAM et d. 1997). A ampla expressao
de iINOS que ocorre em inflamagbes tem sdo bem caracterizada e aceita como um
componente vital da resposta adaptativa do hospedeiro aos estimulos nocivos. No
entanto, ha evidéncias de que a inducdo de INOS, em dgumas condigbes
fisopatolgicas, sga parte de uma ativacdo imune descontrolada e dletéria, ja que a
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inibicdo de INOS pode exercer efeitos protetores nessas condicoes (LIEW & COX,
1991).

2.9.1. Relagdo do 6xido nitrico nos processos fisiopatol 6gicos reprodutivos

O NO foi encontrado no fluido folicular de vacas e a enzima NO sintase
demonstrada nas células da granulosa in vitro. Dependendo do tamanho do foliculo, o
NO desempenha um papel na apoptose das cdulas da granulosa, podendo ser
considerado um modulador loca destas células (BASINI et d. 1998). O NO também
faz parte de um sistema envolvido na maturacéo do odcito (Y ASUHIKO, 2002).

O NO, produzido pelas Sertoli e Leydig possui relacéo com as cdulas
germinativas, demonstrada através da expressdo de iNOS em meios de cultivo. A
funcdo deste NO produzido por estas cdulas, ainda néo esta entendida, no entanto,
este deve ter umainfluéncia na esteroidogénese e na espermatogénese pois este alcanca
as cdulas germinativas em todos os seus estagios (FUJSAWA, 2000). O NO também
pode estar relacionado a funcdo do epididimo na estocagem, transito e maturacdo
espermética. Sua producdo excessiva poderia ter um papel importante na infertilidade
em machos causada pelainflamacéo (WISZNIEWSKA, 1997).

A atividade de NOS foi detectada no testiculo e epididimo de ratos, sendo que
no epididimo em niveis sete vezes superiores aos vaores expressos no tegticulo
(BURNETT et a. 1995). Houve alocdizacdo de eNOS no testiculo, epididimo e ducto
deferente. Nos testiculos, eNOS foi locdizado nas culas de Sertoli, Leydig e cdulas
germinativas anormais, sugerindo uma relacdo com espermatogénese e degeneracéo
ceular (ZINI et d. 1996). O'Bryan et d. (2000) identificaram uma funcéo regulatdria
de iINOS no tegticulo normd, aém de sugerir que INOS mediaria danos na inflamagéo
do testiculo, apesar dos mecanismos e da importancia isolada ainda néo estarem bem
definidos, sendo necess&rios mai's estudos.

Foi demonstrado que NO poderia reduzir a motilidade espermética, ou em
concentragBes inferiores, promover, in vitro, a capacitacdo espermédtica (ZINI et d,
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1995). No entanto, outro trabalho mostrou que a concentracdo de nitrito no plasma
semind de homens néo teve corrdacdo com a motilidade espermética (REVELLI et .,
2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animaiselocal de experimentacao

O experimento foi redizado no Laboratdrio de Estudos em Biotecnologia
Aplicada a Reproducéo de Ovinos e Caprinos e no Laboratério de dosagens
Hormonais do Departamento de Reproducdo Anima e Radiologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP de Botucatu / SP, nos
Departamentos de Morfologia de Farmacologia e no Departamento de Microbiologiae
Imunologia do Ingtituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu/ SP; no Departamento
de Reproducéo Anima — Laboratorio de Dosagens Hormonais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP de S&o Paulo / SP; no Departamento de
Patologia e no Laboratorio de Imunologia da Faculdade de Medicina do Tridngulo
Minero — FMTM — Uberaba/ MG; e naEMBRAPA, Tabuleiros Costelros, Aracgju/
SE.

Foram utilizados 77 ovinos machos digtribuidos em dois ensaios experimentais.
Carneiros da raca Suffolk (grupos A e B — experimento 1) e carneiros da raca Santa
Inés (grupos IC, | e C - experimento 02), distin¢éo feita aos ensaios de acordo com as
racas e as idade dos animais (experimento 01), e modelo de edtresse térmico
(insulagéo escrota e criptorquidismo - experimento 02).

A manutencdo dos animais dos grupos A, B, IC e | foram feitas em Botucatu/SP
(Lat.22° 53'S e Long. 48° 29W) no aprisco do Laboratério de Estudos em
Biotecnologia Aplicada a Reproducéo de Ovinos e Caprinos. Os animais do grupo C,
estavam docados na EMBRAPA - Tabuleiros Costeiros, Aracgu / SE, Campo
Experimenta de Queimadas, Municipio de Frei Paulo (Lat. 10° 33'S e Long. 37°
32'W).

Podem-se descrever os grupos detal hadamente da seguinte forma:

- Grupo A — 15 carneiros Suffolk adultos contemporaneos de rebanho. Participaram

do experimento em junho de 2000, sendo entdo orquiectomizados. Os animas
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sexudmente maturos (A) estavam sendo submetidos a uma frequiéncia de 6 colheitas
de sémen di&rias, por 10 dias consecutivos, com avaiagdes das caracterigticas do
sémen; sendo constatado um quadro espermético dentro dos padrées de normaidade
para a idade e para a espécie. Foram consideradas, para efeitos de apresentacdo de
resultados, as 6 Ultimas andises anteriores aorquiectomia. Os animais foram mantidos
em regime de confinamento, recebendo uma racéo contendo concentrado com 14% de
Proteina Bruta (PB), feno de Coast Cross e &guaad libitum.

- O grupo B — 34 carneiros Suffolk pré-puberes contemporéneos de rebanho que
foram orquiectomizados no més de outubro de 2000. Durante o periodo experimentd
foram dimentados com racéo tota com 60% de roldo de milho, 40% de farelo de
algoddo, mais 1% de cacario na mistura, feno de Coast Cross, sd minerd e &gua ad
libitum.

- O grupo IC — 6 carneiros Santa Inés controle dainsulacéo escrotd - eogrupo|l - 6
carneiros Santa Inés submetidos a insulacdo escrotal, sendo todos contemporaneos de
rebanho. Os animais foram mantidos em regime de confinamento, recebendo uma racéo
concentrada com 14% de Proteina Bruta (PB), feno de Coast Cross, sd mingd e
agua ad libitum. O abate destes ocorreu em junho de 2001, no fina do periodo de
insulacéo escrota do grupo |.

- O grupo C — 16 carneiros Santa Inés criptorquidicos bilaterais pertencentes a
EMBRAPA — Tabuleiros Cogteiros - Campo Experimental de Queimadas — Estes
carneiros eram criados em sstema semi-confinado; mantidos em pastagem cultivada
durante o dia, e a noite em confinamentos. Na época de escassez de forragem, os
animais foram suplementados ao cocho com slagem de milho (planta inteira) ao
retornarem do campo para pernoitar. Os animais criptorquidicos foram acumulados
durante anos no rebanho experimental da EMBRAPA e representavam uma popul acéo
num universo de aproximadamente 1000 animais, onde eram utilizados como rufides
nas estagbes de monta com eficiéncia. De um modo gerad apresentavam libido igud aos

demais carneiros do rebanho. Estes animais foram abatidos em agosto de 2000.
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Todos os animais do experimento estavam em boas condicBes corporas e
sanitarias. As idades foram obtidas a partir da escrituracéo zootécnica dos mesmos, e
peso vivo dos animais foi mensurado no dia anterior aorquiectomia ou ao abate
(Tebelas 1e?2).

TABELA 1 — NUmero de animais (n), valores minimos e maximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP), da idade e do peso vivo de carneiros da raca
Suffolk maturos sexuamente (A) e pré-puberes (B).

n Minimo Méaximo Mediana Média DP

|dade A 15 18,0 22,0 21,0 20,1 1,3
(meses) B 34 2,3 35 2,5 2,7 0,3
Peso A 15 59,25 90,75 71,10 7142 864
(kg) B 34 8,25 22,10 15,70 16,02 3,16

TABELA 2 — NUmero de animais (n), vaores minimos e maximos, medianas, médias e
desvios padrbes (DP), da idade e do peso vivo de carneiros da raca
Santa Inés ndo insulados (IC), insulados (1) e criptorquidicos (C).

n Minimo Méaximo Mediana Média DP

ldade  IC 6 88 13,0 9,9 102 14
(meses) | 6 9,0 11,3 98 100 08
C 16 6,0 42,0 20,5 208 105

Peso  IC 6 3200 3500 3400 3650 6,48
(kg) | 6 2900 5400 3350 37,75 8,98

C 16 31,00 79,00 55,85 54,62 14,40

3.2. Insulacao escrotal (experimento 2)
O escroto foi envolvido por uma bolsa insuladora de materia isolante térmico

de tamanho de 26 x 21 cm, congtituida de parede dupla pléstica e entre estas, uma
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camada de 1& de carneiro com 1,5 cm de espessura. A porcdo interna, em contato com
a pele escrota, foi forrada por um tecido fino de adgodéo para evitar reagbes
dermatol ogicas.

As bolsas foram fixadas na regido do funiculo espermético com cordas finas de
algodéo. Sobre o saco insulador, foi colocada uma bolsa de tecido como protecéo e
melhor sustentacZo, presa a regido do funiculo espermético e também a um grampo
metdico afixado numa dobrade pde dosanimaisnaregido inguind. A insulagéo
escrotal teve durag@o de 96 horas (GABALDI, 2000). Adotou-se como nomenclatura
para o momento inicid dainsulacdo Oh e o Ultimo momento, 96h.

3.2.1. Temperatura ambiente

Para o controle da variagdo climética, foram registradas durante todo o periodo
experimental as temperaturas minima, maxima no aprisco a cada 24 horas decorridas a
partir do dia anterior a insulacéo (Oh), e a temperatura do ambiente no aprisco no
momento em que se media as temperaturas retal e da superficie do escroto. Os dados
foram medidos por termOmetro digita locaizado no corredor central dentro do aprisco

aumadturade 1,5 metro do piso das baias dos animais.

3.2.2 Temperatura corpora e escrota

A temperatura retal foi obtida com um termOmetro de méxima de bulbo de
vidro (Becton Dickinsorf). Foi mensurada a temperatura da superficie escrota por
um termémetro digitd de contato (Menotemp-TFA?). O sensor do termdmetro foi
colocado no interior do saco insulador, de forma que ficasse em contato com a pele, na
regid média do pdlo cauda da bolsa escrotal. No grupo controle, a mensurac@o foi
redlizada no mesmo locd, aravés de uma dobra de pele envolvendo o sensor. Esta

mensuracéo foi efetuada entre 7h30 e 8h da manhé.

3.3. Biometriatesticular e epididimaria (experimentos 1 e 2)
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O perimetro escrotal (PE) em centimetros foi avaiado através de fita métrica
posicionada na porcao mediad abrangendo ambos testiculos e seus envoltérios. Esta
avdiacéo foi redizada em um momento anteriormente a castracéo dos animais do grupo
A. Nos animais do grupo B, ta procedimento néo foi redlizado devido a imprecisfo
causada pela proporcéo de 18 no escroto. Para os animais do grupo IC e |, este
procedimento foi feito antes e gpds ainsulacéo escrota (experimento 2).

A conssténcia (1 a 4) e a mobilidade testicular, e o epididimo foram avdiados
por papacéo externa nos animais dos grupos A e B (experimento 1). Pela palpacéo da
bolsa escrota e testiculos, comprimindo-se com o polegar o testiculo imobilizado,
determinou-se sua conssténcia, convencionando-se: fibro-elégtico (4); flacidez leve (3);
flacidez moderada (2); flacidez severa (1). Estes procedimentos também foram
efetuados antes e gpos 0 periodo de insulacdo escrotal.

Os tedticulos foram obtidos por orquiectomia ou apds abate, retirando-se o
tecido conjuntivo. Separou-se o testiculo do epididimo, aferindo-se o peso individua
do testiculo e do epididimo em baanca de precisio centesma. Em seguida, avdiouse
o volume redl do tegticulo aravés do método de ded ocamento de liquido.

Para avdiar o volume por meio do dedocamento de liquido, num recipiente
contendo um cand latera, colocou-se &gua a temperatura ambiente até o nivel do cand
laterd, em seguida submergiu-se o testiculo no recipiente. No momento em que o
testiculo era imerso, a &gua dedocada era armazenada numa proveta graduada, onde
se obtinha 0 volume de agua dedocado pelo testiculo que correspondia ao volume do
testiculo. Este procedimento néo foi redlizado para o grupo C, devido impossibilidades
técnicas no momento do abate destes animais. A densidade testicular foi calculada a

partir da relagio do peso e volume do 6rgio e expressaem g.(cnT)™.

3.4. Colheita de sémen (experimentos 1 e 2)
Os carneiros do grupo A foram treinados para colheita de sémen com vagina

atificda, moddo curto, usando como manequim uma ovelha (Mies Flho, 1987).
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Entretanto, trés carneiros condicionaram-se a colheita de sémen com a utilizacéo de
outro macho como manequim.

