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RESUMO 

Foram estudados 77 carneiros, caracterizados como 34 da raça Suffolk pré-púberes e 

15 maduros sexualmente, e nos modelos de estresse térmico, 6 da raça Santa Inês 

submetidos a insulação escrotal por 96 horas,  6 controle não insulados e 16 

criptorquídicos bilaterais. Foram avaliadas a histopatologia, as concentrações de 

histamina, testosterona plasmática e tecidual testicular, fator de necrose tumoral-alfa e 

óxido nítrico no testículo e na cauda do epidídimo, sendo as duas últimas, realizadas 

apenas nos grupos sob insulação escrotal e seu controle. A avaliação histológica 

testicular e da cauda do epidídimo não caracterizou alterações do ponto de vista 

morfológico. As concentrações de histamina no testículo e na cauda do epidídimo foram 

dependentes da condição reprodutiva, sendo superiores na pré-puberdade. Para o 

modelo estresse térmico, as concentrações de histamina no testículo e na cauda do 

epidídimo foram maiores no criptorquidismo, não sofrendo influência da insulação 

escrotal. Ao considerar todos os animais estudados, houve uma correlação negativa 

entre a concentração de testosterona plasmática com as de histamina no testículo; e na 

cauda do epidídimo, esta correlação ocorreu individualmente nos grupos estudados. O 

modelo de insulação 96 horas foi suficiente para causar alterações andrológicas na 

consistência testicular, nos parâmetros motilidade e defeitos espermáticos menores, 

porém, não evidenciou se a histamina, testosterona plasmática e tecidual, fator de 

necrose tumoral-alfa e óxido nítrico estão intimamente envolvidos no mecanismo de 

resposta ao estímulo térmico agressor. 

Palavras-chave: epidídimo; fator de necrose tumoral-alfa; histamina; ovino; óxido 

nítrico; testículo; testosterona. 
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ABSTRACT 
 
 
It has been used 77 rams, 34 pre-puberty and 15 sexually mature both Suffolk, 16 

cryptorchids Santa Inês, 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 all 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 individually 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. INTRODUÇÃO 

 

 

 As funções reprodutivas nos machos de diferentes espécies animais, podem ser 

avaliadas utilizando-se diversas técnicas, incluindo exame clínico, avaliação de sêmen, 

ultra-sonografia, dosagens hormonais, investigações bioquímicas, culturas 

microbiológicas, testes de libido, entre outros (LEONG & MATTHEWS, 1982; 

LOPATE et al., 1989).  

O perfil endócrino varia amplamente durante o desenvolvimento  sexual, com 

significativas alterações hormonais, tanto quantitativas como qualitativas. Atualmente  

está  bem estabelecido que existem interações complexas entre  o  sistema  endócrino  

e  o  sistema  imune.  Diversos  hormônios  e  secreções neuronais  influenciam 

determinados aspectos da imunidade natural. Estes efeitos incluem modificações do 

número total de células imunocompetentes e o potencial de resposta imunológica celular 

a antígenos, da função fagocítica e de eventos da cascata inflamatória (REICHLIN et 

al., 1993).  Em relação a este aspecto, a regulação endócrina de mastócitos, células 

envolvidas na resposta inflamatória, tem despertado muito interesse. 

Os  mastócitos  podem  ser  considerados  uma  unidade  secretora  exógena,  

tendo  capacidade  de responder  à  interação  de  receptores  situados na membrana 

celular, com agentes estimuladores  específicos. Existe um grande interesse científico no 

estudo dos mastócitos, porém, falta um consenso sobre sua função biológica. Não há 

doença, condição biológica, ou modelo animal identificado que exiba a ausência 

absoluta do envolvimento dessas células. Alterações no número de mastócitos  em  

diversos sítios anatômicos  e/ou  evidências de desgranulação, têm sido observadas 

num amplo espectro de respostas imunológicas inatas, adaptativas e patológicas e num 

grande número de doenças ou de processos relacionados a doenças (METCALFE et 

al., 1997) 
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Apesar de ser mais conhecido o seu papel fisiológico na inflamação e em 

reações alérgicas, a regulação endócrina dos mastócitos e da histamina ainda não foi 

esclarecida. Observou-se também a influência dos hormônios esteróides sobre a 

proliferação celular e a atividade secretora, além da relação dos esteróides sexuais com 

a população de mastócitos em roedores. A inter-relação mastócito-histamina-sistema 

endócrino demonstra que os mastócitos são significativamente influenciadas pelos 

hormônios sexuais, particularmente testosterona e estradiol. Além disso, é muito 

provável que a histamina secretada pelos mastócitos tenha participação na regulação da 

esteroidogênese testicular, possibilitando estudos da integração entre os sistemas 

imunológico e endócrino (LIMA, 1999). 

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e o óxido nítrico (NO) são 

substâncias que desempenham importantes papéis nas funções das células de Sertoli, 

Leydig e células germinativas, influenciando a espermatogênese (FUJISAWA, 2000). 

Um tênue aumento do TNF-α no testículo inflamado e uma relação entre NO e 

infertilidade em machos causada pela inflamação também foi descrita 

(WISZNIEWSKA, 1997).  

Nas espécies de interesse zootécnico, existe carência de conhecimentos básicos 

sobre a importância do mastócito, da histamina  e suas correlações com o estágio 

reprodutivo destes animais em diferentes idades. A provável participação destes 

elementos em processos fisiológicos no testículo e no epidídimo de carneiros na pré-

puberdade e na maturidade sexual ainda não havia sido relatada. 

Considerando-se o clima quente de grandes extensões do Brasil, caracterizado 

por elevadas temperaturas durante grande parte do ano, que pode influenciar 

diretamente os mecanismos de termorregulação testicular e epididimária, e 

consequentemente, as funções reprodutivas do macho, torna-se importante estudar, 

através do modelo experimental de estresse térmico, as respostas fisiopatológicas 

referentes à inter-relação mastócitos-histamina-testosterona, e entre o TNF-α e NO no 
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testículo e cauda do epidídimo, por estes representarem respectivamente os sítios de 

produção e armazenamento da célula espermática. 

No presente trabalho, considerou-se a hipótese que em carneiros, existem 

diferenças na densidade de mastócitos e na concentração de histamina no testículo e na 

cauda do epidídimo ao comparar-se condições reprodutivas e modelos de estresse 

térmico, como a insulação escrotal e o criptorquidismo, estando estas variáveis 

correlacionadas às concentrações plasmática e tecidual testicular de testosterona; e que 

a insulação escrotal tem efeito sobre as concentrações do fator de necrose tumoral-alfa 

e óxido nítrico no testículo e na cauda do epidídimo. 

 

Desta forma, objetivou-se: 

♦ quantificar a densidade de mastócitos e as concentrações de histamina no testículo 

e cauda do epidídimo na pré-puberdade, na maturidade sexual, na insulação 

escrotal e no criptorquidismo; 

♦ correlacionar as concentrações de testosteronas plasmática e tecidual testicular, à 

densidade de mastócitos e às concentrações de histamina do testículo e da cauda 

do epidídimo na pré-puberdade, na maturidade sexual, na insulação escrotal e no 

criptorquidismo; 

♦ verificar os efeitos da insulação escrotal sobre as concentrações do fator de 

necrose tumoral-alfa e óxido nítrico no testículo  e  cauda do epidídimo; 

♦ avaliar o modelo 96 horas de insulação escrotal  para estudo das respostas 

relacionadas ao mastócito, histamina, testosterona plasmática e tecidual, fator de 

necrose tumoral-alfa e óxido nítrico. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Aspectos relacionados à reprodução  

O perímetro escrotal, o peso corporal e a idade apresentam uma correlação 

estreita entre si e em animais até um ano de idade, é maior se considerado o peso 

corporal e o perímetro escrotal (MIES FILHO et al., 1993).  

 A consistência testicular é um importante parâmetro a ser observado na 

constatação da normalidade fisiológica, sendo que o testículo em plena capacidade 

funcional apresenta consistência fibro-elástica (BICUDO, 1999). As características 

testiculares estão diretamente relacionadas com a produção e características do material 

seminal, o que depende da qualidade do parênquima testicular (BONINO et al., 1987). 

 Segundo Colgan et al. (1980) um único túbulo seminífero usualmente não exibe 

todas as células da linhagem espermatogênica devido ao ciclo do epitélio seminífero, 

uma vez que a espermatogênese ocorre em ondas ao longo dos túbulos. Portanto, a 

espermatogênese deve ser acompanhada através da observação de diversos túbulos em 

campos distintos (LEONG & MATTHEUS, 1982).  

A espermatogênese no carneiro requer aproximadamente 49 dias, necessitando-

se de 10 a 14 dias para que os espermatozóides passem pelo epidídimo 

(FITZGERALD, 1997). Amann & Lambiase (1969) relataram que o trânsito 

espermático na cabeça e corpo do epidídimo, envolvidos na maturação espermática 

não se altera com a freqüência das ejaculações. O maior estoque espermático 

encontra-se na cauda do epidídimo, contendo cerca de 70% do número total de 

espermatozóides do epidídimo (AMANN, 1981). 