Durante a fase experimental os animais foram submetidos a regime de sais
colheitas de sémen por dia, com intervalo aproximado de uma hora entre cada colheita,
durante um periodo de 10 dias, até que as reservas extragonadai s de espermatozdides,
representadas pela soma das seis colheitas diarias, se etabilizasse (BLANCHARD &
VARNER, 1996), situacdo necessria para redizacdo smultanea com 0s mesmos
carneiros de outro experimento (TUTIDA, 2003)

Os animais dos grupos IC e | tiveram o sémen colhido diariamente através de
eletrogjaculador (DuBoi*), nos trés dias anteriores ao inicio da insulacdo, servindo a
média destas como controle do momento anterior a insulacdo (Oh). Durante a
insulacdo, os animais tiveram uma colhdta as 24, 48, 72 e 96 horas do inicio da
insulacdo escrota (momentos 24h; 48h; 72h e 96h).

Os animais dos demais grupos pré-puberes e criptorquidicos bilaterais néo

tiveram sémen andisados.

3.5. Andlise de sémen (experimentos 1 e 2)

ApGs a colheita de sémen, foram avaliadas as caracteristicas macroscopicas
(cor e volume), sendo o frasco coletor colocado em banho-mariaa 37°C. Retirava-se
uma diquota de fmen e diluia-se em 1,0 mL de PBS; desta dilui¢do colhia-se uma
amodra e avdiava-se em microscopio optico com contraste de fase a motilidade
progressivae o vigor (CBRA, 1998).

Do sémen colhido do grupo A, retirava-se uma amostra de 40 ni. de sémen e
diluia-se em 8 mL de &gua destilada na proporcéo de 1:200, gpos a diluicéo avdiava-
se a concentracdo em M, com o auxilio do espectrofotdmetro. Para 0s animais do
grupo IC e |, a concentraco espermética foi estimada gpos diluicdo em formol-sdina

(1:400) e contagem em camara de Neubauer.
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A morfologia espermética foi andisada em esfregacos do gaculado @rado
pelo méodo de Karras, modificado por Papa et a. (1988). Em seguida foi feita a
contagem de 200 cdlulas em microscopio éptico (aumento de 1000X), sendo as

dteragBes morfol dgicas classificadas conforme Blom (1973).

3.6. Producéo esper matica (experimento 2)

Com o0 objetivo de se comparar a producdo espermdica na insulacéo
(experimento 2 - grupos IC el), foi redizada técnica de contagem de espermatozbides
por grama de tecido testicular (Pe.g"). Para isso, foram colhidos trés fragmentos do
parénquima testicular de gproximadamente um grama cada, das porgdes proximd,
media e dista dos testiculos direito e esquerdo, sendo identificados e armazenados sob
congdacdo a -20°C. No momento da contagem, fragmentos foram
descongelados e 0 peso confirmado em balanca centesmal. Pesou-se o tubo vazio e
apos a adicdo de 5 mL de Triton %100 e o fragmento de aproximadamente um
grama, pesava-se novamente e a diferenca entre os pesos correspondia a primeira
diluicdo. Egtes fragmentos foram homogeneizados em triturador com 5 mL de Solucéo
de Triton X-100 (AMANN & LAMBIASE, 1969; BLANCHARD & JOHNSON,
1997), e submetidos a sonicagéo por 30 segundos com o intuito de separar a cabeca e
cauda dos espermatozdides resistentes a trituragdo e para limpar o campo dos restos
cdulares. Deste homogeneizado retirava- se uma diquota de 100 ni, novamente diluia-
se em 900 de Triton X-100 (segundadiluicéo, 1:10), e com o auxilio de uma pipeta
pléstica, preenchia-se a camara de Neubauer, deixando-se em repouso para que as
células sedimentassem e, em seguida, procedia-se a contagem das cabecas dos
espermatozoides com o auxilio do microscdpio de contraste de fase, fazendo-se quatro
repeticOes, com diferenca entre as leituras ndo superior a 10%.

Apds a contagem, fazia-se uma média das quatro contagens e aplicava-se o

nimero de células obtido por grama de tecido na equagéo:
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N x 0,05 x 12 diluicio x 22 diluicio = n° espermatozoides x 10°. ¢* testiculo
Para se chegar na produco espermética didria por grama de testiculo, dividiu-
se 0 valor obtido na equacéo anterior pelo fator 3,65 dias.
Posteriormente, foi calculada a média das porgdes proximal, media e dista por
testiculo, e os resultados foram apresentados através da média encontrada dos

testiculos direito e esquerdo por carneiro.

3.7. Higtologia testicular e da cauda do epididimo (experimentos 1 e 2)

3.7.1- Hidologia

Apbs orquiectomia (experimento 1 — grupos A e B) ou abate (experimento 2 —
grupos IC, |, e C) amostras do parénquima testicular e da cauda do epididimo foram
fixados em ALFAC (85 partes de acoal etilico 80%, 10 partes de formaldeido 40% e
5 partes de &cido acético glacial) durante um periodo de 24 horas. As pegas fixadas
foram desdratadas em sdrie sequencial de dcool de 80 a 100%, posteriormente
diafanizadas em xilol e induidas em Paraplast® (Oxoid). Os blocos foram cortados em
micrétomo com espessura de 7 m Aslaminas obtidas foram coradas em hematoxilina e
eosna para a andise higopatolégica do testiculo e da cauda do epididimo com
avdiacdo panoramica do agpecto morfol égico.

As dteracOes testiculares foram avaliadas de acordo com os seguintes critérios.
presenca de vacuolizacgo intracitoplasmética, descamacdo das cdulas germingtivas,
presenca de cdlulas gigantes intratubulares, picnose de espermatocitos, presenca de
fibrose interdicid, mineralizacéo tubular, hiperplasa cdular interdticid e caracterizacéo
do infiltrado inflamatdrio presente. Com relagéo a este Gltimo critério, foi avdiada a sua
natureza (mononuclear, polimorfonuclear ou misto) e a sua intensdade (leve, marcante

OU Severo).
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3.7.2. Pigmentos melanicos

ApGs andise hisopatoldgica, foram identificados granulos citoplasméticos em
células peritubulares, presentes na cauda do epididimo de animais pré-plberes, sendo
entdo empregadas técnicas especiais de coloragdo para identificagdo dos grénulos
presentes. Utilizouse a técnica de Perls para hemossiderina e &cido periodico de Schiff
(PAS) com diastase para lipofustina. Empregouse ainda técnica para retirada de
pigmento de formol para excluir esta possibilidade. Redlizou-se também a técnica de
Fontana-Masson para pigmento melénico, e em outro corte histologico retirou-se a
melanina pelo emprego de acido oxdlico e coloracdo de HE (BANCROFT &
STEVENS, 1996; PROPHET,1992).

3.7.3. Higtoquimica de mastocitos
As laminas higoldgicas foram submetidas a diferentes coloragbes com o

objetivo de identificar histologicamente os mastocitos (NIEDERHEITMANN, 1992).

3.7.3.1. Coloragdes utilizando somente um corante:
azul de toluidina a 1% em 20mL de dcool a 95% e 80mL de agua destilada, pH
1,0 por 5 minutos;
azul detoluidinaa 1% em &cido acético a 1%, pH 2,8, por 5 minutos.
safraninaO a0,5%, pH 2,3 por 5 minutos
azul deacian 8GX a1% HCl 0,1N, pH 1,0 por 30 minutos.

3.7.3.2. Coloragdes utilizando dois corantes s multaneos:
azul de astraa 0,5% e safranina O a0,5% em é&cido acético a 20%, pH 2,3, por 15
minutos,
azul de dcian a 0,5% e safranina O a 0,5% em é&cido acético a 20%, pH 2,3, por

15 minutos.
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3.7.3.3. Coloragles seqliencias.
azul de acian 8GX a 1%, em HCl 0,7N , pH 1,0 por 30 minutos, lavar em agua
destilada; 10 minutos em HCl 0,7N ; sem lavar; colocar em safranina O a0,5% em
HCL 0,125N, pH 2,3, por 5 minutos,
azul de alcian 8GX a 1%, em &cido acético a 3%, pH 2,4 por 30 minutos, seguido
safranina O 0,5% pH 2,3 por 5 minutos.
Todas as |aminas gpds 0 processo de coloracdo foram montadas com laminulas

para andlise ap microscopio de luz.

3.8. Testoster ona plasmatica e no tecido testicular (experimentos 1 e 2)

As dosagens de testosterona foram feitas no Laboratorio de Endocrinologia da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, UNESP / Botucatu. As extragtes de
horménios esterdides de tecido testicular foram realizadas no Laboratério de Dosagem

Hormona da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, USP / S50 Paulo.

3.8.1. Testosterona plasmética

Neste experimento, foi redizada uma colheita de sangue por dia, por trés dias
consecutivos no hor&rio entre 8:00 e 8:30 horas da manhd, no periodo anterior a
orquiectomia ou abate dos animais, visando a dosagem e avaliacdo hormond dos niveis
de testosterona. Na insulac@o, os animais de ambos os grupos (IC e I), estas colheitas
foram consderadas como o momento inicia (Oh), sendo redizadas outras 4 durante a
insulacéo escrotal (24h; 48h; 72h; 96h).

As colheitas de sangue foram feitas em tubo de 10 mL heparinizado (Labnew?
Indistria e Comércio Ltda — Vacuumil), aravés da puncéo da vela jugular. O sangue
foi centrifugado a 2000xg por 15 minutos (Fanem — Centrifuga Exelsa Baby — mod.
206-R), e 0 plasma separado em aiquotas e estocado a—20°C para posterior dosagem
hormond.
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As dosagens de testosterona foram redlizadas por meio de radioimunoensaio
(RIA) em fase slida (Diagnostic Products Corporation (DPC), 5700 West 96™ street,
Los Angeles, C.A. 90045-5597) utilizando-se 0 151 e contador de cintilagbes gama
(Gamma Count Mod. 5500 BECKMAN). O conjunto de reagentes fol armazenado
entre 2 e 8°C a partir do seu recebimento até sua utilizacao.
3.8.1.1. Método de determinacdo quantitativa de testosterona plasmética

Cada conjunto de reagentes para dosagens possuia seis (6) padrdes de
testosterona contendo O; 20; 100; 400; 800 e 1600 ng/100 mL. As ligaghes
inespecificas foram detectadas através do plain tube (uncoated) em duplicata

As amodtras de plasma avaiadas foram retiradas do freezer (temperatura de —
20°C), ordenadas e descongel adas a temperatura ambiente.

Todos os reagentes e amostras de plasma, gpds atingirem o equilibrio térmico
com o ambiente, foram levemente agitados antes do uso. No desenvolvimento do
método, para os padrdes e amostras desconhecidas foram usados os tubos de ensaio
12 X 75 mm (coated tubes), previamente identificados.

1. Foram depositados 50 nL dos padrfes e dos plasmas nos respectivos

tubos.

2. Em seguida, acrescentou-se 1,0 mL do reagente T 1,51 atodos os tubos.

3. Apds leve agitacdo, os tubos foram colocados em banho-maria a 37°C
durante 3 horas.

4. Decorrido este periodo, o contelido dos tubos foi aspirado até a completa
remocao do iodo.

5. Foram efetuadas as contagens da radioatividade do contetido de cada tubo
em um sstema de medida gamma, por um minuto. As contagens obtidas de
cada amodtra e padrdes sofreram interpolacdo pelo préprio programa do
gparelho, obtendo-se assm os vaores da concentracéo de testosterona de

cadaumaddasemng.dL™.
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3.8.2. Método de quantificacéo de testosterona no tecido
3.8.2.1 Preparacéo de vidraria para extragao hormonal

Toda a vidraria utilizada no processo de extragdo de hormonios do tecido
testicular fol submetida ao processo de siliconizacdo para que néo houvesse adesdo dos
hormanios esterdides as paredes internas dos vidros.

Esse processo tinha inicio com a preparacdo da solucdo de sliconizacéo. A
obtencdo de 100 mL dessa solugéo dava-se pela evaporagao por ebulicdo de 120 mL
de tolueno até que este atingisse um volume de 99 mL., e apds 0 seu resfriamento, fosse
adicionado 1mL de dimetildiclorslano (C,H:ClLS, Sigma). A vidraria foi enxaguada
com a solugéo de siliconizacdo, secada em temperatura ambiente, lavada duas vezes
com metanol, colocada para secar em temperatura ambiente, estando pronta para
utilizacdo no processo de extracdo hormona quando desaparecidas as goticulas de

metanol de sua superficie.

3.8.2.2. Extragdo de hormdnios esterdides de tecido testicular

As amostras de testiculo foram inicidmente congeladas em nitrogénio liquido (-
196°C) no momento posterior a orquiectomia ou a0 abate. Posteriormente, foram
mantidos em freezer (-80°C) até 0 momento da andise quando foram transferidos para
freezer comum (20°C). Todas as amostras do tecido testicular foram submetidas ao
processo de extracdo (MANSOUR et al., 2002) em duplicata para que fossem
posteriormente ressuspendidas em metanol e solucéo tampéo para RIA.

3.8.2.3. Pesagem das amostras

As amodtras do tecido testicular foram descongel adas, fracionadas e pesadas em
baanca digital (AL500, Marte baancas e equipamentos de precisio Ltda, BR)
diretamente dentro de um tubo de 50 mL sliconizado. Seus pesos variaram de 0,42 g a
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1,09 g de tecido, conforme a disponibilidade de tecido em cada amostra e tiveram seus
vaores individuais anotados para correcdo de suas concentragbes para ng/g de
tegticulo.

3.8.2.4. Homogenei zac&o das amostras

A homogeneizacdo das amodiras foi feita utilizando-se um dispersor de tecidos
(Polytron, Kinematica®O GmbH). Cada fragmento do tecido testicular foi
homogeneizado em 15 mL de uma solugéo de etanol:acetona (4:1) e a adicdo desse

volumefoi redizada trés vezes.

3.8.2.5. Extracéo em etanol:acetona

Os tubos de ensaio contendo os homogenatos foram misturados vigorosamente e
centrifugados por 15 minutos a 500xg. Os sobrenadantes foram relocados para tubos
de 15 mL de capacidade, e os sedimentos foram ressuspendidos em 5 mL da solucéo
de etanol:acetona, recentrifugados por 15 minutos a 500xg e adicionados aos
respectivos tubos de 15 mL. Esses tubos foram destinados a evaporacéo em banho-
maria sob fluxo de ar comprimido, até que os contelidos remanescentes gpresentassem

aspecto oleoso.

3.8.2.6. Extracdo em éter etilico

Os extratos oleosos receberam 5 mL de ée dilico, foram agitados
vigorosamente por 3 minutos e centrifugados por 15 minutos a 500xg. Os
sobrenadantes foram transferidos para outros tubos de 15 mL e os sedimentos
desprezados. Esses tubos tiveram seus contelidos destinados & evaporacéo sob fluxo
de ar comprimido aé que novamente se obtivesse uma substéncia oleosa em seus

interiores.
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3.8.2.7. Extracdo em hexano:acetonitrilo

Os extratos oleosos obtidos da evaporacdo dos extratos etéreos foram
adicionados de 3 mL de acetonitrilo, agitados vigorosamente por 1 minuto, adicionados
de 3 mL de hexano, novamente agitados por 1 minuto, centrifugados a 500xg por 15
minutos e colocados em repouso em freezer (-20°C) por 15 minutos.

Como os dois solventes sfo imiscivels cada camada foi recolhida
separadamente (as camadas brancas que por vezes se formavam nas interfaces foram
recolhidas juntamente com o0 hexano) e re-extraidas mais duas vezes pela adicéo de

hexano e acetonitrilo (cada um no volume de 2mL).

3.8.2.8. Findlizagdo daamostra

Os tubos com hexano e acetonitrilo ficavam no freezer por um periodo minimo de
1 hora antes do descarte do hexano, colocacéo do acetonitrilo em novos tubos de 15
mL e sua evaporacdo sob fluxo de a comprimido em banho-maria até sua reducéo
méxima. Depois dessa reducdo os tubos eram fechados e estocados a —20°C até sua

ressuspensao e diluigéo.

3.8.2.9. Determinacéo de porcentagem de recuperacéo hormonal

As porcentagens de recuperacdo hormona foram obtidas sem a utilizacéo de
horménio marcado por radioisdtopo devido a0 menor potencia de risco aos
manipuladores das substancias utilizadas no processo e ao ambiente. A determinacéo
das porcentagens de recuperacéo feita com hormonios ndo marcados foi redizada pela
adicéo de quantidades conhecidas de testosterona em extratos do tecido testicular
obtidos pela homogeneizacdo de gproximadamente 1 grama do tecido testicular em
acool e acetona (4:1) apds a deplecdo hormonal desses extratos.

A deplecéo hormonal redizou-se pela adicéo de 2 mL de solugdo de carvéo e
dextran a0 extrato e agitacdo por um periodo de 2 horas. Essa misturafoi centrifugada,
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transferida para outro tubo sliconizado, novamente depletada pelo procedimento acima
descrito, e centrifugada (DARBRE et d., 1983; REDDEL et d. 1984). O
sobrenadante obtido recebeu aiquotas de 70 L de testosterona (10°ngmL™) para que
apbs todos o0s passos da extracdo e ressuspensdo das amostras se obtivesse uma
concentracdo de 3,5 ng.mL™ de testosterona (diluicdo de 1:40). Esses extratos foram
submetidos a0 procedimento de RIA e as concentragbes determinadas foram
comparadas com os vaores considerados de 100% do hormonio adicionado para que
pudessem ser encontrados os valores das porcentagens de recuperacdo de cada

amostra.

3.8.2.10. Ressuspensio e diluicdo de amostras

As amostras destinadas a quantificagéo de testosterona foram ressuspendidas em
1 mL de metanol e depois diluidas em tampéo fosfato sdino com 0,1% de gedina
(21,85 g de fosfato de sodio dibasico dodeca-hidratado, 5,4 g de fosfato de sodio
mono-hidratado, 1 g de azida de sddio, 9 g de cloreto de sodio e 1 g de gdatinaem 1L
de &gua destilada, pH = 7) receita do tamp&o na proporcao de 1:2.

Os RIAs para determinacéo das porcentagens de recuperacao de testosterona
foram redizados com amostras ressuspendidas em 1 mL de metanol e diluidas nas

proporgoes de 1:20 para testosterona em tampéo fosfato salino com 0,1% de gelatina.

3.8.2.11. Procedimentos de Radioimunoensaio (RIA)

Os RIAs foram redizados conforme recomendaces do fabricante Diagnostic
Products Corporation (DPC) para os seus kits de RIA para testosterona (Diagnostic
Products Corporation (DPC), 5700 West 96" street, Los Angeles, C.A. 90045-
5597).
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3.8.2.12. Transformacdo das concentragdes determinadas por RIA

As concentragBes determinadas primariamente por RIA para testosterona foram
expressas em ng.dL™. Para melhor adequacio dos resultados ao substrato do qual e
foi obtido foi necessiria a sua conversio para ng.g" do tecido testicular, e paratal, os
resultados obtidos foram inseridos na seguinte equacéo: CT={(CP/P).2/(REC/100)},
onde: CT € a concentrac@o tecidual, CP é a concentracéo primaria, P € 0 peso da
amostra, 2 é a congtante de diluicdo e REC é a porcentagem de recuperacéo. O

resultado dessa equagao € expresso em ng.g'.

3.9. Extracdo e dosagem automéatica da histamina o testiculo e da cauda do
epididimo (experimentos 1 e 2)

Para a dosagem do contelido total de histamina no testiculo e na cauda do
epididimo, um fragmento foi retirado da regido média dos testiculos, e outro da cauda
dos epididimos sendo pesados e posteriormente adicionados separadamente em 10
mL de &cido perclérico 0,4N, e mantidos em geladeira por 2 horas. Ap6s este tempo,
a amodra foi triturada e mantida em geladeira a 4°C por 12 horas. Ao final da
incubacéo, o materid foi centrifugado por 20 minutos a 2500xg e 0 sobrenadante
separado e congelado €20°C) para posterior determinacdo do contetido total de
hisamina.

Foi utilizado o método fluorométrico de Shore et d. (1959), com as extracdes e
dosagens da higamina feitas pdo método automéico, utilizando-se o aparelho
Technicon Auto Analyser 1.

As amostras contendo histamina foram submetidas a extracéo butandlica apds
adicdo de NaOH 2N saturado com NaCl, o que facilita a passagem da hisamina para
o butanol. A fase aquosa foi desprezada e a fase organica era adicionado NaOH 0,1 N
saturado com NaCl para remover residuos organicos. A fase aquosa foi desprezada e
entéo, sendo adicionado HCI 0,1 N para acidificar 0 meio, e heptano, que facilita a

passagem de histamina para a fase aguosa. A fase organica era desprezada, ficando a
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histamina extraida na fase aguosa &cida. Apds a extracdo, a hisamina foi condensada
com oftaldiadeido (OPT) em solucéo fortemente dcdina. O resultado € um produto
fluorescente, estabilizado por acidificacd com HCI 3N. Os picos de intensidade de
fluorescéncia foram posteriormente mensurados para caculo das concentragtes totais
de hisamina por grama de tecido testicular e da cauda do epididimo (SHORE €t 4.,
1959).
3.10. TNF-alfa do testiculo e da cauda do epididimo (experimento 2)
3.10.1 - Obtencéo dos homogenatos de testiculo e epididimo:

Os sobrenadantes dos testicul os e epididimos dos animais avaliados (grupos IC
e 1) foram obtidos macerando-se 0s respectivos tecidos em 1 mL de solucéo sdina
estéril sob fluxo laminar. Aproximadamente 0,8 mL foi recolhido em microtubos de 1,5
mL e centrifugado & temperatura de 20°C a 2500xg por 10 minutos. Em seguida, o

sobrenadante foi colhido e armazenado a - 80°C para posterior dosagemde TNF-a.

3.10.2- Ensaio Biologico para determinacdo de TNF afa
3.10.2.1. Preparo da culturade células L929

A linhagem tumord de fibroblasto murinos denominada L929, sensivel ao
TNF, foi utilizada para 0 ensaio de dosagem dessa citocina. As células foram cultivadas
em meio RPMI completo (MCCC) e mantidas por repiques semanais, em frascos de
plastico em estufa a 37°C com amosfera enriquecida com 5% de CO,. O meio de
cultura de manutencéo das cdulas foi desprezado e subgtituido por uma solucéo de
ATV (tripsina 0,2% e verseno 0,02%) para promover 0 descolamento das cdulas da
parede do frasco. Em seguida, o ATV foi desprezado, as células lavadas e
ressuspensas em meio RPMI completo (MCCC). Ap6s a contagem de células em
camara de Neubauer, a suspensio foi gjustada para uma concentragdo de 5 x 10°
cdulamL. Volumes de 100nL dessa suspenséo foram distribuidos em placas de
microcultura de 96 orificios e fundo plano para cultura de células. Apds incubacéo por

24 horas a 37°C em atmosfera constante de 5% de CO,, o0 meio contido nos orificios
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foi desprezado e substituido por 100uL de meio RPMI completo (MCCC) contendo

Actinomicina D na concentrago de 1 ngmL™.

3.10.2.2 Ensaio de citotoxicidade:

Os sobrenadantes dos testicul os e epididimos obtidos conforme descrito, foram
adicionados em volumes de 100 ni de cdulas L929 tratadas com Actinomicina por 3
horas. Em trés orificios, foi adicionado apenas RPMI completo (cultura controle). Apos
incubagdo a 37°C em atmosfera constante de CO, por 18 horas, 0s sobrenadantes
foram desprezados e 100nL. de uma suspensdo de cristal de violeta (0,2% em 20% de
etanol) foram adicionados aos orificios por 15 minutos para fixacdo e coloracdo das
células. Em sequida, a placa foi lavada em agua por imersdo, para remocao do excesso
do corante. Posteriormente, 100 L de lauril sulfato de sidio (SDS) a 1% em agua
degtilada, foram colocados em cada orificio para solubilizacdo das cdlulas. A leituradas
absorbancias de cada orificio foi redlizada com filtro de 490 nm em espectrofotdmetro
automdtico de microplaca, modelo Mutiskan. A quantidade de TNF-dfa nos
sobrenadantes de testiculos e epididimos foi caculada sobre a curva padréo redizada
com TNF-afarecombinante murino (Genzyme), empregado nas concentragtes de 40 a
4000U mL ™,

3.11. Oxido nitrico do testiculo e da cauda do epididimo (experimento 2)
3.11.1 - Obtencéo dos homogenatos de testiculo e epididimo:
Os sobrenadantes dos tegticulos e epididimos dos animais avaiados foram

obtidos de forma seme hante ao descrito no item 3.10.1.

3.11.2. Determinacao da concentracéo de Oxido nitrico

Para que fosse possivel a deteccéo do nitrito nas amostras de tecidos testicular
e epididimério, foi acrescentada (88 ni. do homogenato + 22 . de TCA 50%), &cido
tricloro acético (TCA) a 10% com posterior centrifugacdo a 2500xg por 20 minutos
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para remocdo do precipitado protéico para a redizacdo do teste de Griess. A
concentracdo de nitrito/nitrato foi determinada pela reacéo de Griess, (GREEN et al.,
1982), gpds a reducdo enzimética do nitrato a nitrito com a enzima nitrato redutase
(Sgma N-7265) em solucéo de reducdo. A reducdo do nitrato nas amostras de
homogenatos testiculares e epididimérios foram feitas a 37°C (over night = 18 horas),
com a subsequente deteccdo do nitrito. Para tal, 50mL do sobrenadante foram
adicionados a50 L de reagente de Griess (preparado pela mistura de volumes iguais
de aulfanilamida a 1% em H3;PO,4 a 2,5% e 0,1% de ndftilletilenodiamida em HO),
incubando-se a temperatura ambiente por dez minutos. A absorbancia foi medida com
filtro de 540 nm usando um leitor automatico de micro placas (Biorad 2550 reader eia,
USA). As concentragdes de nitrito foram calculadas por extrapolacéo para uma curva
padréo de NaNO, e os dados expressos em nmoles de nitrito e nitrato. A reagéo fol
redizada em placas de 96 pocos ¢k fundo chato (Nunc-Maxsorp, Rochester, NY,
USA) com cada amostra em duplicata.