 O criptorquidismo é uma alteração uni ou bilateral do desenvolvimento do 

testículo, caracterizada por falha no descenso que o impede de alcançar o escroto. O 

criptorquida bilateral é estéril devido à supressão térmica da espermatogênese 

(HAFEZ, 1993). 
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2.2. Testosterona 

Os andrógenos exercem um importante papel na manutenção do normal 

funcionamento dos testículos e do sistema reprodutivo, bem como na expressão das 

características fenotípicas do macho adulto (FRIENDEN & LIPNE, 1975). A 

produção de testosterona ocorre nas células de Leydig nos testículos e é controlada 

pela gonadotrofina produzida na hipófise, o hormônio luteinizante (LH)  

(STABENFELDT & EDQVIST, 1993). Segundo Veeramachaneni et al. (1986) as 

células de Leydig são controladas por um fator de manutenção e regulação produzido 

pelas células de Sertoli. Este fator está relacionado com a retroalimentação local dos 

túbulos seminíferos e interstício testicular, o que pode modular a sensibilidade das 

células de Leydig ao LH circulante. Existe uma inter-relação entre as células de Sertoli e 

as de Leydig no que diz respeito à produção e liberação de testosterona, a qual tem 

fundamental importância no processo da espermatogênese (PINEDA, 1989).  

Em ratos, Odell at al. (1990) relataram que na transição do período juvenil, 

existe um aumento na capacidade de resposta dos testículos às gonadotrofinas, 

causados pela diminuição de fatores inibidores e pelo aumento do número de 

receptores intratesticulares de LH, o que resultaria numa elevação da atividade 

testicular resultando no aumento da produção de testosterona. 

 WU& MURONO (1994), utilizando-se de um modelo de criptorquidismo para 

ratos, descreveram um fator mitogênico produzido pelas células de Sertoli que causou 

nas células de Leydig diferenças morfológicas, aumento no número de células e índice 

mitótico, e diminuição da produção de testosterona, e de receptores de LH/hCG. Em 

co-culturas de células de Sertoli e Leydig, o aumento em 4oC levou ao aumento da 

responsividade das células de Leydig ao fator mitogênico secretado pelas células de 

Sertoli, o que causou mudanças na proliferação e diferenciação das células de Leydig, 

diminuindo a produção de testosterona e os níveis de receptores de LH nas células de 

Leydig. Estas observações in vitro sugerem que este fator explicaria as mudanças que 

ocorreram no criptorquidismo experimental.(WU & MURONO, 1996). 
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2.3 Insulação escrotal 

A temperatura testicular nos mamíferos mantém-se entre 2 e 6oC abaixo da 

temperatura corporal (WAITES, 1990; ENTWISTLE, 1992,  KASTELIC et al. 1996, 

MOREIRA, et al.,2001). Vários fatores contribuem para a termorregulação escroto-

testicular, incluindo a estrutura peduncular do escroto e a vascularização testicular que, 

por meio do plexo pampiniforme, reduz a temperatura escrotal pela troca de calor entre 

o sangue circulante na artéria e veia testicular (COOK et al., 1994). Além disto, a 

túnica dartos e o músculo cremaster alteram a posição dos testículos em relação ao 

corpo em função da temperatura do ambiente (SETCHEL, 1998) e as glândulas 

sudoríparas favorecem a evaporação diminuindo a temperatura escrotal (BLAZQUEZ 

et al., 1988).  

O aumento da temperatura testicular propicia a degeneração seminal 

(VOGLER et al., 1991) e está correlacionada com a redução na fertilidade do macho, 

causando alterações na síntese de proteínas e expressão de genes nas células 

germinativas e células de Sertoli (IKEDA et al. 1999; KUMAGAI et al., 1999). 

Variações na temperatura ambiente e umidade relativa do ar também estão associadas 

a alterações na temperatura corporal de carneiros e consequentemente na temperatura 

testicular (WILDEUS & ENTWISTLE, 1983). 

O clima de várias regiões do Brasil é caracterizado por elevadas temperaturas, as 

quais podem influenciar diretamente os mecanismos de termorregulação testicular, e 

conseqüentemente, as funções reprodutivas no macho. Carneiros, touros e cachaços 

apresentam uma queda no output de espermatozóides e na eficiência reprodutiva 

durante os meses quentes do ano e após a transferência de animais para continentes 

excessivamente mais quentes (VAN DEMARK & FREE, 1970). A queda da 

concentração espermática é causada pela perda da linhagem espermatogênica, 

principalmente os espermatócitos e espermátides, sendo as células do epitélio 

seminífero mais sensíveis aos efeitos do calor (BARTH & BOWMAN,1994). Wildeus 

& Entwistle (1986), encontraram mudanças quantitativas na reserva espermática 
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epididimal e na cauda do epidídimo, alterações qualitativas na morfologia dos 

espermatozóides, sugerindo que o calor testicular teve efeito adverso na estocagem, 

havendo reabsorção dos espermatozóides defeituosos.  

Segundo Setchell et al. (1971), quando os testículos de seis carneiros Merinos 

foram aquecidos a 40,5oC por três horas, a concentração espermática declinou após 

20 dias do insulto térmico. As alterações morfológicas encontradas nos 

espermatozóides evidenciaram que o calor teve efeito nos espermatócitos primários e 

espermatogônias B em divisão, e nas espermátides e espermatozóides presentes no 

epidídimo, ocorrendo também um grande aumento de células multinucleadas no 

ejaculado.  

No epidídimo, logo após a insulação escrotal, vários autores relataram alterações 

decorrentes do estresse térmico neste órgão, sendo anormalidades de trânsito (BARTH 

& OKO,1989; BARTH & BOWMAN; 1994), anomalias espermáticas secundárias 

(WILDEUS & ENTWISTLE, 1983; BARTH & BOWMAN, 1994; FONSECA & 

CHOW; 1995) espermatozóides decapitados e defeitos de cauda. Outros trabalhos 

encontraram patologias no ejaculado após duas semanas do insulto térmico (AUSTIN 

et al.,1961; ROSS & ENTWISTLE,1979; BABU RAO & RAO,1990).  

MINTON et al. (1981) submeteram touros à temperatura ambiente de 34oC por 

15 dias e observaram que a concentração plasmática de testosterona não se alterou no 

sexto dia do estresse térmico, tendo apenas uma pequena queda após o 15o dia. Em 

touros com bolsa escrotal insulada, ocorreu queda na concentração plasmática de 

testosterona em 48, 72 e 96 horas após o início do insulto térmico (GABALDI, 2000). 

Em carneiros, os níveis de testosterona diminuíram no plasma quando submetidos a 

elevadas temperaturas ambientais de 32oC por duas semanas. Gomes et al. (1971) 

observaram in vitro que o calor influenciou significativamente a função das células de 

Leydig, causando consequentemente uma diminuição nas concentrações de testosterona 

e um aumento nos níveis de gonadotrofinas. 
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Em uma degeneração testicular leve ocorre descamação de espermátides, núcleos 

picnóticos e formação de células gigantes. Há alta incidência de anomalias de cabeça, 

como piriforme, estreita na base, subdesenvolvida, contorno anormal e pequena. As 

gotas protoplasmáticas também estão presentes em ejaculados de testículos com 

degeneração. Na degeneração testicular tênue, a incidência de anomalias de cauda 

espermática não aumenta, pois estão relacionadas com alterações do epidídimo (RAO 

& BANE, 1985). 

Mucciolo et al. (1974) avaliaram histologicamente carneiros insulados por 4 e 8 

dias, encontrando no primeiro grupo (4 dias) a maioria dos túbulos seminíferos com 

linhagem espermatogênica, células de Sertoli e Leydig perfeitamente íntegras do ponto 

de vista morfológico, sendo que apenas alguns túbulos apresentavam epitélio 

germinativo incompleto, com células gigantes ou desprovidas de núcleo na luz do túbulo 

seminífero. Na insulação por 8 dias, foi verificada considerável destruição do epitélio 

germinativo. Wildeus & Entwistle (1983), Wildeus & Entwistle (1986) e Fonseca & 

Chow (1995) encontraram alterações histológicas causadas pelo processo de insulação 

escrotal. A degeneração testicular decorrente aos efeitos da temperatura, altera as 

células da linhagem espermatogênica, ocorrendo picnoses nucleares e perdas na 

meiose, levando ao aumento do número de espermátides prematuras no lúmen após o 

estresse térmico, atribuição dada à falha da função das células de Sertoli (RAO & 

BANE, 1985; ENTWISTLE; 1992). Segundo Ott (1986), a degeneração testicular 

induzida por insulação escrotal tem efeito nos túbulos seminíferos, levando à diminuição 

do perímetro escrotal. Gabaldi (2000) avaliando a biometria testicular, não encontrou 

alterações entre o grupo de touros insulado e o controle da insulação escrotal.   

A degeneração testicular pode ser permanente ou reversível, dependendo da 

temperatura, da duração do insulto e da idade do animal. Foi observado também que, 

em muitos casos, é difícil determinar se a degeneração testicular é transitória ou 

permanente, pois é preciso aguardar o período de um ciclo espermático e da passagem 

do espermatozóide pelo epidídimo. Aproximadamente duas semanas após o insulto, 
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patologias poderão aparecer no ejaculado e continuar aumentando até um mês. Se o 

estresse térmico for por um longo período, a melhoria da qualidade do sêmen e 

fertilidade é retardada (OTT, 1986).  