3.12. Analise estatistica
Os dados foram apresentados por meio de edtatistica descritiva apontando as

medidas de tendéncia central e de dispersio de variaveis.

Estes dados foram avdiados quanto a sua didribuicdo, e agpresentaram
distribuicdo ndo-normd paraas varidveis estudadas.

As varidveis foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruska-Wallis
para comparagao entre 2 grupos ou 3 0uU mai's grupos respectivamente.

O teste de corrdlacéo de Spearman ou Friedman foi usado para andise de duas
ou trés ou mais variaveis continuas de distribuicéo ndo-normdl.

Utilizouse 0 programa edtatistico Stat View™ para redizacéo das andlises.

Congderaram-se como verdadeiras as diferencas de médias cuja probabilidade

de erro foram menores do que 5% (ZAR, 1984).
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4. RESULTADOS

Os resultados do experimento 1 e 2 foram apresentados a seguir. Desta forma,
0s dados dos animais maturos sexuadmente (grupo A) e pré-puberes (grupo B) foram
colocados agrupados no experimento 1 (comparacéo entre periodos reprodutivos), e
os dados dos animais controle dainsulacdo escrotd (1C), insulados (1) e criptorquidicos
(grupo C) foram agrupados no experimento 2 (estresse térmico).
4.1. Biometria testicular e epididimaria (experimento 1)

A biometria tedicular e epididiméria dos animais do grupo A e B estéo
apresentadas nas Tabelas 3 e 4. Estas mensuragoes tiveram o objetivo de caracterizar
0s dois grupos frente estas varidveis, ndo sendo, portanto, objeto de comparacdo entre

estas.

TABELA 3 — Numero de andises (n), vaores minimos e maximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP), do perimetro escrotal (PE), peso do testiculo e
do epididimo de carneiros da raca Suffolk maturos sexudmente (A) e

pré-puberes (B).
Grupo n Minimo Maximo Mediana Média DP
PE* (cm) A 15 29,00 40,00 3350 3397 243
Pesotesticulo A 30 141,40 304,10 219,05 226,62 45,29
@ B &8 128 1078 4,06 475 235
Peso** B 0,77 541 2,08 239 1,15
epididimo (g)

Obs:* grupo B— ndo avaliado; ** grupo A - indisponivel paraandlise

TABELA 4 —Numero de andlises (n), vaores minimos e maximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) do volume testicular e densidade testicular de
carneiros da raca Suffolk maturos sexuamente (A) e pré-puberes (B).

Grupo n Minimo Maximo Mediana Média DP

Volume A 30 1400 295,0 215,0 219,8 437
testicular

(cm?) B 68 23 12,2 6,0 6,6 23

Densidade A 30 0,999 1,067 1,029 1,031 0015
testicular

g.(cm?* B 68 0,250 1,135 0,716 0,703 0,191




Resultados 49

As caracterigicas médias das Ultimas 6 colhatas de sfmen dos animais do

grupo A, nos dias anteriores a orquiectomia foram apresentadas na tabela 5.

TABELA 5 - Média e desvio padrdo (DP) do volume gaculado, da motilidade, da
concentracéo espermética, e a mediana do vigor em carneiros Suffolk
maturos sexua mente submetidos a um regime de 6 colheitas diérias durante

10 dias.
Volume Motilidade Vigor Concentracdo Concentracdo
(mL) (%) (0-5) (x 10°mL™) Total (x 10%)

média DP média DP mediana  média DP média DP

076 019 7244 515 4 243 0,92 182 0,80

4.2. Par ametrosrelacionados ao modelo de insulacéo escrotal (experimento 2)
As variaveis medidas nos animais durante a insulagéo escrotal foram descritas a
seguir para verificagdo dos resultados desta metodologia empregada em outros
parametros biol 6gicos objeto do estudo do experimento 2.
A temperaturamédia local ambienta no aprisco durante o periodo experimental
foi de 15,5°C, com a minima de 4,7°C e a maxima de 18,6°C (TAB. 6; FIG. 1).
Houve diferenca estatistica entre as temperaturas no aprisco no decorrer da insulagéo

(Friedman; p<0,0001) com aumento significativo desta de 24 até 96 horas.

TABELA 6 — Temperauras ambientais média, minima e méxima, nos diversos
momentos dainsulacéo escrotd.

Momento / Temperatura (°C)

Oh 24h 48h 72h 96h
Média 13,5 12,5 14,6 17,0 19,7
Minima 9,0 4,7 10,7 10,2 10,0

Méxima 13,6 14,0 15,2 18,6 20,1
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FIGURA 1 —Temperaturas ambientais media, minima e maxima, nos diversos momentos
no periodo de insulagdo escrotal.
As médias da temperatura retd ndo diferiram edtatisticamente quando foram

comparados os varios momentos dos grupos controle (IC) e do grupo submetido a
insulagdo excrotd (1) (Mann-Whitney; p>0,40), e também durante os momentos em
cada grupo separadamente (Friedman; p=0,30) (Anexo: TAB. 16) (FIG. 2).

Houve diferenca ggnificativa (Mann-Whitney; p<0,01) entre os grupos com
relacdo as médias de temperatura escrota a partir de 24h até o fina da insulacdo
escrotal (96h) (Anexo: TAB.16 ) (FIG. 2). Observou-se também que para 0 grupo
com a bolsa escrota insulada (1), 0 aumento da temperatura do escroto no decorrer

dos dias foi dgnificativo (Friedman; p<0,001), sendo que ndo ocorreu este efeito para

40 7
37,
g a a
% a —a—retal IC
g 35 a —— retal
QE, —@— escrotal
32 b b b b —o— escrotal
30 T T T T T
Oh 24 48 72 96

o grupo controle (1C).

FIGURA 2 — Médias das temperaturas corporeas (retal e escrotal) de carneiros da ragca
Santa Inés ndo insulados (IC) e insulados (1) nos diversos momentos da
insulagdo  escrotal.  (letras  diferentes  expressam  diferenca
edtatisticamente significativa para 0 momento; Mann-Whitney; p<0,01;
temperatura escrotal)
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N&o foram detectadas ateracbes na biometria testicular (perimetro escrotal,
pesos, volume e densidade) e no peso do epididimo (TABs. 7 e 8) comparativamente
entre os animais insulados e controle.

TABELA 7 — NUmero de andises (n), vaores minimos e maximaos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) do perimetro escrotd (PE), de carneiros daraca
Santa Inés com bolsa escrotd ndo insulada (IC), insulada (1) e

criptorquidicos (C).
Grupo n Minimo Maximo Mediana Média DP
PE inicial IC 6 26,00 31,00 27,50 2783 178
(cm) | 6 25,50 2850 26,75 27,00 1,09
PE final IC 6 25,00 29,70 26,80 27,05 156
(cm) | 6 25,50 28,30 27,40 2718 0,98
Pesotesticulo  IC 12 89,80 196,00 132,95 138,06 35,58
@ | 12 101,40 152,40 126,35 124,90 1721
C 27 7,20 52,32 30,37 26,64 1241
Peso IC 12 20,00 28,00 24,00 24,22 252
epididimo (@) 12 17,10 2950 2185 2,11 387
C 27 325 1223 7,10 6,97 2,36

TABELA 8 — Numero de andises (n), vaores minimos e maximaos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) do volume testicular e densidade teticular de
carneiros da raga Santa Inés com bolsa escrotal ndo insulada (IC) e
insulada (1).

Grupo n Minimo Maximo Mediana Média DP

Volume IC 12 81,0 194,0 1325 1370 359
testicular
() | 12 102,0 1520 1220 1248 169
Densidade IC 12 0,97 1,11 1,00 1,01 0,04
testicular
g.(cm®* | 12 095 1,06 1,00 1,00 0,03
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No momento da retirada das bolsas insuladoras, houve uma diminuico de um
vaor inicid de grau 4 na condséncia do parénquima tedticular, para grau 2
representando uma flacidez moderada em todos os 6 carneiros insulados.

Os resultados dos pardmetros espermaticos de volume, concentragdes
espermética por mL e total, motilidede, vigor, defeitos maiores, menores e totais, as
concentragdes plasméticas de testosterona (Anexo: TABs. 17, 18, 19 e 20) (FIGs. 2,
3, 4 e 5) e aproducdo espermética por grama de testiculo (TAB. 9) dos carneiros do
grupo controle (IC) e submetidos a insulagéo escrotd (1) foram apresentados.

N&o exidiram diferencas sgnificativas entre os grupos com relacéo ao volume
gaculado, o vigor, os defeitos maiores, as concentragbes esperméticas e as
concentragfes plasméticas de testosterona em cada momento em separado (efeito
tratamento - Mann-Whitney; p>0,10), bem como na comparacdo do periodo total
(interacéo tempo X tratamento; Friedman; p>0,10) (Anexo: TABs. 17, 18 e19) (FIGs.
3,4,5€6).

Houve uma reducdo na motilidade esperméica nos animais insulados (1)
gpresentando uma diferenca significativa no momento 96h (Mann-Whitney; p=0,005)
(Anexo: TAB. 17) (FIG. 3).

Os defeitos menores (Mann-Whitney; p=0,02) e totais (Mann-Whitney;
p=0,004) aumentaram no grupo insulado, apresentando uma diferenca estatisticamente
sgnificativa no momento 96h, com predominancia de cabega isolada norma (Anexo:
TAB. 18) (FIG. 4).

TABELA 9 — NUumero de andises (n), valores minimos e méximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) da producdo espermética (Pe) por grama de
testiculo de carneiros da raca Santa Inés com bolsa escrotd néo
insulada (IC) einsulada (1).

Grupo n Minimo Maximo Mediana Média DP

¥

Peg™ IC 2643 39,23 3531 33,86 4,55

testiculo I 12 26,64 39,76 34,27 33,69 4,02
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FIGURA 3 - Medianas do volume gaculado e da motilidade espermética e vigor
espermaticos de carneiros da raga Santa Inés com bolsa escrotal ndo
insulada (1C) e insulada (1) nos diversos momentos da insulagéo escrotal .
(letras diferentes expressam diferenca estatisticamente significativa para
o momento; Mann-Whitney; p=0,005; motilidade espermética)
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FIGURA 4 - Medianas dos defeitos espermaticos de gaculados de carneiros da raca
Santa Inés com bolsa escrotal ndo insulada (IC) e insulada (1) nos
diversos momentos da insulagdo escrotal. (letras diferentes expressam
diferenca edtatisticamente significativa para 0 momento; Mann-Whitney;
p=0,02, defeitos menores; p=0,004, defeitos totais)
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FIGURA 5 - Medianas da concentracdo espermética por mL e total de
carneiros da raga Santa Inés com bolsa escrotal ndo insulada (IC) e
insulada (1) nos diversos momentos da insulagéo escrotal.
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FIGURA 6 - Medianas da concentracéo plasmaética de testosterona de carneiros da raca
Santa Inés com bolsa escrotal ndo insulada (IC) e insulada (1) nos diversos
momentos da insulagéo escrotal.
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4.3. Histologia testicular e da cauda do epididimo (experimentos 1 e 2)

A avdiacdo higologica testicular ndo caracterizou ateragbes marcantes do
ponto de vista morfolGgico em todos os grupos experimentais estudados. No grupo
criptorquida, 0 aspecto histoldgico foi compativel com a condigéo.

4.3.1. Pigmentos melanicos

Andisouse higologicamente 137 tedticulos e 107 caudas de epididimos
oriundos de 77 carneiros. Foram identificadas células com grénulos citoplasméticos de
pigmento negro em meio a cdulas musculares que circundavam o epitélio dos tlbulos e
no tecido conjuntivo entre os tubulos da cauda do epididimo em 38 (55,9%) dos 68
epididimos dos carneiros Suffolk pré-puberes, correspondendo a 23 (60,5%) animais
pré-plberes. Destes 23 animais, 14 tiveram pigmento negro hilaterd; 9 unilateras,
sendo 3 na cauda do epididimo do lado direito e 6 no lado esquerdo (FIG. 7).

Estas cdulas gpresentavam-se freglentemente alongadas, por vezes com
prolongamentos, e ocasionalmente arredondadas. Estes granulos néo se coraram pelas
técnicas de Perls e PAS com diastase, ndo se tratando, portanto de grénulos de
hemossderina ou lipofuscing, respectivamente. Com o emprego da técnica para
remocéo de pigmento de formol, houve perssténcia do pigmento nas células. A seguir,
confirmou se pela técnica de Fontana-Masson tratar-se de pigmento melnico (FIG. 7)
e com 0 uso de &cido oxdico e coloragcdo de HE promoveu-se a descoloracéo do

pigmento anteriormente.