Entwistle (1992) constatou que a insulação escrotal aumentou a temperatura 

local, causando a redução do peso testicular e epididimal, e a reserva espermática, 

embora as glândulas anexas não tenham sido influenciadas. Estas mudanças refletiram-

se na baixa qualidade e quantidade do sêmen, mas não houve efeito na libido ou no 

comportamento sexual. 

 

2.4- Contagem espermática por grama de testículo 

O método da estimativa da reserva gonádica através da contagem 

hemocitométrica de espermatozóides em homogeneizados diluídos do parênquima 

testicular, baseia-se no fato de que a partir de determinado ponto da espermatogênese, 

os núcleos das espermátides em alongamento se tornam extremamente resistentes à 

destruição física pela homogeneização, permanecendo íntegras em suspensão no líquido 

diluidor, o mesmo acontecendo com as cabeças dos espermatozóides. Esta alta 

resistência dos núcleos das espermátides alongadas e espermatozóides é atribuída, 

entre outros fatores, a um aumento da ligação eletrostática entre a histona nuclear e a 

molécula de DNA (AMANN, 1970 citado por CARDOSO, 1985). 

O número de espermátides alongadas resistentes à homogeneização de 

parênquima testicular é um bom indicador da taxa de produção de espermatozóides, já 

que o tempo necessário para que essas células se transformem em espermatozóides é 

constante nas espécies (BERNDTSON, 1977). 

 

2.5. Papel dos mastócitos nos processos fisiopatológicos 

 Os basófilos e mastócitos representam populações distintas que podem 

expressar diferenças funcionais, morfológicas e nas respostas a drogas. Tanto os 

basófilos quanto os mastócitos são descendentes das células hematopoiéticas 
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pluripotenciais da medula óssea (GLASPY et al., 1996). Contudo, os processos de 

desenvolvimento dos mastócitos e basófilos são diferentes. Os basófilos completam a 

sua diferenciação e maturação dentro da medula óssea e vão para a corrente sangüínea. 

Já os precursores de mastócitos deixam a medula óssea e vão aos tecidos, onde 

proliferam e diferenciam-se em subtipos. Os mastócitos estão amplamente distribuídos 

por todo o corpo humano, mas são particularmente encontrados em associação com 

vasos sangüíneos no tecido conjuntivo subepitelial da pele, tratos gastrintestinal, 

respiratório e genito-urinário (PEARCE, 1982; DVORAK et al., 1983). 

Alergistas e estudiosos das reações de hipersensibilidade imediata foram 

atraídos pelo estudo desses dois tipos celulares por diversas razões: primeiro, pela 

descoberta de que estas células expressam em sua membrana plasmática receptores 

aos quais se ligam anticorpos; segundo, pela demonstração de que liberam seus 

mediadores quando expostas a um antígeno específico, e terceiro por representarem a 

maior fonte de histamina e de outros potentes mediadores químicos implicados numa 

diversidade de processos inflamatórios e imunológicos (GALLI et al., 1984; 

SCHWARTZ & AUSTEM, 1984; GALLI, 1990). 

As populações de mastócitos apresentam heterogeneidade com consideráveis 

diferenças em seu conteúdo (mediadores) e sensibilidade a agentes de ativação. Estas 

diversidades manifestam-se entre mastócitos de diferentes espécies e também dentro 

de uma mesma espécie (METCALFE et al., 1997). Os mastócitos apresentam 

diferentes características histológicas, bioquímicas e funcionais, dependendo da 

espécie, do tecido estudado e da idade (BARRET et al., 1984; BEFUS  et  al., 1985; 

HEAVEY  et al., 1988; BARRET & PEARCE, 1993, KITAMURA et al., 1993, 

LIMA, 1999). 

 Os mastócitos podem ser classificados em subpopulações fenotipicamente 

distintas. Em roedores têm-se duas subpopulações, sendo a primeira representada por 

mastócitos do tecido conjuntivo, que se apresentam espalhados e contém heparina 

como a maior proteoglicana, assim como uma grande quantidade de histamina 
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estocada; tais mastócitos não são células dependentes de interleucina-3. A segunda 

população, representada por mastócitos da mucosa, possuem sulfato de condroitina e 

pouca quantidade de histamina, sendo dependentes de interleucina-3 (THARP et al., 

1987). 

 Os mastócitos e basófilos podem ter sua secreção induzida tanto por agentes 

imunológicos como por agentes químicos, sendo estes classificados em dois grupos: os 

seletivos e os não seletivos. Os agentes não seletivos atuam através da ruptura na 

membrana plasmática, liberando todo o seu conteúdo intracelular, sendo portanto, 

citotóxicos. Neste grupo, pode-se citar: os detergentes, os sais biliares, a lisolecitina e 

os estímulos físicos - energia térmica, mecânica ou radiante (PEARCE, 1982; 

LAGUNOFF et al., 1983). A atividade dos agentes seletivos, como fragmentos de 

complemento, citocinas, policátions, ionóforos de cálcio, neuropeptídeos, 

neurotransmissores, venenos e lectinas, assemelham-se à ação das reações anafiláticas 

(PEARCE, 1982; LAGUNOFF et al., 1983; FERREIRA et al., 1996). Tais agentes 

atuam de maneira não citotóxica, induzindo a exocitose, e para isso necessitam de um 

metabolismo celular intacto. Estes agentes são bloqueados por inibidores da glicólise e 

da fosforilação oxidativa, e por extremos de temperatura e pH (UVNAS & THON, 

1961; CHAKRAVARTY, 1978 e 1980). Apesar da diferença no mecanismo, os tipos 

de ativação assemelham-se por induzirem pequenas elevações de cálcio interno livre no 

citosol (ARIDOR et al., 1990; LANDRY et al., 1992). 

 No processo de exocitose são liberados mediadores pré-formados como a 

histamina, heparina, proteases neutras; mediadores neo-formados como 

prostaglandinas, leucotrienas e o fator ativador de plaquetas (PAF); citocinas como as 

interleucinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e fator estimulante de colônia 

granulócito-macrófago (GM-CSF) que podem ser tanto mediadores pré como neo-

formados. (SCHWARTZ & AUSTEM, 1984; LONGLEY et al., 1995; MCNEIL, 

1996). O processo de liberação pode ser inibido por algumas substâncias como: 

metilxantinas, agonistas beta-adrenérgicos (como o isoproterenol), cromoglicato 
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dissódico e nedocromil e bloqueadores de canais de cálcio. Com exceção do 

cromoglicato dissódico e do nedocromil, a eficácia terapêutica destes agentes nas 

doenças alérgicas não é decorrente da inibição promovida sobre a ativação de 

mastócitos, mas pela inibição fisiológica ou funcional (GOMES, 1992). 

A concentração de histamina pode ser usada como um índice da densidade de 

mastócitos (PADILLA et al., 1990; LIMA, 1999). Sendo um dos principais 

mediadores biológicos sintetizados pelos mastócitos e sendo os mastócitos a principal 

fonte de histamina nos tecidos, existe uma correlação estreita entre o número de 

mastócitos e a concentração de histamina nos tecidos (METCALFE et al., 1997). 

 

2.6. Inter-relação entre mastócitos, histamina e sistema reprodutor 

Os estrógenos estimulam a atividade secretora dos mastócitos, potencializando 

os efeitos de agentes indutores da desgranulação, tais como IgE, composto 48/80,  

EHRF (fator liberador  de  histamina  derivado  do  embrião) e substância P  

(VLIAGOFTIS et al., 1992; THEOHARIDES et al., 1993). Similarmente, 

antagonistas do hormônio liberador do hormônio luteinizante (LHRH) induzem a 

desgranulação dos mastócitos em ratos, tanto in vivo quanto in vitro (MORGAN et 

al., 1986, NEKOLA et al., 1987; SUNDARAM et al., 1988). Foi demonstrado que a 

testosterona induz à desgranulação de mastócitos da glândula harderiana  de  hamsters, 

diretamente, através de seu próprio receptor, tanto in vivo como in vitro  (MAYO et 

al., 1997). 

Em geral, parece que os estrógenos e a testosterona exercem efeitos opostos 

sobre a população de mastócitos. Enquanto os estrógenos estimulam a proliferação 

celular e a desgranulação, os trabalhos realizados em machos indicam  a testosterona 

como agente inibidor da proliferação de mastócitos (PAYNE et al., 1982; SHIRAMA  

et  al., 1988). 

Existe uma dinâmica no número de mastócitos testiculares e epididimários 

dependendo da idade em seres humanos, caracterizado na pré-puberdade e puberdade 
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por um expressivo aumento destas células no parênquima testicular e epidídimo, com 

posterior redução na maturidade sexual (NISTAL et al. 1984). 

 Alguns problemas de infertilidade foram correlacionados ao aumento de 

mastócitos no testículo quando comparados a indivíduos normais (AGARWAL et al., 

1987; NAGAI et al., 1992; JEZEK et al., 1999; MEINEKE et al., 2000; 

YAMANAKA et al., 2000; APA et al., 2002). O tratamento de homens através do 

uso de bloqueadores de liberação de grânulos mastocitários melhorou significativamente 

o quadro espermático destes indivíduos (SCHILL et al., 1986; CAYNET et al., 2001; 

APA, 2002). 