4.3.2. Histoquimica dos mastocitos
Apesar de todos os corantes utilizados para deteccdo de mastocitos imaturos
(azul de dcian e azul de astra) e maturos (safranina e azul detoluiding), ndo foi possivel

demostré-los da maneira descrita pela literatura em sua forma e caracteristicas usuas.
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.

FIGURA 7: microscopia Optica — corte histolégico da cauda do epididimo de carneiro Suffolk pré-
pubere - Coloragdo Fontana-Masson; setas -granulos de melanina; * luz do tubulo epididiméio;
(A 160x; B 320x; C 640x; D 1.280x)
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4.4. Dosagens de testoster ona plasmética e tecidual (experimentos 1 e 2)

Os resultados das concentragdes de testosterona plasmética e do testiculo
foram apresentados a seguir. A taxa de recuperacéo da testosterona tecidual através da
metodologia utilizadafoi de 87,8%.

Existe uma diferenca significativa nas concentracfes de testosterona plasmética
nos animais Suffolk maturos sexuadmente (grupo A) comparados aos pré-puberes
(grupo B) (Mann-Whitney; p<0,0001). Ocorreu um comportamento semelhante na
concentracdo de testosterona tecidua (Mann-Whitney; p=0,012), nas quais 0s animais

maturos sexual mente gpresentaram val ores superiores aos pré-puberes (TAB. 10).

TABELA 10 - NUumero de andises, valores minimos e méximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) das concentragtes de testosterona (T) no plasma
e tecido testicular de carneiros daraga Suffolk maturos sexuamente (A)

e pré-puberes (B).

T Grupo n Minimo Méaximo  Mediana Média DP
Plasma* A 15 1443 946,13 15555 a 281,93 28451
ng.dL . B 25 0,09 99,75 7,75b 1851 23,63
Tecido** A 30 3087,21 88115,27 9212,38a 17656,63 22403,97

ng-g_l B 27 57351 241794,70 3588,63b 29558,69 57312,85

" letras diferentes na mesma coluna expressam diferenca significativa
(Mann-Whitney *p<0,0001:**p=0,012)

N&o houve efeto sgnificativo da insulacéo (grupos IC e 1), tanto sobre as
concentragOes de testosterona plasmética quanto as concentracdes tecidua (Mann-
Whitney; p>0,10) (TAB. 11).

Os animais criptorquidicos (grupo C) diferiram dgnificativamente dos animais
submetidos a insulagdo escrotal (1) e dos ndo insulados (IC) em ambos
comportamentos em que a testosterona foi avdiada (Kruska-Wallis; p<0,0001), sendo
inferior nas concentragdes plasméticas, e superior nas concentragdes teciduais (TAB.
11).
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TABELA 11 — NUmero de andlises, vaores minimaos e maximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) das concentragbes de testosterona (T) no
plasma e tecido testicular de carneiros da raca Santa Inés com bolsa
escrotal ndo insulada (1C) einsulada (1) e criptorquidicos (C).

T Grupo n Minimo  M&imo Mediana Média DP
Plasma IC 6 22,34 604,50 337,67 a 331,97 238,87
ng.dL | 6 112,21 372,27 318,78 a 277,67 9348

C 14 66,34 400,81 147,95hb 170,83 98,75
Tecido IC 12 1721,75 6368,78 404343 a 384411 121043
ng.g'l | 12 1252,25 14667,25 3769,33 a 4218,68 3474,79
C 19 543247 22299480 205278lb  70327,88  81041,24

" letras diferentes na mesma coluna expressam diferenca significativa (Kruskal-Wallis; p<0,0001)

4.5. Concentracdo total de histamina no testiculo e cauda do epididimo

(experimentos 1 e 2)

Os resulltados das concentracOes totais de histamina no testiculo e epididimo

foram apresentados nas Tabelas 12 e 13.

Exigte diferenca sgnificativa nas concentragdes de histamina nos testiculos entre
os animais Sufflok maturos sexualmente (grupo A) comparados aos pré-puberes (grupo
B) (Mann-Whitney; p<0,0001), sendo superiores nos animais pré-puberes em relacéo

aos adultos (TAB. 12).0sanimaisdo grupo A néo tiveram o epididimo avaiado.

TABELA 12 — Numero de andlises, vaores minimos e maximos, medianas, médias e
desvios padrdo (DP) das concentragOes totais de histamina (H) no
testiculo e na cauda do epididimo de carneiros da raca Suffolk
maturos sexua mente (A) e pré-puberes (B).

H (ng.g™)
Grupo Minimo Méximo  Mediana Média DP
Testiculo A 30 108,17 187,50 13964 a 140,52 17,51
B 159,84 425,09 240,61 b 25550 57,23
Epididimo B 334,23 299248 1052,17 115451 563,67

" letras diferentes na mesma coluna expressam diferenca significativa (Mann-Whitney p<0,0001)
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N&o houve diferenca dgnificativa nas concentragtes de higamina na insulacéo
(grupos IC e 1) (Mann-Whitney; p<0,0001) tanto nos tedticulos, quanto nos
epididimos. No entanto, nos carneiros criptorquidicos (grupo C) foram detectadas
concentragBes superiores no tegticulo e epididimo, diferindo dgnificativamente dos
animaisinsulados (1) e normais (IC) (Kruska-Wallis, p<0,001) (TAB. 13).

TABELA 13 — Numero de andises, vaores minimos e maximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) das concentragOes totais de higamina (H) no
testiculo e na cauda do epididimo de carneiros da raca Santa Inés com
bolsa escrotd néo insulada (IC) e insulada (1) e criptorquidicos (C).

H (ng.g™)
Grupo  n Minimo Méximo Mediana Média DP
Testiculo IC 12 127,22 257,05 179,29 182,32 30,26
| 12 151,82 220,69 17521a 177,88 2144
C 27 226,67 770,83 280,700 333,19 138,35
Epididimo IC 12 306,12 1260,13 591,28a 652,61 242,77
| 12 295,35 922,42 510,44a 554,77 206,01
C 27 189394 6027,67 3116,88b 3516,03 1285,71

" letras diferentes na mesma coluna e mesmo 6rgdo expressam uma diferenca significativa

(Kruskal-Wallis; p<0,0001)

Correlacionando-se as concentragbes de histamina do testiculo com as do
epididimo em todos os grupos deste experimento, encontrou-se correlacéo positiva
(Spearman; r=0,56; p<0,001).

Na andlise das concentrages de histamina do testiculo dos carneiros com as
concentragbes de testosterona plasmética, ndo se encontrou uma correacdo
edtatisticamente sgnificativa por grupos individuamente. No entanto, a andise total de
todos os animais (experimento 1 - A, B; expeimento 2- IC, I, C) mostrou uma
correlacdo negativa (Spearman; r=-0,34; p<0,001).
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Considerando-se todos 0s animais, na andise das concentraces de histamina
da cauda do epididimo com as concentragOes de testosterona plasmética, ndo se
encontrou corrdacdo edtaisticamente sgnificativa. Contudo, a andise por grupo
mostrou uma corrdlacdo negativa nos animais pré-puberes (B) (Spearman;r=-0,38;
p=0,006), nos animais submetidos a insulacéo escrotad (1) (Spearman; r=-0,63;
p<0,05) e nos criptorquidicos (C) (Spearman;r=-0,37; p<0,05).

Na andlise das concentragtes de histamina do testiculo com as concentragtes
de testosterona tecidua, ficou demonstrada uma corrdacdo positiva (Spearman,
r=0,60; p=0,01) apenas nos animais criptorquidicos (C).

4.6. Concentracdo de TNF-alfa do testiculo e da cauda do epididimo
(experimento 2)

Os resultados das concentragdes de TNF-a estdo apresentados na Tabela
14.

N&o houve diferenca sgnificativa entre o grupo controle (IC) e o grupo de

carneiros submetidos ainsulacéo escrota (1), tanto nos testiculos, como nos epididimos.

TABELA 14 — NUmero de andises, vaores minimaos e maximos, medianas, médias e
desvios padréo (DP) da concentracéo do fator de necrose tumord dfa
(TNF-a) nos tegticulos e epididimos de carneiros da raca Santa Inés
com bolsa escrotal ndo insulada (IC) e insulada (1).

TNFa (Ugh
Grupo n Minimo  Maximo Mediana Média DP
Testiculo IC 12 0,00 82,00 66,50 61,25 2318
I 1 0,00 214,00 50,00 59,73 60,17
Epididimo IC 12 19,00 96,00 7550 70,42 21,27

I 12 0,00 137,00 49,50 5142 42,46
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4.7. Concentracdo de oOxido nitrico do testiculo e da cauda do epididimo
(experimento 2)

Os resultados das concentractes de NO estéo apresentados na Tabela 15.
N&o houve diferenca significativa nas concentragbes de NO nos testiculos e nos

epididimos dos carneiros submetidos ainsulacdo escrota (1) e controle (IC).

TABELA 15 — NUmero de andlises, vaores minimaos e maximos, medianas, medias e
desvios padréo (DP) da concentracdo de oxido nitrico (NO) nos
testiculos e epididimos de carneiros da raca Santa Inés com bolsa
escrota ndo insulada (IC) einsulada (l).

NO (mmol.g™)
Grupo n Minimo Méximo Mediana Média DP
Testiculo IC 12 452 1545 9,03 9,39 349
I 1 561 34,68 12,17 12,88 8,05
Epididimo IC 12 341 14,02 859 8,79 387
I 12 6,04 27,93 11,09 12,38 6,15

Nos testiculos dos animais com bolsa escrotd insulada (1), foi demonstrada uma
correlacdo positiva entre os niveis de TNF-a e NO (r= 0,68; p=0,03).

Houve uma corrdacdo negativa (Spearman; r= - 0,67; p=0,02) entre a
motilidade espermédtica as 96 horas e a concentracdo total de NO no epididimo dos

animais controle dainsulagcéo escrota (1C).
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5. DISCUSSAO
5.1- Biometria testicular e epididiméria (experimento 1)

A biometria testicular e epididiméaria dos animais sexud mente maturos e pré-
pUberes estavam dentro dos padrdes de normdidade para os dois grupos, com
superioridade em todos 0s aspectos para do grupo maturo sexudmente (Tabdas 3 e
4). As caracterigticas seminais dos carneiros do grupo maturo sexudmente possuiam
padres de normaidade para a espécie ovina e idade dos animais (Tabela 5) (CBRA,
1998).

5.2 Par ametrosrelacionados ao modelo de insulacéo escrotal

Mesmo com as baixas temperaturas ambientais durante o experimento (Tabela
6 e Figura 1), e um menor aumento na temperatura ecrota, foi Sgnificativa a diferenca
da temperatura escrota entre os grupos insulado e controle (Anexo: Tabda 16) (Figura
2). As médias da temperatura ambiental apresentaram ascendéncia durante os dias até
96 horas do inicio da insulacdo. No presente trabalho, os animais submetidos a
insulac@o escrotd, tiveram aumento crescente na temperatura da superficie escrotal de
1,3°C &s 24 horas, 1,5°C as 48 horas, 2,0°C as 72 horas e 2,6°C as 96 horas do inicio
dainsulacéo.

A temperatura corpora média do grupo com os escroto insulado neste
experimento manteve-se dentro dos parametros normais fisioldgicos para araca Santa
Inés (38,8°C) considerando-se a idade, ndo diferindo do grupo controle (38,7°C)
(Anexo: Tabdla 16, Figura 2), efeito semehante também encontrado por Moreira et d.
(2001) a0 utilizar a mesma raca e metodologia, permitindo evidenciar que o estresse
térmico imposto as gbnadas néo teve reflexo sobre atemperaturaretal.

Gabddi (2000) ndo encontrou alteracfes na biometria testicular de touros apds
a insulacdo. Ott (1986) e Entwidtle (1992) congtataram a diminuicéo no perimetro
ecrotal, peso e tamanho tedticular, com degeneracdo provocada por dtas

temperaturas. Em carneiros daraga Santa Inés, Moreira, et . (2001) encontraram uma
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reducdo no perimetro escrotd a partir do oitavo dia apos a insulacéo escrotal. No
presente experimento, néo foram detectadas ateragbes na biometria testicular apds o
insulto térmico (Tabelas 7 e 8), através das avaliagdes do perimetro escrotd (inicid -
Oh; find — 96h), e dos pesos dos teticulos e epididimos no momento da obtencdo dos
mesmos apos abate comparando-se 0s animais com bolsa escrotal insulada e grupo
controle.