 Fatores estressantes alteram a quantidade e a desgranulação dos mastócitos 

nos testículos, além de mudar a secreção presente nos grânulos desta célula. Algumas 

substâncias podem diminuir a proliferação e desgranulação mastocitária, envolvendo 

mecanismos também relacionados com as células de Leydig (TUNÇEL et al., 1996). 

Em ratos, parecem existir fatores inibidores de mastócitos nas células de Leydig 

presentes no interstício testicular, o que indicaria um modelo de regulação parácrina. 

Dependendo da idade, o tratamento com estrógeno foi capaz de aumentar o número de 

mastócitos presentes, pela inibição da diferenciação das células de Leydig (GAYTAN 

et al., 1990). Em ratos, conseguiu-se associar direta ou indiretamente os mastócitos 

com mecanismos regulatórios das células de Leydig (WANG et al, 1994). Em sapos, o 

aumento do estrógeno levou ao aumento dos mastócitos intratesticulares, contudo, 

Minucci et al. (1997) consideram a diminuição dos andrógenos como um mecanismo 

importante relacionado ao aumento do estrógeno e conseqüentemente ao aumento dos 

mastócitos. Esses fatores indicariam uma regulação comum da célula de Leydig e 

mastócitos intratesticulares. 

A histamina estimula a síntese de progesterona em folículos pré-ovulatórios de 

ratas (SCHIMIDT et al., 1987). Além disso, também parece estar envolvida na 

regulação da ovulação em ratas (SCHIMIDT et al., 1986; SCHIMIDT et al., 1988). 

A histamina, um dos principais mediadores armazenados pelo mastócito, influencia a 
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esteroidogênese testicular. No macho, foi demonstrado que a histamina estimula a 

produção de testosterona de maneira dose-dependente em incubações de testículos 

atrofiados de hamsters, mas não tem efeito estimulador sobre testículos de animais 

gonadalmente ativos  (MAYERHOFER  et al., 1989). Lima (1999) mostrou que há 

uma íntima correlação entre a concentração de histamina intratesticular e a idade do 

animal em ratos. Altas concentrações de histamina foram observadas no testículo aos 

21 dias de idade, ou seja, no rato juvenil. No período compreendido entre 21 dias e 

16 meses de idade, a concentração de histamina sofreu uma progressiva e significativa 

redução. Zieher et al. (1971) também observaram em hamsters uma considerável 

diminuição da concentração de histamina intratesticular com o aumento da idade, com 

máximas concentrações no período neonato e concentrações mínimas  na vida adulta.  

A presença e a função dos mastócitos no trato reprodutivo masculino tem sido 

discutida por diversos autores. Existe uma forte correlação entre o número de 

mastócitos no testículo e o desenvolvimento do tecido conjuntivo testicular (NISTAL et 

al., 1984). Dessa forma, é muito provável que os mastócitos tenham um papel no 

crescimento e na regeneração do tecido testicular, além da participação nas reações 

imunológicas locais  (BURNET, 1977). 

 

2.7. Histologia testicular e da cauda do epidídimo 

Os testículos são envolvidos pela túnica albugínea, composta por tecido 

conjuntivo denso altamente vascularizado. O parênquima do órgão é formado pelas 

células de revestimento dos túbulos seminíferos e seus ductos, assim como pelas células 

de Leydig e de tecido conjuntivo frouxo. Os túbulos são revestidos por epitélio 

germinativo onde podem ser observadas células em vários estágios de desenvolvimento. 

Os constituintes celulares dependem da atividade espermatogênica dos túbulos, 

podendo ser as espermatogônias, os espermatócitos primários, os espermatócitos 

secundários, as espermátides e os espermatozóides (BANKS, 1992). 
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A cauda do epidídimo é um túbulo enovelado composto por epitélio pseudo-

estratificado prismático com estereocílios, onde células da base contêm gotículas 

lipídicas, enquanto as células prismáticas são longas e finas, contêm lipídeos e têm 

especializações apicais com formas de estereocílios. Esse epitélio apoia-se em uma 

lâmina própria formada  por tecido conjuntivo frouxo altamente vascularizado, que é 

circundada por uma  túnica muscular da mucosa do epidídimo, circular e espessa na 

cauda do epidídimo. A túnica submucosa é constituída por tecido conjuntivo frouxo na 

região central e por tecido conjuntivo denso na região periférica, o qual é contínuo a 

albugínea (BANKS, 1992). 

Em animais pré-púberes, os túbulos seminíferos possuem células germinativas 

que começam a serem observadas em diferentes graus de maturação. A maturação 

morfológica dos túbulos seminíferos culmina com o processo de espermatogênese ativo. 

A diferença entre púberes e maduros sexualmente é sutil e se relaciona mais com a 

funcionalidade do que com a morfologia testicular. Ou seja, a espermatogênese nos 

púberes já é potencialmente ativa, mas é na maturação e nos animais colocados em 

atividade reprodutiva que vemos uma maior expressão morfológica desta atividade com 

altura de epitélio, número de espermatozóides e maturação dos ductos e glândulas 

extra-testiculares (BANKS, 1992). 

Em um testículo criptórquio, o aspecto histológico está condicionado à 

localização do testículo e à idade do animal; geralmente apresenta marcante fibrose 

intersticial, atrofia acentuada de túbulos seminíferos, concreções intratubulares e graus 

variáveis de hialinização  tubular e vascular (LADDS, 1985). 

 

2.7.1. Pigmentos melânicos no sistema reprodutor 

A melanina faz parte de um grupo de pigmento castanho–enegrecidos. Sabe-se 

que este pigmento é produzido a partir da tirosina pela ação do complexo de enzimas 

denominado tirosinases (DOPA – oxidase, cathecol oxidase). Estas enzimas atuam 

lentamente na tirosina para produzir a substância conhecida como DOPA (dihidroxifenil 
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alanina), que rapidamente sofre a ação da mesma enzima para produzir um pigmento 

intermediário, o qual polimeriza-se para produzir a melanina. A melanina está ligada a 

proteínas, e o complexo melanina-proteína está localizado no citoplasma das células em 

estruturas denominadas grânulos de melanina (BANCROFT & STEVENS, 1996). 

Vários estudos mostram a presença desses pigmentos nos sistemas 

reprodutores tanto masculino quanto feminino, em diferentes espécies, onde podem 

estar relacionadas com a variação no ciclo reprodutivo (HORE et al., 1994) e em 

tumores humanos (DENADAI et al., 1986) 

Aire (1979) relatou a presença de pigmento de melanina nos ductos deferentes 

de Coturnix coturnix japonica, em 40% dos animais estudados. Muroya et al. (2000) 

também detectaram em aves (Japan Silky flowl) a presença de melanina em diversos 

tecidos, incluindo o ovário e testículo. Hore et al. (1994), estudando uma espécie de 

pássaro (Dicrurus adsimillis), constataram uma variação sazonal na coloração dos 

testículos pela presença melanina.  

A melanose pode ser uma anomalia congênita e é encontrada com freqüência 

no epidídimo de carneiros e touros (McENTEE, 1990). Ladds et al. (1973) 

constataram pigmentos melânicos na cabeça, corpo e cauda do epidídimo de touros. 

Blom & Christensen (1956) também reportaram a melanose no epidídimo de touros, 

sendo a incidência da pigmentação maior em bezerros da raça Red Danish comparadas 

a bezerros da raça Jersey; e que esta característica decresceu com o aumento da idade.  

 

2.7.2. Identificação histoquímica de mastócitos 

Os mastócitos são células residentes do tecido conjuntivo com conteúdo 

químico em grânulos citoplasmáticos, que exibem metacromasia quando corados com 

uma variedade de produtos catiônicos, incluindo o corante azul de toluidina  (BARRET  

&  PEARCE, 1993), podendo haver variação entre as espécies (DVORAK, 1989). 

Essa variação dificulta a análise morfológica dessas células, existindo uma série de 

métodos para a análise desse tipo celular. 
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 O azul de alcian 8GS foi introduzido por Steedman (1950) como um corante 

específico para mucopolissacarídeos, e demonstrou que esta especificidade é 

aumentada pela maior acidez da solução corante.  Foi introduzido o azul de alcian 8GX 

como sendo superior nas suas propriedades de coloração comparado ao 8GS, sendo 

então utilizado para detectar glicosaminoglicanas e proteoglicanas (MOWRY, 1960). 

 Spicer (1960) descreveu algumas técnicas de coloração seqüenciais utilizando 

os corantes azul de alcian  e safranina. Verificou que o método foi capaz de diferenciar 

mucopolissacarídeos altamente sulfatados daqueles fracamente sulfatados, 

denominando-os respectivamente azul de alcian negativos e azul de alcian positivos. 

 Combs et al. (1965) demonstraram o processo de maturação em embriões de  

ratos fixados em formol a 10%. Sugeriram que durante este processo ocorria a síntese 

e acúmulo de precursores de heparina nos grânulos, os quais eram inicialmente azul  de 

alcian positivos, seguidos pela síntese e acúmulo de alta quantidade de heparina N-

sulfatada, resultando em grânulos vermelhos, safranina positivos. A reação de coloração 

azul de alcian-safranina foi usada para diferenciar mucopolissacarídeos fortemente 

sulfatados daqueles não sulfatados ou fracamente sulfatados. 

 Burton (1964) caracterizou os polissacarídeos presentes nos grânulos de 

mastócitos em maturação, presentes no tecido conjuntivo em embriões e ratos adultos, 

usando uma solução contendo azul de astra e safranina O. 

 Tas (1977) utilizou a técnica sequëncial azul de astra-safranina (SPICER, 1960) 

e azul de alcian-safranina, reavaliando este método histoquímico. Concluiu que a 

coloração seqüencial é altamente dependente da quantidade de ligação do azul de 

alcian na primeira fase da técnica; e que a coloração final das células parecia ser 

altamente influenciada pela fixação empregada. 

 Mendonça (1979) verificou que o tempo ótimo para coloração de mastócitos 

da língua e do mesentério de ratos, variando conforme o fixador utilizado e constatou 

que a coloração seqüencial de azul de alcian-safranina descrita por Spicer (1960) não 

constitui um método adequado para distinguir o grau de sulfatação da heparina e nem 
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para se avaliar a maturação de mastócitos de ratos. O tempo de coloração com o azul 

de alcian influenciou os resultados, com muita variação no padrão das cores, além de 

predominar o último corante utilizado, independente do grau de maturação, exceto 

quando foi usado o fixador Carnoy. 

 Sasaki (1980) utilizou o método de coloração azul de astra-safranina O, 

caracterizando os mastócitos corados em azul como células jovens e imaturas, e os 

corados em vermelho como células maduras. O fixador empregado foi o formol a 10% 

contendo 1% de cloreto de cetilpiridina. 

 Gaytan et al. (1990) estudaram a maturação de mastócitos com a coloração 

seqüencial de azul de alcian-safranina no interstício testicular de ratos.  

 Tainsh & Pearse (1992), usando formol como fixador, distinguiram dois 

subtipos de mastócitos: os sensíveis e insensíveis ao formol. Estudaram 

histoquimicamente quatro tipos de mastócitos de rato (peritoniais, do mesentério, da 

pele e do pulmão). As células apresentaram repostas diferentes à fixação por formol e à 

coloração sequëncial pelo azul de alcian-safranina O, sendo que os mastócitos do 

mesentério e da pele exibiram resistência ao formol, exibindo características 

intermediárias de coloração. 

 Niederheitmann (1992) demostrou que o azul de astra, independente da 

seqüência com a safranina O e do fixador utilizado, cora os grânulos imaturos em azul. 

Ao  utilizar o ALFAC como fixador em fragmentos de mesentério, obteve uma boa 

fixação dos mastócitos. Apesar da seqüência da utilização do azul de alcian-safranina O 

ter  influenciado as colorações dependendo dos fixadores, os mastócitos foram corados 

de qualquer forma. No entanto, a utilização do azul de astra-safranina O não sofreu 

influência dos fixadores. 

 

2.8. Relação do fator de necrose tumoral-alfa  nos processos fisiopatológicos 

 O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) foi originalmente identificado como 

um fator envolvido na inflamação com efeitos potentes na redução do crescimento 
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tumoral (SUGARMAN et al. 1985). O TNF-α, citocina pró-inflamatória, é produzido 

principalmente por monócitos e macrófagos em resposta aos diferentes estímulos 

(TRACEY & CERAMI, 1993). 

Foi demonstrada uma função potencial dos mastócitos na regulação da 

atividade dos macrófagos nos sítios inflamatórios com liberação de TNF-α (DACKIW 

et al. 1995). 

Os efeitos biológicos do TNF-α ocorrem de acordo com a concentração 

dessa citocina secretada. Quando produzido em pequenas quantidades, atua localmente 

como regulador parácrino ou autócrino dos leucócitos e células endoteliais, 

estimulando-os a secretar quimiocinas para o recrutamento leucocitário. Neste caso, 

também aumenta a atividade fagocitária dos neutrófilos e estimula as células endoteliais 

a expressar em sua superfície moléculas de adesão leucocitária, contribuindo, desta 

forma, para o acúmulo de leucócitos no local da inflamação. Produzido em quantidades 

mais elevadas, o TNF-α entra na corrente sangüínea e age de forma endócrina, 

provocando manifestações sistêmicas como febre, estimulação da cascata de citocinas, 

ativação do sistema de coagulação, aumento da síntese de proteínas de fase aguda 

pelos hepatócitos, supressão da divisão das células indiferenciadas na medula óssea e 

alteração do metabolismo lipoprotéico (ABBAS, 2000). O TNF-α quando secretado 

a níveis acentuados, pode levar a uma síndrome semelhante ao choque, caracterizada 

pela depressão da contratilidade cardíaca, hipotensão arterial e trombose intravascular, 

com conseqüente redução da perfusão tecidual e falência de múltiplos órgãos 

(BEUTLER & GRAU, 1993). 

 

2.8.1. Relação do TNF alfa nos processos fisiopatológicos reprodutivos 

Em fêmeas, vários estudos têm demostrado a presença de TNF-α nas células 

ovarianas e no fluido folicular de várias espécies, incluindo os roedores, espécies 

domésticas e nos humanos, relacionando-o a processos fisiológicos reprodutivos 

(TERRANOVA, 1996; ZHAO et al., 1998; KIEL et al. 2001). 
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O TNF-α possui funções em alguns processos fisiológicos no macho. De et al. 

(1993) e  Hales et al. (1999) mencionam o TNF-α como um fator parácrino produzido 

pelas células germinativas e tendo as células de Sertoli receptores de alta afinidade, 

modulando a espermatogênese. Benahmed (1996) sugere que o TNF-α seria um 

produto através do qual haveria uma comunicação entre as células germinativas e de 

Sertoli. Sigillo et al. (1999) relataram a regulação in vitro das células de Sertoli pelo 

TNF-α, para expressão, ao menos transcripcional da transferrina, fato este também 

relatado por Hoeben et al. (1996).  

Numa comparação entre testículos normais e inflamados, Gerdprasert et al. 

(2001) relataram um tênue aumento do TNF-α no testículo, que foi considerado uma 

resposta pequena ao estímulo inflamatório submetido. Suescun et al. (2003), analisando 

um modelo in vivo de orquite auto-imune, demonstraram que o TNF-α está envolvido 

na perpetuação do processo inflamatório, na indução da apoptose das células 

germinativas, e na regulação da esteroidogênese pelas células de Leydig.  

 

2.9. Óxido nítrico nos processos fisiopatológicos 

O óxido nítrico (NO), ou monóxido de nitrogênio permaneceu durante muitas 

décadas conhecido apenas como gás poluente nocivo, sendo alvo de interesse apenas 

para químicos e ambientalistas (FUTUKO, 1995), até a sua descoberta como uma 

molécula gerada de forma endógena por células de mamíferos (PALMER et al., 1988). 

Desde então, este importante mediador biológico tem recebido grande atenção por 

parte de pesquisadores no sentido do conhecimento de suas implicações na 

fisiopatologia de diversas doenças e da sua relevância como mensageiro intra e 

intercelular liberado durante vários eventos, inclusive imunológicos (MONCADA et al., 

1991). 

 O óxido nítrico (NO) é um radical livre ubíquo, produzido por uma grande 

variedade de células, através das ações sentetizadoras de uma família de enzimas 

coletivamente denominadas de óxido nítrico sintases (NOS) (HIBBS et al., 1987). 
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Essas enzimas desaminam a L-arginina para liberar NO, havendo co-produção de L-

citrulina (KRONCHE et al., 1998). Tem-se descrito três isoformas de NOS que são 

codificadas por genes separados e que requerem induções distintas. Uma forma 

encontrada nas células neuronais (nNOS ou NOS-1), a segunda nas células endoteliais 

(eNOS ou NOS-3), sendo que estas duas formas produzem constitutivamente baixas 

quantidades de NO que agem em processos fisiológicos incluindo a neurotransmissão e 

a vasodilatação (PALMER et al., 1988; MONCADA et al., 1991). A terceira isoforma 

é a NOS induzível (iNOS ou NOS-2), que pode ser encontrada em quase todos os 

tipos celulares após estimulação (FORSTERMANN et al., 1995). Os principais 

estimuladores das NOS que levam à produção de NO são as citocinas pró-

inflamatórias como o intérferon-γ (IFN-γ), TNF-α e a interleucina-1β  (IL-1β) e/ou 

produtos microbianos (LPS) (XIE et al., 1992; TAKEICHI et al., 1998). 

 O NO é uma das menores moléculas mensageiras biologicamente ativas 

biossintetizadas por células de mamíferos com peso molecular de 30 Da (KIECHLE & 

MALINSKI, 1996). É um gás com número ímpar de elétrons, reage com átomos e 

outros radicais livres, possui propriedades lipofílicas, sendo praticamente apolar, o que 

lhe confere especial capacidade de difusão pelas membranas (MILLER & GRISHAM, 

1995). Sendo uma molécula instável (vida média de 3 a 10 segundos), o NO reage 

rapidamente com o oxigênio formando NO2 (dióxido de nitrogênio) originando em 

seguida NO2
- (nitrito) e NO3

- (nitrato). Além disso, combina-se com a hemoglobina, 

sabidamente um consumidor natural de NO, para formar metahemoglobina (KEILIN & 

HARTRE, 1937). Numerosos estudos têm mostrado que o NO é um importante 

modulador em vários processos patológicos (KHAM et al. 1997). A ampla expressão 

de iNOS que ocorre em inflamações tem sido bem caracterizada e aceita como um 

componente vital da resposta adaptativa do hospedeiro aos estímulos nocivos. No 

entanto, há evidências de que a indução de iNOS, em algumas condições 

fisiopatológicas, seja parte de uma ativação imune descontrolada e deletéria , já que a 



Revisão de Literatura 
_______________________________________________________________ 

28

inibição de iNOS pode exercer efeitos protetores nessas condições (LIEW & COX, 

1991).  