Em touros Nelore (GABALDI, 2000) e carneiros Santa Inés (MOREIRA, et
d., 2001) foram relaadas a diminuicdo no grau de condsténcia do parénquima
testicular (1 a 4) congtatada apds a retirada das bolsas insuladoras, semelhante aos
dados do presente experimento, visto que todos os carneiros com bolsa escrota
insulada apresentaram um decréscimo no grau de consisténcia 4, para 2, apds aretirada
das bolsas de insulacéo em relagdo a0 momento Oh. A dminuico da congsténcia
testicular ndo aterou, as 96 horas de insulacéo escrotal, o perimetro escrotal, 0 volume,
0 peso e a densdade teticulares destes animais ab comparar-Se com 0s carneiros do
grupo controle (Tabelas 7 e 8).

A colheita de sémen dé&ia foi necessria visto que todos 0s animais seriam
abatidos ao find da insulacdo. As mudancas encontradas nas caracteristicas seminais
durante a insulagdo escrota, indicaram que houve a eéevacdo na temperatura
epididimaria suficiente para causar dteragdes (Anexo: Tabelas 17, 18, 19) (Figuras 3, 4
e 5). Houve diferenca significativa somente as 96 horas gpds o inicio da insulacéo,
ocorrendo uma reducao na motilidade espermética (Anexo: Tabda 17) (Figura3), eum
aumento nos defeitos menores e totais (Anexo: Tabda 18) (Figura 4) devido ao
aumento dSgnificativo de espermatozdides com cabeca norma  decapitados, néo
ocorrendo aumento de outros tipos de patologias espermédticas. Moreira, et d. (2001)
relatam um decréscimo na motilidade espermética logo na primeira colheita redlizada no
primeiro dia apds a insulacdo de carneiros Santa Inés, evidenciando efeito direto da
temperatura, € mais rpido sobre o epididimo associado a0 aumento estatisticamente

sgnificativo nos defeitos menores e totais. Estes achados corroboram com Barth &
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Oko (1989) e Barth & Bowman (1994) sugerindo que as anormalidades originaram-se
no trangto do epididimo. O efeito da temperatura induzindo mudancas no epididimo
elou espermatozbides presentes neste 6rgdo sdo conflitantes, pois nos estudos
redizados por Wildeus & Entwistle (1983) Bath & Bowman (1994) e Fonseca &

Chow (1995) ocorreram aumento de anomadias espermdticas  secundarias,
particularmente espermatozdides decapitados e defeitos de cauda, logo apds a
insulacdo escrotal. Contudo, Austin et d. (1961), Ross & Entwistle (1979) e Babu Rao
& Rao (1990) encontraram patologias no gaculado apds duas semanas do insulto
térmico. A intensdade dainjuria e fatores diversos como os ambientais podem justificar
as diferencas, pois quanto naior e mais prolongado o insulto térmico, mais intenso
serdo as ateraghes do quadro espermético a ser observado.

No presente estudo, ndo houve ateracdo nas concentragtes esperméticas por
mL etotal a0 comparar os grupos de carneiros controle e insulado (Anexo: Tabela 19)
(Figura 5). Levando-se em conta 0 tempo necessario para o transporte esperméatico
pelo epididimo, ndo houve tempo para que dteracdes na espermatogénese refletissem
nas cdlulas do gaculado. Também ndo deve ter ocorrido nos carneiros estudados neste
experimento um aumento da fagocitose no epididimo, pois em dguns rdaos, a
diminuicdo da concentracdo espermética pode ser resultado da diminuicéo da reserva
no epididimo, pelo aumento na reabsorcdo dos espermatozoides anormais atraveés de
uma fagocitose sdetiva Wildeus & Entwistle (1986), encontraram mudancas
quantitativas na reserva espermética epididimal e na cauda do epididimo, ateractes
quditativas na morfologia dos espermatozdides, sugerindo que o caor testicular teve
efeito adverso na estocagem, havendo reabsorcao dos espermatozoides defeituosos.

A queda da concentracdo espermédtica foi causada pela perda da linhagem
espermatogénica, principa mente os espermatécitos e espermétides, sendo as células do
epitdio seminifero mais sensiveis aos efeitos do caor (BARTH & BOWMAN,1994).
No presente experimento, a medida da producdo espermética por grama de testiculo
(Pe) néo diferiu significativamente nos animais insulados (Tabda 9). O uso desta técnica
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deu-se com a intencéo de aferir dteracdo slbita na producéo espermética, que poderia
ser detectada in situ no momento posterior ainsulacéo.

No presente experimento, ndo houve diferenca sgnificativa da insulagdo dos
carneiros tanto na concentragdo plasmética, quanto de testosterona testicular, mesmo
corrdlacionando-se a0 fator tratamento tempo (Anexo: Tabela 20) (Figura 6).
Diferentemente de Gabaldi (2000) que em touros Nelore com bolsa escrotal insulada,
ocorreu queda na concentracdo plasmética de testosterona em 48, 72 e 96 horas apos
0inicio do insulto térmico.

MINTON et al. (1981) submetendo touros a temperatura ambiente de 34°C
por 15 dias, observaram que a concentracéo plasmética de testosterona ndo se alterou
no sexto dia do estresse térmico, tendo apenas uma pequena queda apos o 15° dia
Apesar das condigbes experimentais diferentes, Gomes et d. (1971), submetendo
carneiros mesticos a temperatura de 32°C por um periodo de 14 dias, verificaram in
vitro uma diminuicdo sgnificativa de aproximadamente 4 vezes no nivel de testosterona
em relacdo ao controle. Devido a metodologia empregada no presente experimento,
com abate dos animais apds a insulagdo, ndo seria possivel prever se concentracéo
plasmética ou tecidud de testosterona decairia no decorrer dos dias apos a insulagdo
conforme relatados por Gomes et a. (1971) e Minton et a. (1981).

No presente estudo, os egaculados revelaram que alguns parametros
androlégicos (consigténcia teticular, motilidade e defeitos esperméticos menores)
indicaram a eficacia do modelo de insulac@o escrotal nas condicles redizadas. N&o foi
objetivo do trabalho acompanhar diminuico da quaidade e retorno a normalidade do

quadro espermético dos carneiros avaliados.

5.3. Higtologia testicular e da cauda do epididimo
A avdiacdo higologica testicular ndo caracterizou ateracbes marcantes do
ponto de visa morfolégico (LADDS, 1985; BANKS, 1992). Néo foi possivel

observar dteraches degenerativas caracterigticas no epitdio seminifero €/ou intersticio
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tals como vacuolizacdo intra-citoplasmética, diminuicdo do tamanho dos tdbulos ou
acentuada variacdo na edtratificacéo de camadas, descamac@o das células germinativas,
presenca de cdulas gigantes intratubulares, gerdmente formadas a partir da excessva
descamacdo do epitélio tubular, e picnose de espermatécitos. Algumas ateragtes
degenerativas que predominam no intergticio, tais como fibrose, minerdizacéo
peritubular ou mesmo tubular, hiperplasia cdular interdticid e aividade inflamatdria
(leve, marcante ou severa) também ndo foram observadas de modo acaracterizar a
preservacdo do parénquima testicular nos grupos de animais maturos sexud mente, pré-
puberes, com bolsa escrotal insulada e ndo insulada.
No grupo criptorquida, 0 aspecto histolgico gpresentou atrofia acentuada de
tUbulos seminiferos, concregBes intratubulares e graus variaveis de hidinizacdo tubular e
vascular, compativeis com a condicdo, também descrita por Ladds (1985).
Wildeus & Entwigtle (1983), Wildeus & Entwistle (1986) e Fonseca & Chow
(1995) encontraram dteragbes histolOgicas causadas pelo processo de insulacéo
escrotal. A degenerac@o tedticular dterou as cdulas da linhagem espermatogénica,
ocorrendo picnoses nucleares e perdas na meiose, levando ao aumento do nimero de
espermétides prematuras no [imen gpos o estresse térmico (RAO & BANE, 1985;
ENTWISTLE; 1992). Entretanto, os carneiros submetidos a insulacdo escrota neste
experimento, ndo apresentaram dterago inflamatdria, ou de outra natureza tanto no
testiculo, quanto na cauda do epididimo. Mucciolo et d. (1974) avdiaram
histologicamente carneiros insulados por 4 dias, encontrando a maioria dos tubulos
seminiferos com linhagem espermatogénica, cdulas de Sertali e Leydig perfeitamente
integras do ponto de vista morfol égico, sendo que gpenas aguns tlbulos apresentavam
epitéio germinativo incompleto, com cdulas gigantes ou desprovidas de nicdeo na luz
do tdbulo seminifero. Pode-se supor que as diferencas entre os varios experimentos
sgam devido as diferencas no tempo de insulacdo escrotd e nas temperaturas
alcancadas no escroto dos animais insulados, 0 que explicaria os diferentes graus de

lesdo do ponto de vigta histol 6gico.
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5.3.1. Figmentos melanicos

Blom e Christensen (1956) reportaram a melanose no epididimo de touros. A
incidéncia da pigmentagcéo foi maior em bezerros da raca Red Danish comparadas a
bezerros da raca Jersey, e aparentemente decresceu com aidade. Ladds et d. (1973)
encontraram uma incidéncia de 21 animais em 550 touros abatidos na Audrdia. A
pigmentacéo era unilaterd em 17 animais e bilaterd em 4 touros, envolvendo o corpo
do epididimo em 13 touros, a cauda em 7 animais, e a cabeca em 1 destes touros. Nos
caneiros Suffolk pré-plberes do presente experimento, foi encontrada uma dta
freqUiéncia (55,9%) desta pigmentacdo na cauda do epididimo (Figura 7), o que
correspondeu a 60,5% dos animais pré-puberes.

O significado biol6gico destes achados ainda ndo esta claro. Por hipGtese, pode
edar relacionado a0 periodo do desenvolvimento reprodutivo, semehante ao
observado em aves onde no periodo pos-reprodutivo, 0 pigmento de melanina e
lipidios caem para niveis proximos do zero. No retorno da fase reprodutiva, a
quantidade de pigmento de melaning, lipidios e colesterol no tecido eevamse
rgpidamente atingindo novamente os valores inicias da fase de reproducéo (HORE et
a., 1994)

A incidéncia da pigmentacdo aparentemente decresceu com 0 avango daidade
em bovinos (BLOM & CHRISTENSEN, 1956), o que também pode ser sugerido pela
ausincia de meanose na cauda do epididimo em animais mauros sexudmente,

observada ao andisar- se no estudo com os carneiros do presente experimento.

5.3.2. Histoquimica dos mastocitos

Utilizaramse varios corantes e protocolos para deteccdo de mastocitos,
contudo, ndo foi possive identifichklos. Pode ser parte desta explicagdo, uma
desestruturacéo destas células por dguma interferéncia desde 0 momento da colheita
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dos testiculos e epididimos até o seu processamento fina nas técnicas de preparo das
laminas para andise histol 6gica com perda das proteoglicanas.

Com 0 uso das técnicas empregadas neste experimento, néo foi possivel
determinar a razéo e 0 momento exato no qual dgum mecanismo tenha prgjudicado a
coloracéo para andlise desta proteoglicana nos mastdcitos nas amostras destes animais.
As dteragbes na composicao quimica dos granulos citoplasméticos dos mastocitos em
diferentes espécies (DVORAK, 1989) pode ser um dos motivos da negetiva dos
resultados morfoldgicos. Deta forma, estudos para andise morfoldgica especifica
dessas células em ovinos devem ser mantidos para que se tenha um entendimento da
resposta biologica no sistema reprodutor masculino desses animais. No entanto, a
dosagem de histamina, que serd apresentada a frente, assegura a presenca do
meastocito, ficando as andises posteriores relacionadas somente a concentragdo deste

mediador biolégico presente nestas cdulas.

5.4. Concentracdes de testoster ona e histamina

As dosagens de testosterona plasmética e tecidua tiveram por objetivo principd
neste experimento permitir o estabelecimento de correlacdo com nvels teciduas de
hislamina no teticulo e na cauda do epididimo.

Ao comparamos os animais Suffolk dos grupos pré-puberes e maturos
sxudmente, avaiou-se dois momentos reprodutivos distintos. Houve uma maior
concentrac@o de testosterona plasmética e testicular nos animais maturos sexua mente
comparada aos pré-puberes (Tabela 10). Entretanto, pode-se observar uma grande
vaiacdo na concentracdo de testosterona testicular nos animais pré-puberes. A
dispersdo destes dados pode estar relacionada as mudangas no padréo de secrecéo de
testosterona do periodo pré-plbere, uma vez que a higtologia testicular permitiu inseri-
los na categoria de carneiros pré-puberes. Odell at a. (1990) comentam que na
transcdo do periodo juvenil em ratos, exise um aumento na @pacidade de resposta
dos testiculos as gonadotrofinas, causados pela diminuicdo de fatores inibidores e pelo
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aumento do nimero de receptores intratesticulares de LH. Por hipotese, aguns
carneiros pré-puberes poderiam estar num momento mais avancado, num inicio de
trans céo hormonal para a puberdade, ainda ndo detectada histologicamente.