 

2.9.1. Relação do óxido nítrico nos processos fisiopatológicos 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 folículo, o 

NO desempenha um papel na apoptose  das células da granulosa, podendo ser 

considerado um modulador local destas células (BASINI et al. 1998). O NO também 

faz parte de um sistema envolvido na maturação do oócito (YASUHIKO, 2002). 

O NO, produzido pelas Sertoli e Leydig possui relação com as células 

germinativas, demonstrada através da expressão de iNOS em meios de cultivo. A 

função deste NO produzido por estas células, ainda não está entendida, no entanto,  

este deve ter uma influência na esteroidogênese e na espermatogênese pois este alcança 

as células germinativas em todos os seus estágios (FUJISAWA, 2000). O NO também 

pode estar relacionado à função do epidídimo na estocagem, trânsito e  maturação 

espermática. Sua produção excessiva poderia ter um papel importante na infertilidade 

em machos causada pela inflamação (WISZNIEWSKA, 1997). 

 A atividade de NOS foi detectada no testículo e epidídimo de ratos, sendo que 

no epidídimo em níveis sete vezes superiores aos valores expressos no testículo 

(BURNETT et al. 1995). Houve a localização de eNOS no testículo, epidídimo e ducto 

deferente. Nos testículos, eNOS foi localizado nas células de Sertoli, Leydig e células 

germinativas anormais, sugerindo uma relação com espermatogênese e degeneração 

celular (ZINI et al. 1996). O’Bryan et al. (2000) identificaram uma função regulatória 

de iNOS no testículo normal, além de sugerir que iNOS mediaria danos na inflamação 

do testículo, apesar dos mecanismos e da importância isolada ainda  não estarem bem 

definidos, sendo necessários mais estudos. 

 Foi demonstrado que NO poderia reduzir a motilidade espermática, ou em 

concentrações inferiores, promover, in vitro, a capacitação espermática (ZINI et al, 
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1995). No entanto, outro trabalho mostrou que a concentração de nitrito no plasma 

seminal de homens não teve correlação com a motilidade espermática (REVELLI et al., 

2001). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais e local de experimentação 

O experimento foi realizado no Laboratório de Estudos em Biotecnologia 

Aplicada à Reprodução de Ovinos e Caprinos e no Laboratório de dosagens 

Hormonais do Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP de Botucatu / SP, nos 

Departamentos de Morfologia de Farmacologia e no Departamento de Microbiologia e 

Imunologia do Instituto de Biociências da UNESP de Botucatu / SP; no Departamento 

de Reprodução Animal – Laboratório de Dosagens Hormonais da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia da USP de São Paulo / SP; no Departamento de 

Patologia e no Laboratório de Imunologia da Faculdade de Medicina do Triângulo 

Mineiro – FMTM – Uberaba / MG; e na EMBRAPA, Tabuleiros Costeiros, Aracaju / 

SE. 

Foram utilizados 77 ovinos machos distribuídos em dois ensaios experimentais. 

Carneiros da raça Suffolk (grupos A e B – experimento 1) e carneiros da raça Santa 

Inês (grupos IC, I e C - experimento 02), distinção feita aos ensaios de acordo com as 

raças e as idade dos animais (experimento 01), e modelo de estresse térmico 

(insulação escrotal e criptorquidismo - experimento 02). 

A manutenção dos animais dos grupos A, B, IC e I foram feitas em Botucatu/SP 

(Lat.22o 53’S e Long. 48o 29’W) no aprisco do Laboratório de Estudos em 

Biotecnologia Aplicada à Reprodução de Ovinos e Caprinos.  Os animais do grupo C, 

estavam alocados na EMBRAPA - Tabuleiros Costeiros, Aracaju / SE, Campo 

Experimental de Queimadas, Município de Frei Paulo (Lat. 10º 33´S e Long. 37º 

32´W). 

Podem-se descrever os grupos detalhadamente da seguinte forma: 

- Grupo A – 15 carneiros Suffolk adultos contemporâneos de rebanho. Participaram 

do experimento em junho de 2000, sendo então orquiectomizados. Os animais 
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sexualmente maturos (A) estavam sendo submetidos a uma freqüência de 6 colheitas 

de sêmen diárias, por 10 dias consecutivos, com avaliações das características do 

sêmen; sendo constatado um quadro espermático dentro dos padrões de normalidade 

para a idade e para a espécie. Foram consideradas, para efeitos de apresentação de 

resultados, as 6 últimas análises anteriores à orquiectomia. Os animais foram mantidos 

em regime de confinamento, recebendo uma ração contendo concentrado com 14% de 

Proteína Bruta (PB), feno de Coast Cross e água ad libitum.  

- O grupo B – 34 carneiros Suffolk pré-púberes contemporâneos de rebanho que 

foram orquiectomizados no mês de outubro de 2000. Durante o período experimental 

foram alimentados com ração total com 60% de rolão de milho, 40% de farelo de 

algodão, mais 1% de calcário na mistura, feno de Coast Cross, sal mineral e água ad 

libitum. 

- O grupo IC – 6 carneiros Santa Inês controle da insulação  escrotal - e o grupo I - 6 

carneiros Santa Inês submetidos à insulação escrotal, sendo todos contemporâneos de 

rebanho. Os animais foram mantidos em regime de confinamento, recebendo uma ração 

concentrada com 14% de Proteína Bruta (PB), feno de Coast Cross, sal mineral e 

água ad libitum. O abate destes ocorreu em junho de 2001, no final do período de 

insulação escrotal do grupo I. 

- O grupo C – 16 carneiros Santa Inês criptorquídicos bilaterais pertencentes a 

EMBRAPA – Tabuleiros Costeiros - Campo Experimental de Queimadas – Estes 

carneiros eram criados em sistema semi-confinado; mantidos em pastagem cultivada 

durante o dia, e à noite em confinamentos. Na época de escassez de forragem, os 

animais foram suplementados ao cocho com silagem de milho (planta inteira) ao 

retornarem do campo para pernoitar. Os animais criptorquídicos foram acumulados 

durante anos no rebanho experimental da EMBRAPA e representavam uma população 

num universo de aproximadamente 1000 animais, onde eram utilizados como rufiões 

nas estações de monta com eficiência. De um modo geral apresentavam libido igual 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 condições corporais e 

sanitárias. As idades foram obtidas a partir da escrituração zootécnica dos mesmos, e 

peso vivo dos animais foi mensurado no dia anterior à orquiectomia ou ao abate 

(Tabelas  1 e 2). 

 

TABELA 1 – Número de animais (n), valores mínimos e máximos, medianas, médias e 
desvios padrão (DP), da idade e do peso vivo de carneiros da raça 
Suffolk maturos sexualmente (A) e pré-púberes (B). 

 

  n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

A 15 18,0 22,0 21,0 20,1 1,3 Idade 

(meses) B 34 2,3 3,5 2,5 2,7 0,3 

A 15 59,25 90,75 71,10 71,42 8,64 Peso 

(kg) B 34 8,25 22,10 15,70 16,02 3,16 

 
 
TABELA 2 – Número de animais (n), valores mínimos e máximos, medianas, médias e 

desvios padrões (DP), da idade e do peso vivo de carneiros da raça 
Santa Inês não insulados (IC), insulados (I) e criptorquídicos (C). 

 

  n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 6 8,8 13,0 9,9 10,2 1,4 

I 6 9,0 11,3 9,8 10,0 0,8 

Idade 

(meses) 

C 16 6,0 42,0 20,5 20,8 10,5 

IC 6 32,00 35,00 34,00 36,50 6,48 

I 6 29,00 54,00 33,50 37,75 8,98 

Peso 

(kg) 

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

 
 
3.2. Insulação escrotal (experimento 2) 

 O escroto foi envolvido por uma bolsa insuladora de material isolante térmico 

de tamanho de 26 x 21 cm, constituída de parede dupla plástica e entre estas, uma 
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camada de lã de carneiro com 1,5 cm de espessura. A porção interna, em contato com 

a pele escrotal, foi forrada por um tecido fino de algodão para evitar reações 

dermatológicas. 

 As bolsas foram fixadas na região do funículo espermático com cordas finas de 

algodão. Sobre o saco insulador, foi colocada uma bolsa de tecido como proteção e 

melhor sustentação, presa à região do funículo espermático e também a um grampo 

metálico afixado numa dobra de pele dos animais na região inguinal. A insulação 

escrotal teve duração de 96 horas (GABALDI, 2000). Adotou-se como nomenclatura 

para o momento inicial da insulação 0h e o último momento, 96h.  

  

3.2.1. Temperatura ambiente 

Para o controle da variação climática, foram registradas durante todo o período 

experimental as temperaturas mínima, máxima no aprisco a cada 24 horas decorridas a 

partir do dia anterior a insulação (0h), e a temperatura do ambiente no aprisco no 

momento em que se media as temperaturas retal e da superfície do escroto. Os dados 

foram medidos por termômetro digital localizado no corredor central dentro do aprisco 

a uma altura de 1,5 metro do piso das baias dos animais. 

 

3.2.2 Temperatura corporal e escrotal 

A temperatura retal foi obtida com um termômetro de máxima de bulbo de 

vidro (Becton Dickinson).  Foi mensurada a temperatura da superfície escrotal por 

um termômetro digital de contato (Menotemp-TFA). O sensor do termômetro foi 

colocado no interior do saco insulador, de forma que ficasse em contato com a pele, na 

região média do pólo caudal da bolsa escrotal. No grupo controle, a mensuração foi 

realizada no mesmo local, através de uma dobra de pele envolvendo o sensor. Esta 

mensuração foi efetuada entre 7h30 e 8h da manhã. 

 

3.3. Biometria testicular e epididimária (experimentos 1 e 2) 
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O perímetro escrotal (PE) em centímetros foi avaliado através de fita métrica 

posicionada na porção medial abrangendo ambos testículos e seus envoltórios. Esta 

avaliação foi realizada em um momento anteriormente à castração dos animais do grupo 

A. Nos animais do grupo B, tal procedimento não foi realizado devido à imprecisão 

causada pela proporção de lã no escroto. Para os animais do grupo IC e I, este 

procedimento foi feito antes e após a insulação escrotal (experimento 2). 

A consistência (1 a 4) e a mobilidade testicular, e o epidídimo foram avaliados 

por palpação externa nos animais dos grupos A e B (experimento 1). Pela palpação da 

bolsa escrotal e testículos, comprimindo-se com o polegar o testículo imobilizado, 

determinou-se sua consistência, convencionando-se: fibro-elástico (4); flacidez leve (3); 

flacidez moderada (2); flacidez severa (1). Estes procedimentos também foram 

efetuados antes e após o período de insulação escrotal. 

Os testículos foram obtidos por orquiectomia ou após abate, retirando-se o 

tecido conjuntivo. Separou-se o testículo do epidídimo, aferindo-se o peso individual 

do testículo e do epidídimo em balança de precisão centesimal. Em seguida, avaliou-se 

o volume real do testículo através do método de deslocamento de líquido. 

Para avaliar o volume por meio do deslocamento de líquido, num recipiente 

contendo um canal lateral, colocou-se água à temperatura ambiente até o nível do canal 

lateral, em seguida submergiu-se o testículo no recipiente. No momento em que o 

testículo era imerso, a água deslocada era armazenada numa proveta graduada, onde 

se obtinha o volume de água deslocado pelo testículo que correspondia ao volume do 

testículo. Este procedimento não foi realizado para o grupo C, devido impossibilidades 

técnicas no momento do abate destes animais. A densidade testicular foi calculada a 

partir da relação do peso e volume do órgão e expressa em g.(cm3)-1. 

 

3.4. Colheita de sêmen (experimentos 1 e 2) 

Os carneiros do grupo A foram treinados para colheita de sêmen com vagina 

artificial, modelo curto, usando como manequim uma ovelha (Mies Filho, 1987). 
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Entretanto, três carneiros condicionaram-se à colheita de sêmen com a utilização de 

outro macho como manequim.  

Durante a fase experimental os animais foram submetidos a regime de seis 

colheitas de sêmen por dia, com intervalo aproximado de uma hora entre cada colheita, 

durante um período de 10 dias, até que as reservas extragonadais de espermatozóides, 

representadas pela soma das seis colheitas diárias, se estabilizasse (BLANCHARD & 

VARNER, 1996), situação necessária para realização simultânea com os mesmos 

carneiros de outro experimento (TUTIDA, 2003) 

Os animais dos grupos IC e I tiveram o sêmen colhido diariamente através de 

eletroejaculador (DuBoi), nos três dias anteriores ao início da insulação, servindo a 

média destas como controle do momento anterior à insulação (0h). Durante a 

insulação, os animais tiveram uma colheita às 24, 48, 72 e 96 horas do início da 

insulação escrotal (momentos 24h; 48h; 72h e 96h). 

Os animais dos demais grupos pré-púberes e criptorquídicos bilaterais não 

tiveram sêmen analisados. 

 

3.5. Análise de sêmen (experimentos 1 e 2) 

Após a colheita de sêmen, foram avaliadas as características macroscópicas 

(cor e volume), sendo o frasco coletor colocado em banho-maria a 37°C. Retirava-se 

uma alíquota de sêmen e diluía-se em 1,0 mL de PBS; desta diluição colhia-se uma 

amostra e avaliava-se em microscópio óptico com contraste de fase a motilidade 

progressiva e o vigor (CBRA, 1998).  

Do sêmen colhido do grupo A, retirava-se uma amostra de 40 µL de sêmen e 

diluía-se em 8 mL de água destilada na proporção de 1:200, após a diluição avaliava-

se a concentração em mm3, com o auxílio do espectrofotômetro. Para os animais do 

grupo IC e I, a concentração espermática foi estimada após diluição em formol-salina  

(1:400)  e contagem em câmara de Neubauer.  
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A morfologia espermática foi analisada em esfregaços do ejaculado corado 

pelo método de Karras, modificado por Papa et al. (1988). Em seguida foi feita a 

contagem de 200 células em microscópio óptico (aumento de 1000X), sendo as 

alterações morfológicas classificadas conforme Blom (1973). 

 

3.6. Produção espermática (experimento 2) 

 

Com o objetivo de se comparar a produção espermática na insulação 

(experimento 2 - grupos IC e I), foi realizada técnica de contagem de espermatozóides 

por grama de tecido testicular (Pe.g-1). Para isso, foram colhidos três fragmentos do 

parênquima testicular de aproximadamente um grama cada, das porções proximal, 

medial e distal dos testículos direito e esquerdo, sendo identificados e armazenados sob 

congelação a –20°C. No momento da contagem, esses fragmentos foram 

descongelados e o peso confirmado em balança centesimal. Pesou-se o tubo vazio e 

após a adição de 5 mL de Triton X-100 e o fragmento de aproximadamente um 

grama, pesava-se novamente e a diferença entre os pesos correspondia à primeira 

diluição. Estes fragmentos foram homogeneizados em triturador com 5 mL de Solução 

de Triton X-100 (AMANN & LAMBIASE, 1969; BLANCHARD & JOHNSON, 

1997), e submetidos a sonicação por 30 segundos com o intuito de separar a cabeça e 

cauda dos espermatozóides resistentes à trituração e para limpar o campo dos restos 

celulares. Deste homogeneizado retirava-se uma alíquota de 100 µL, novamente diluía-

se em 900µL de Triton X-100 (segunda diluição, 1:10), e com o auxílio de uma pipeta 

plástica, preenchia-se a câmara de Neubauer, deixando-se em repouso para que as 

células sedimentassem e, em seguida, procedia-se a contagem das cabeças dos 

espermatozóides com o auxílio do microscópio de contraste de fase, fazendo-se quatro 

repetições, com diferença entre as leituras não superior a 10%. 

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

número de células obtido por grama de tecido na equação: 
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N x 0,05 x 1a diluição x 2a diluição = nº espermatozóides x 106. g-1 testículo 

 Para se chegar na produção espermática diária por grama de testículo, dividiu-

se o valor obtido na equação anterior pelo fator 3,65 dias. 

Posteriormente, foi calculada a média das porções proximal, medial e distal por 

testículo, e os resultados foram apresentados através da média encontrada dos 

testículos direito e esquerdo por carneiro. 

 

3.7.  Histologia testicular e da cauda do epidídimo (experimentos 1 e 2) 

 

3.7.1- Histologia 

Após orquiectomia (experimento 1 – grupos A e B) ou abate (experimento 2 – 

grupos IC, I, e C) amostras do parênquima testicular e da cauda do epidídimo foram 

fixados em ALFAC (85 partes de álcool etílico 80%, 10 partes de formaldeído 40% e 

5 partes de ácido acético glacial) durante um período de 24 horas. As peças fixadas 

foram desidratadas em série sequencial de álcool de 80 a 100%, posteriormente 

diafanizadas em xilol e incluídas em Paraplast(Oxoid). Os blocos foram cortados em 

micrótomo com espessura de 7 µ. As lâminas obtidas foram coradas em hematoxilina e 

eosina para a análise histopatológica do testículo e da cauda do epidídimo com 

avaliação panorâmica do aspecto morfológico.  

As alterações testiculares foram avaliadas de acordo com os seguintes critérios: 

presença de vacuolização intracitoplasmática, descamação das células germinativas, 

presença de células gigantes intratubulares, picnose de espermatócitos, presença de 

fibrose intersticial, mineralização tubular, hiperplasia celular intersticial e caracterização 

do infiltrado inflamatório presente. Com relação a este último critério, foi avaliada a sua 

natureza (mononuclear, polimorfonuclear ou misto) e a sua intensidade (leve, marcante 

ou severo). 
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3.7.2. Pigmentos melânicos  

Após análise histopatológica, foram identificados grânulos citoplasmáticos em 

células peritubulares, presentes na cauda do epidídimo de animais pré-púberes, sendo 

então empregadas técnicas especiais de coloração para identificação dos grânulos 

presentes. Utilizou-se a técnica de Perls para hemossiderina e ácido periódico de Schiff 

(PAS) com diastase para lipofuscina. Empregou-se ainda técnica para retirada de 

pigmento de formol para excluir esta possibilidade. Realizou-se também a técnica de 

Fontana-Masson para pigmento melânico, e em outro corte histológico retirou-se a 

melanina pelo emprego de ácido oxálico e coloração de HE (BANCROFT & 

STEVENS, 1996; PROPHET,1992). 