Sendo a histamina um dos principais mediadores bioldgicos sintetizados pelos
magtdcitos e sendo 0s mastdcitos a principal fonte de histamina nos tecidos, existe uma
correlacéo edreita entre o nimero de mastécitos e a concentracdo de histamina nos
tecidos. Em ratos, mastdcitos peritoniais contém 10 a 30 pg de histamina por cdula,
enquanto mastocitos de mucosa costumam conter 1 a 3 pg por céula. Mastécitos
intrgoulmonares e de tecidos linfides em humanaos possuem gproximadamente 3 a 8 pg
de hisamina por cdlula (METCALFE et d., 1997). Deste modo, a concentracéo de
histamina pode ser usada como um indice da densdade de mastocitos (PADILLA et
al., 1990; LIMA, 1999). Tendo em vista a impossibilidade das contagens fidedignas
dos mastécitos, este critério foi usado nas andises deste experimento.

A concentracéo de histamina no tegticulo foi inferior comparativamente a da
cauda do epididimo individuamente por grupo (Tabeas 12 e 13). O epididimo
apresentou vaor superior ao testiculo, com fator de diferenca aproximado de 4,3 vezes
para os animais Suffolk pré-pulberes, 3,3 vezes para 0s animais Santa Inés controle,
29 para os submetidos a insulacdo escrotal, e 11 vezes para os Santa Inés
criptorquidicos. Levando-se em consideracdo a localizacdo de mastocitos no tecido
conjuntivo (THARP et a., 1987), a maior concentragdo de histamina nos epididimos
pode estar relacionada a maior quantidade de tecido conjuntivo neste tecido, en
relacéo ao tedticulo, semelhantemente a Nistal et d. (1984) que encontraram maior
quantidade de mastdcitos no epididimo, comparado ao testiculo.

Correlacionando-se as concentragBes de histamina do testiculo com as do
epididimo em todos os grupos deste experimento, encontrou-se correlacdo positiva, ou
sga, 0 aumento da concentragdo teticular também coincide com o aumento na
concentracdo de histamina na cauda do epididimo. Nistd et a. (1984) encontraram

uma correlacio forte entre o nimero de mastocitos no testiculo e no epididimo,
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sugerindo uma evolucéo paraea do tecido conjuntivo dos dois tecidos.

Nos animais pré-puberes exise uma maior concentracdo de histamina no
testiculo comparados aos carneiros maturos sexuamente (Tabela 12), confirmando os
dados obtidos através das contagens de mastocitos (NISTAL et d., 1984; SHIRAMA
et d.,1988) e concentracdo de histamina (LIMA, 1999) em diferentes idades ou
estagios reprodutivos. Zieher et a. (1971) observaram em hamsters uma consideravel
diminuicdo da concentracdo de histamina intratesticular com o aumento da idade, com
méximas concentragBes no periodo neonato e concentragdes minimas na vida adulta

Lima (1999) verificou no interdticio testicular de ratos que 0s primeros
mastocitos identificavels aparecem aos 17 a 20 dias de idade, como cdulas imaturas
com capacidade proliferativa. A densdade de mastécitos aumentou aos 45 dias de
idade, apresentando uma leve redugdo aos noventa dias de idade. O aumento do
nimero de mastdcitos no inicio da puberdade, bem como a sua reducéo apds a vida
adulta também ja foram observados no testiculo e no epididimo em humanos (NISTAL
et d., 1984), de forma semehante aos resultados dos carneiros deste experimento
quando se utiliza do critério da andise pela concentracdo de histamina.

Rodrigues et d. (2001)", utilizando-se da mesma metodologia deste trabaho,
encontrou concentragdes de histamina testicular, em dois carneiros senis, 10 vezes
Superiores aos animais maturos sexuamente, com bolsa escrotad insulada e néo
insulada, e 5 vezes comparados aos pré-puberes e criptorquidicos. Na concentragdo
de hisgamina na cauda do epididimo, encontrou-se superioridade aproximada em 1,5
vezes comparados aos pré-puberes, 3 vezes aos com bolsa escrotal insulada e ndo
insulada, e a metade da concentracdo comparados aos criptorquidicos, sugerindo que
ocorre novo aumento de histamina na senilidade, possvelmente relacionado ao quadro
degenerativo observados nestes animais senis. Nistd et d. (1997) também relataram
uma tendéncia dos mestcitos aumentarem na cauda do epididimo em homens acimade

50 anos de idade.

" RODRIGUES, A.L.R. et d. (2001) FMVZ — UNESP - Botucatu — dados n&o publicados
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Exise a tendéncia da populacdo de madtOcitos aumentar durante o
desenvolvimento sexuad e diminuir gods a vida adulta ou durante a senescéncia, em
diversos tecidos. Contudo, & causas dessas variagies ainda séo desconhecidas. A
inter-relacéo entre o nlmero de mastécitos e o perfil hormond tem sido freqlientemente
citada na literatura. E possivel que a testosterona influencie a populacio de mastdcitos
em concentracOes fisoldgicas, ndo gpenas em determinadas Situagoes experimentals, o
gue judtificaria a variacdo do niUmero de mastécitos em diversos tecidos, umavez que o
perfil de secregéo da testosterona varia Sgnificativamente durante o desenvolvimento. A
variacdo do nimero de mastécitos nos 6rgaos, assim como a variacdo da concentracao
de hisamina, podem resultar da interaco entre fatores estimuladores e inibidores,
incluindo os horménios hipofisarios e gonadais (LIMA, 1999).

Na andise das concentragBes de histamina do testiculo dos carneiros do grupo
pré-pubere e maturo sexudmente frente as concentragdes de testosterona plasmética,
néo e encontrou corrdacéo edtatisticamente significativa por grupos  individua mente.
No entanto, a0 considerar 0 conjunto todos os animais (=77), existiu correlacéo
negativa e dgnificativa Este comportamento também foi encontrado em véaios
trabahos, nos quas relaaran uma corrdacd negativa entre a concentracéo de
histamina (LIMA, 1999) ou densidade de mastdcitos no tecido testicular e epididiméario
com a concentracdo de testosterona no plasma sangtiineo (GAYTAN et d., 1990;
WANG et al., 1994).

Ao andisx-se, individuadmente ou todos os grupos conjuntamente, as
concentracbes de histamina do testiculo dos carneiros com as concentragbes de
testosterona tecidua, Nnéo se encontrou corrdagao estatisticamente sgnificativa

Ao confrontar as concentragbes de hisamina da cauda do epididimo
(indisponive no grupo maturo sexuamente) com as concentragdes de testosterona
plasmética, observoutse corrdacdo negativa nos animas pré-puberes, nos

criptorquidicos e nos animais insulados, obtendo-se uma maior intensdade nestes
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ultimos, indicativo de que o aumento da testosterona plasmética esteve correlacionada a
diminuicdo de histamina na cauda do epididimo.

A concentragéo de histamina ndo diferiu entre os grupos com bolsa escrota
insulada e controle (Tabela 13). Uma possivel diferenca na concentracéo de histamina
poderia estar acontecendo em um momento distinto de 96 horas, somente percebida ao
utilizar-se de estudo de cinética da presenca de histamina nos diversos momentos. Por
outro lado, € possivel que no modelo agudo de insulacdo escrotal, os mastécitos ndo
tomem parte de modo marcante, como acontece em alteragOes cronicas de fertilidade
relatadas (AGARWAL et d., 1987, NAGAI et d., 1992; JEZEK et d., 1999;
MEINEKE et a., 2000; YAMANAKA et a., 2000; APA et d., 2002). Neste
aspecto, no presente experimento, os criptorquidicos, considerados modelos crénicos e
estavels de degeneraco testicular, gpresentaram diferenca significativa em relacéo a
ambos os grupos controle e sob insulacéo escrotal, apresentando nivels superiores de
concentracdo de hisamina tanto nos testiculos quanto na cauda do epididimo (Tabela
13), indicando umamaior densidade de mastdcitos.

No presente experimento, ndo houve diferenca sgnificativa na insulagéo dos
carneiros tanto na concentracdo plasmatica, quanto de testosterona testicular, mesmo
corrdlacionando-se ao fator tratamento tempo. No entanto, nos criptorquidicos, as
concentragBes de testosterona foram inferiores para a plasmética e superior atecidua
testicular comparadas aos grupos submetido a insulacdo e n&o insulado.(Tabda 11).
WU & MURONO (1994), utilizando-se de um mode o de criptorquidismo para ratos,
descreveram um fator mitogénico produzido pelas cdulas de Sertoli que causou nas
cdulas de Leydig diferencas morfoldgicas, aumento no nimero de cdulas e indice
mitético, e diminuicdo da producdo de testosterona, e de receptores de LH/hCG. In
vitro, em co-culturas de células de Sertoli e Leydig, 0 aumento em 4C levou ao
aumento da resposta das cdlulas de Leydig ao fator mitogénico secretado pelas cdulas
de Sertali, 0 que causou mudancas na proliferacdo e diferenciaco das células de

Leydig, diminuindo a producéo de testosterona e os nivels de receptores de LH nestas



Discussdo 74

células. Estas observagtes in vitro sugerem que este fator explicaria as mudancas que
ocorreram no criptorquidismo experimenta in vivo (WU & MURONO, 1996). Estes
estudos poderiam  explicar a menor concentracdo plasmdica dos animais
criptorquidicos; todavia, para as teciduais, pode-se supor que devido a uma maior
densidade de células de Leydig no tecido comparado ao individuo n&o criptorquida,
vigo que néo exisiam cdulas germinativas nestes animais, a quantidade destas células
por gramade tecido seriamaior (Tabela1l).

Na comparagdo das concentragbes de hisamina do testiculo com as
concentragbes de testosterona tecidua ficou evidenciada uma corrdlacdo postiva
gpenas nos animais criptorquidicos, ndo sendo constatada qualquer correlacdo nos
grupos controle e com bolsa escrota insulada. Numa condicao também patoldgica em
hamsters, relatada por Mayerhofer et d. (1989), na qua a hisamina estimulou a
producéo de testosterona de maneira dose-dependente somente em incubagoes de
testiculos atrofiados, porém este efeito estimulador ndo se manifestou sobre testiculos
de animais normais gonada mente &tivos.

Diferencas entre os dados deste experimento com a literatura podem ser
devido a diferencas na espécie e idade dos animais utilizados, visto que os mastocitos
goresentam  diferentes  caracteriticas  higtoldgicas, bioquimicas e funcionais,
dependendo da espécie e do tecido estudado (BARRET et d., 1984; BEFUS et 4.,
1985; HEAVEY et d., 1988, BARRET & PEARCE, 1993, LIMA, 1999). A
heterogeneidade funciona desta célulaimplica em variagBes entre as subpopulactes na
suscetibilidade aos fatores moduladores da atividade celular (BARRET & PEARCE,
1993; KITAMURA et a., 1993). Pode-se supor que populactes de mastécitos de
espécies diferentes ou de diferentes tecidos na mesma espécie respondam de modo
diferente frente a0 mesmo estimulo, em razdo da heterogeneidade dos mastocitos
relatada por véarios autores, sendo portanto necessério a continuidade de estudos sobre

edetema
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5.5. Concentracdes de TNF-alfa e éxido nitrico (NO)

Egtd bem estabelecido que a funcéo testicular envolve a integracdo celular de
diferentes estimulos, com participac@ de horménios, vitaminas, fatores de crescimento
secretados localmente ou citocinas, moléculas de adesio cdula-célula entre outros
(SKINNER, 1991; BENAHMED, 1996).

No presente experimento néo foi caracterizada a origem celular do TNF-a e
do NO, entretanto, sabe-se que estas substéncias desempenham um importante papel
nes fungbes das cdulas de Sertoli, Leydig e cdulas germindivas, influenciando a
espermatogénese (DE et al.,1993; HALES e a.1999; BENAHMED, 1996;
SIGILLO et d.,1999; HOEBEN et d., 1996 FUJSAWA, 2000;).

Um ténue aumento do TNF-a no tegticulo inflamado e umarelacdo entre NO e
infertilidade em machos causada pea inflanagdo  também foi  descrita
(WISZNIEWSKA, 1997). Nas concentragbes de TNF-a e NO, os resultados do
presente experimento ndo gpontam para diferencas significativas entre os grupos com
bolsa escrotd insulada e controle (Tabelas 14 e 15), coerentes com as andises
histopatoldgicas, cujos resultados ndo revelaram qualquer dterac@o inflamatoria nos
animais dos dois grupos. Estes achados tanto nos testiculos quanto nos epididimos,
foram semdhantes a Gerdprasert et d. (2001).

Nas condiches experimentais empregadas, néo foi possivel evidenciar-se que a
insulagdo tenha promovido qualquer efeito inflamatorio nos testiculos e epididimos
através das andlises comparativas das concentragdes de TNF-a e NO

Os valores expressos nas Tabelas 14 e 15 s80 proximos numericamente ao
testiculo e epididimo, contudo, Burnett et a. (1995) relataram que em ratos, a atividade
de NOS detectada no testiculo é sete vezes maior que a encontrada no epididimo.

Levando-se em consideracdo que 0 maior estoque esperméatico encontra-se na
cauda do epididimo (AMANN, 1981), houve correlacéo negativa entre a motilidade
espermética as 96 horas e a concentracdo total de NO na cauda do epididimo dos
animais controle da insulagdo, dados semelhantes a Zini et d (1995) que relataram que
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o0 NO poderia reduzir a motilidade espermética. No entanto, Revdli e d., (2001)
afirmaram que a concentracdo de nitrito no plasma semind de homens néo teve
correlagdo com a motilidade espermética.

OBryan & d. (2000) identificaram uma funcdo regulatéria de iINOS no
testiculo normal, dém de sugerir que INOS mediaria danos na inflamacéo do testiculo,
gpesar dos mecanismos e da importancia deste fato ainda néo estarem bem definidos,
sendo necessario mais estudos. O TNF-a é uma citocina estimuladora da iNOS, que
levam & producéo de NO (XIE et a., 1992; TAKEICHI et d., 1998). Nos testiculos
dos animais com bolsa escrotd insulada, foi encontrada uma correlacéo postiva entre
os nivels de TNF-a e NO, sugerindo uma papel importante destes mediadores nos

testicul os submetidos a condicéo de estresse térmico pelo caor.
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6. CONCLUSOES:

Conclusdes especificas:

as técnicas histol 6gicas empregadas ndo foram capazes de identificar os mastocitos

do testiculo e cauda do epididimo;

houve inter-relacdo da melanose no tecido epididimério com periodo reprodutivo
pré-puberdade;

houve correlacéo postiva entre as concentragdes de histamina testicular e da cauda

do epididimo, sendo observado nesta, maiores concentracoes,

na maturidade sexua, existem menores concentraces de histamina no testiculo e
na cauda epididimo comparativamente a condicdo pré-pubere, ndo ocorrendo
correlacdo das concentragBes de histamina com as de testosterona plasmatica e

tecidud testicular;

para 0 modelo estresse térmico, as concentragdes de histamina no testiculo e na
cauda do epididimo ndo foraminfluenciadas pelainsulacdo escrotal, porém o foram

pelo criptorquidismo;
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a0 consderar-se todos 0s animais estudados, houve correlacdo negativa entre as

concentracdes de histamina no testiculo e a da testosterona plasmética;

a concentragdo histamina na cauda do epididimo teve uma correlacdo negativa com
a concentracao plasmética de testosterona nos animais pré-puberes, sob insulacéo

escrotd e criptorquidicos;

no criptorquidismo, a concentracéo de hisamina no testiculo foi correlacionada
positivamente com a da testosterona tecidual teticular, sendo que nos grupos
maduro sexuamente, pré-puberes, submetido a insulacdo escrotal e seu controle,

nenhuma correacéo existiu;

a insulagdo escrotal ndo influenciou as concentragdes totais de fator de recrose

tumora-afa e dxido nitrico nos testiculos e na cauda do epididimo;

nos tegticulos dos animais insulados, a concentracdo do fator de necrose tumord-

dfateve corrdlacdo positiva com a de xido nitrico;

nos carneiros adultos, a concentragdo de Oxido nitrico na cauda do epididimo foi

correlacionada negativamente a motilidade espermética
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Concluséo geral:

Pelo fato da concentrac@o de histamina refletir a populagdo de mastdcitos no tecido, e
diversas técnicas de coloracdo histoquimica especificas terem sido empregadas sem
caracterizacéo destas cdulas, assumiu-Sse que 0s madtocitos efetivamente estavam
presentes nos tecidos estudados. As concentragdes de histamina no testiculo e na cauda
do epididimo foram dependentes da condicéo reprodutiva, sendo superiores na pré-
puberdade. Para 0 modelo estresse térmico, as concentragdes de histamina no testiculo
e na cauda do epididimo foram maiores no criptorquidismo, ndo sofrendo influéncia da
insulacdo escrotal. Ao considerar todos os animais estudados, houve uma correlacéo
negativa entre a concentracdo de testosterona plasmética com as de histamina no
teticulo, entretanto, ndo se condatou individuamente em cada grupo experimentd,
indicando que adém da testosterona, outros fatores podem estar influenciando a
concentracdo de histamina no testiculo; e no epididimo, esta corrdlacdo ocorreu
individuamente nos grupos estudados. O modelo de insulagéo 96 horas foi suficiente
para causar dteragbes androlOgicas na consgténcia testicular, nos parametros
matilidade e defeitos espermaticos menores, porém, néo evidenciou se a higamina,
testosterona plasmética e tecidud, fator de necrose tumora-afa e Gxido nitrico estéo

intimamente envolvidos no mecanismo de resposta ao estimulo térmico agressor.
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TABELA 16 — Vdores minimos e maximos, medianas, médias e desvios padréo (DP)
das temperaturas corporeas (retal e escrotal) de carneiros da raca
Santa Inés com bolsa escrotal ndo insulada (IC) e insulada (1)

Temperatura Momento  Grupo*  Minimo Méximo  Mediana Média DP
9]
Retal Oh IC 38,70 40,20 39,05 39,23 054
| 38,70 39,80 39,15 39,20 0,36
24h IC 38,40 3950 38,70 38,80 0,39
| 38,30 39,40 39,15 38,98 041
48h IC 38,30 39,80 38,90 38,95 050
| 38,50 39,40 39,00 38,92 0,33
72h IC 3840 39,80 38,60 38,85 0,55
| 38,10 39,00 38,90 38,77 0,33
96h IC 38,00 40,30 38,50 38,70 084
| 37,90 39,10 38,35 38,37 041
Escrotal Oh IC 34,00 35,00 34,45 34,45 041
| 33,00 34,00 3350 3342 0,38
24h IC 33,10 34,10 3335a 3347 0,35
| 34,00 3520 34,60b 34,65 0,40
48h IC 32,80 34,30 3360a 3357 0,50
| 34,60 35,80 3505b 35,17 0,45
72h IC 32,70 34,40 339%5a 33,77 0,65
| 35,40 36,20 35900b 35,87 0,27
96h IC 33,30 3550 3365a 34,00 0,83
| 35,60 36,70 36,20b 36,17 0,39
* n = 6/grupo

" letras diferentes na mesma coluna expressam diferenca significativa para 0 momento;
(Mann-Whitney; p<0,01; temperatura escrotal)
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TABELA 17 — Valores minimos e maximos, medianas, médias e desvios padrdes (DP),
do volume, matilidade e vigor espermético do gjaculado de carneiros da
raca Santa Inés com bolsa escrotal ndo insulada (1C) einsulada (1).

Par ametro Momento  Grupo*  Minimo Méaximo Mediana’ Média DP
Volume Oh IC 0,80 1,10 0,95 0,93 0,12
(mL) | 0,50 1,10 0,90 0,88 0,22
24h IC 0,60 1,00 0,85 0,85 0,15
| 0,70 1,60 0,90 0,98 0,34
48h IC 0,70 1,00 0,85 0,87 0,12
| 0,60 1,10 0,70 0,75 0,18
72h IC 0,70 1,00 0,75 0,80 0,13
| 0,50 1,50 0,80 0,93 0,46
96h IC 0,50 1,00 0,75 0,75 0,23
| 0,50 1,70 0,95 1,00 0,48
Motilidade Oh IC 80,00 90,00 80,00 83,33 5,16
(%) | 80,00 90,00 85,00 85,00 5,48
24h IC 70,00 90,00 75,00 76,67 8,17
| 80,00 90,00 85,00 85,00 5,48
48h IC 80,00 90,00 85,00 85,00 5,48
| 70,00 90,00 90,00 86,67 8,17
72h IC 70,00 90,00 80,00 81,67 7,53
| 60,00 90,00 80,00 76,67 13,66
96h IC 70,00 90,00 80,00 a 81,67 7,52
| 50,00 70,00 60,00 b 60,00 8,94
Vigor Oh IC 4,0 50 4,0 4,2 04
(0-5) | 40 40 4,0 40 0,0
24h IC 30 5,0 4,0 38 08
| 30 4,0 4,0 38 0,4
48h IC 30 5,0 4,0 40 0,6
| 30 5,0 45 43 08
72h IC 30 40 30 33 05
| 20 5,0 4,0 38 1,0
96h IC 30 4,0 4,0 38 0,4

| 30 4,0 3.0 33 05
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* n=6/grupo
" letras diferentes na mesma coluna expressam diferencga significativa parao momento;
(Mann-Whitney; p=0,005; motilidade espermética)
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TABELA 18 — Vaores minimos e maximos, medianas, médias e desvios padrées (DP), da
porcentagem de defeitos espermaticos do gjaculado de carneiros da ragca Santa
Inés com bolsa escrotal ndo insulada (IC) einsulada(l).

% Defeitos ~ Momento  Grupo* Minimo Méximo Mediana Média DP

Maiores Oh IC 3,00 13,00 6,00 6,67 3,39
| 5,00 8,00 6,50 6,33 121

24h IC 4,00 15,00 6,00 7,33 4,18

| 4,00 6,00 4,50 4,83 0,98

48h IC 4,00 9,00 6,00 6,50 1,76

| 2,00 19,00 6,50 7,83 6,24

72h IC 3,00 12,00 8,50 8,17 343

| 2,00 19,00 7,50 9,83 7,57

96h IC 6,00 16,00 8,00 9,33 3,93

| 3,00 32,00 15,50 16,50 10,67

Menores Oh IC 0,00 10,00 2,50 3,33 3,67
| 0,00 7,00 0,50 1,83 2,79

24h IC 0,00 9,00 3,00 3,33 3,45

| 0,00 13,00 2,50 3,50 4,85

48h IC 1,00 6,00 2,50 2,83 2,83

| 0,00 10,00 3,50 4,33 4,33

72h IC 2,00 7,00 4,00 4,17 417

| 1,00 16,00 7,00 8,00 8,00

96h IC 2,00 6,00 3,00 a 3,50 3,50

| 3,00 39,00 11,00 b 14,83 14,83

Totais Oh IC 5,00 16,00 9,00 10,00 4,24
| 5,00 15,00 7,00 8,17 349

24h IC 4,00 15,00 11,00 10,67 3,72

| 6,00 17,00 7,00 8,33 4,27

48h IC 7,00 15,00 8,00 9,33 3,14

| 6,00 19,00 11,50 12,17 4,71

72h IC 7,00 18,00 11,50 12,33 4,63

| 8,00 35,00 13,50 17,83 11,16

96h IC 9,00 22,00 1150a 12,83 4,88

| 22,00 42,00 31,00 b 31,33 7,29

* n=6/grupo
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" letras dif erentes na mesma coluna expressam diferenca significativa para o momento;
(Mann-Whitney; p=0,02, defeitos menores; p=0,004, defeitos totais)
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TABELA 19 — Vdores minimos e maximos, medianas, médias e desvios padrdes
(DP), da concentracdo espermética do gaculado de carneiros da raca
Santa Inés com bolsa escrotal ndo insulada (1C) einsulada (1)

Concentragdo Momento  Grupo* Minimo Mé&imo Mediana Média DP
Sptz totais Oh IC 042 1,87 113 113 0,61
(x 10 | 047 150 127 1,10 042
24h IC 0,38 2,85 223 183 1,02
| 0,25 4,85 1,39 1,73 171
48h IC 0,48 391 185 197 197
I 0,21 195 0,77 093 093
72h IC 0,16 2,34 1,02 1,08 1,08
| 0,22 318 1,75 1,72 1,72
96h IC 031 341 1,86 1,75 1,03
| 0,33 32,01 1,93 7,74 12,33
sptzmL™* Oh IC 0,46 217 113 122 0,67
(x 10°) | 057 1,75 1,16 1,16 042
24h IC 0,63 2,85 249 204 1,00
I 0,31 3,03 1,36 1,60 121
48h IC 053 391 2,32 2,20 123
| 0,30 181 1,16 117 0,58
72h IC 0,23 2,34 123 1,25 0,87
| 0,44 2,39 187 168 0,69
96h IC 0,39 341 2,29 221 0,95
| 0,65 547 184 2,24 1,66

* n=6/grupo
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TABELA 20 —Vaores minimos e maximos, medianas, médias e desvios padrées (DP)
dos niveis plasmédticos de testosterona de carneiros da raga Santa Inés
com bolsa escrotd nédo insulada (1C) einsulada (1)

Testosteronang.dL ™

Momento  Grupo* Minimo Maximo Mediana Média DP

Oh IC 3941 656,14 306,36 337,11 214,63
I 150,79 432,64 276,59 278,78 116,91

24h IC 51,03 391,46 102,72 146,40 12594
I 26,30 855,31 85,71 210,01 321,74

48h IC 14,74 607,22 435,20 332,79 247,19
| 10,56 739,26 490,04 423,71 260,34

72h IC 32,30 449,85 12883 200,59 169,73
| 101,31 1108,47 361,97 467,79 389,95

96h IC 51,89 769,67 41847 43534 230,04
I 19,46 432,86 258,03 246,94 163,02

* n=6/grupo
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