 

3.7.3. Histoquímica de mastócitos  

As lâminas histológicas foram submetidas a diferentes colorações com o 

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

 

3.7.3.1. Colorações utilizando somente um corante: 

♦ azul de toluidina a 1% em 20mL de álcool a 95% e 80mL de água destilada, pH 

1,0 por 5 minutos; 

♦ azul de toluidina a 1%  em ácido acético a 1%, pH 2,8, por 5 minutos. 

♦ safranina O  a 0,5%, pH 2,3  por 5 minutos 

♦ azul de alcian 8GX a 1% HCl 0,1N, pH 1,0 por 30 minutos. 

 

3.7.3.2. Colorações utilizando dois corantes simultâneos: 

♦ azul de astra a 0,5% e safranina O a 0,5% em ácido acético a 20%, pH 2,3, por 15 

minutos; 

♦ azul de alcian a 0,5% e safranina O a 0,5% em ácido acético a 20%, pH 2,3, por 

15 minutos.  
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3.7.3.3. Colorações seqüenciais: 

♦ azul de alcian 8GX a 1%, em HCl 0,7N , pH 1,0 por 30 minutos; lavar em água 

destilada; 10 minutos em HCl 0,7N ; sem lavar; colocar em safranina O a 0,5% em 

HCL 0,125N, pH 2,3,  por 5 minutos; 

♦ azul de alcian 8GX a 1%, em ácido acético a 3%, pH 2,4 por 30 minutos, seguido 

safranina O 0,5% pH 2,3 por 5 minutos. 

Todas as lâminas após o processo de coloração foram montadas com lamínulas 

para análise ao microscópio de luz. 

 

3.8. Testosterona plasmática e no tecido testicular (experimentos 1 e 2) 

As dosagens de testosterona foram feitas no Laboratório de Endocrinologia da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP / Botucatu. As extrações de 

hormônios esteróides de tecido testicular foram realizadas no Laboratório de Dosagem 

Hormonal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, USP / São Paulo.  

 

3.8.1. Testosterona plasmática 

 Neste experimento, foi realizada uma colheita de sangue por dia, por três dias 

consecutivos no horário entre 8:00 e 8:30 horas da manhã, no período anterior à 

orquiectomia ou abate dos animais, visando a dosagem e avaliação hormonal dos níveis 

de testosterona. Na insulação, os animais de ambos os grupos (IC e I), estas colheitas 

foram consideradas como o momento inicial (0h), sendo realizadas outras 4 durante a 

insulação escrotal (24h; 48h; 72h; 96h). 

As colheitas de sangue foram feitas em tubo de 10 mL heparinizado (Labnew 

Indústria e Comércio Ltda – VacuumII), através da punção da veia jugular. O sangue 

foi centrifugado a 2000xg por 15 minutos (Fanem – Centrífuga Exelsa Baby – mod. 

206-R), e o plasma separado em alíquotas e estocado a –20ºC para posterior dosagem 

hormonal. 
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As dosagens de testosterona foram realizadas por meio de radioimunoensaio 

(RIA) em fase sólida (Diagnostic Products Corporation (DPC), 5700 West 96th street, 

Los Angeles, C.A. 90045-5597) utilizando-se o 125I e contador de cintilações gama 

(Gamma Count Mod. 5500 BECKMAN). O conjunto de reagentes foi armazenado 

entre 2 e 8ºC a partir do seu recebimento até sua utilização. 

3.8.1.1. Método de determinação quantitativa de testosterona plasmática 

Cada conjunto de reagentes para dosagens possuía seis (6) padrões de 

testosterona contendo 0; 20; 100; 400; 800 e 1600 ng/100 mL. As ligações 

inespecíficas foram detectadas através do plain tube  (uncoated) em duplicata.  

As amostras de plasma avaliadas foram retiradas do freezer (temperatura de – 

20°C), ordenadas e descongeladas à temperatura ambiente. 

Todos os reagentes e amostras de plasma, após atingirem o equilíbrio térmico 

com o ambiente, foram levemente agitados antes do uso. No desenvolvimento do 

método, para os padrões e amostras desconhecidas foram usados os tubos de ensaio 

12 X 75 mm (coated tubes), previamente identificados. 

1. Foram depositados 50 µL dos padrões e dos plasmas nos respectivos 

tubos. 

2. Em seguida, acrescentou-se 1,0 mL do reagente T 125I a todos os tubos. 

3. Após leve agitação, os tubos foram colocados em banho-maria a 37ºC 

durante 3 horas. 

4. Decorrido este período, o conteúdo dos tubos foi aspirado até a completa 

remoção do iodo. 

5. Foram efetuadas as contagens da radioatividade do conteúdo de cada tubo 

em um sistema de medida gamma, por um minuto. As contagens obtidas de 

cada amostra e padrões sofreram interpolação pelo próprio programa do 

aparelho, obtendo-se assim os valores da concentração de testosterona de 

cada uma delas em ng.dL-1. 
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3.8.2. Método de quantificação de testosterona no tecido  

3.8.2.1 Preparação de vidraria para extração hormonal 

Toda a vidraria utilizada no processo de extração de hormônios do tecido 

testicular foi submetida ao processo de siliconização para que não houvesse adesão dos 

hormônios esteróides às paredes internas dos vidros. 

Esse processo tinha início com a preparação da solução de siliconização. A 

obtenção de 100 mL dessa solução dava-se pela evaporação por ebulição de 120 mL 

de tolueno até que este atingisse um volume de 99 mL, e após o seu resfriamento, fosse 

adicionado 1mL de dimetildiclorsilano (C2H3Cl2Si, Sigma). A vidraria foi enxaguada 

com a solução de siliconização, secada em temperatura ambiente, lavada duas vezes 

com metanol, colocada para secar em temperatura ambiente, estando pronta para 

utilização no processo de extração hormonal quando desaparecidas as gotículas de 

metanol de sua superfície. 

 

3.8.2.2. Extração de hormônios esteróides de tecido testicular 

As amostras de testículo foram inicialmente congeladas em nitrogênio líquido (-

196ºC) no momento posterior à orquiectomia ou ao abate. Posteriormente, foram 

mantidos em freezer (-80ºC) até o momento da análise quando foram transferidos para 

freezer comum (-20ºC). Todas as amostras do tecido testicular foram submetidas ao 

processo de extração (MANSOUR et al., 2002) em duplicata para que fossem 

posteriormente ressuspendidas em metanol e solução tampão para RIA. 

 

3.8.2.3. Pesagem das amostras 

As amostras do tecido testicular foram descongeladas, fracionadas e pesadas em 

balança digital (AL500, Marte balanças e equipamentos de precisão Ltda, BR) 

diretamente dentro de um tubo de 50 mL siliconizado. 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 

valores individuais anotados para correção de suas concentrações para ng/g de 

testículo. 

 

3.8.2.4. Homogeneização das amostras 

A homogeneização das amostras foi feita utilizando-se um dispersor de tecidos 

(Polytron, Kinematica GmbH). Cada fragmento do tecido testicular foi 

homogeneizado em 15 mL de uma solução de etanol:acetona (4:1) e a adição desse 

volume foi realizada três vezes. 

 

3.8.2.5. Extração 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 solução 

de etanol:acetona, recentrifugados por 15 minutos a 500xg e adicionados aos 

respectivos tubos de 15 mL. Esses tubos foram destinados a evaporação em banho-

maria sob fluxo de ar comprimido, até que os conteúdos remanescentes apresentassem 

aspecto oleoso. 

 

3.8.2.6. Extração em éter etílico 

Os extratos oleosos receberam 5 mL de éter etílico, 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 conteúdos destinados à evaporação sob fluxo 

de ar comprimido até que novamente se obtivesse uma substância oleosa em seus 

interiores. 
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3.8.2.7. Extração em hexano:acetonitrilo 

Os extratos oleosos obtidos da evaporação 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 são imiscíveis, cada camada foi recolhida 

separadamente (as camadas brancas que por vezes se formavam nas interfaces foram 

recolhidas juntamente com o hexano) e re-extraídas mais duas vezes pela adição de 

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

 

3.8.2.8. Finalização da amostra 

Os tubos com hexano e acetonitrilo ficavam no freezer por um período mínimo de 

1 hora antes do descarte do hexano, colocação do acetonitrilo em novos tubos de 15 

mL e sua evaporação sob fluxo de ar comprimido em banho-maria até sua redução 

máxima. Depois dessa redução os tubos eram fechados e estocados a –20°C até sua 

ressuspensão e diluição. 

 

3.8.2.9. Determinação de porcentagem de recuperação hormonal 

As porcentagens de recuperação hormonal foram obtidas sem a utilização de 

hormônio marcado por radioisótopo devido ao menor potencial de risco aos 

manipuladores das substâncias utilizadas no processo e ao ambiente. A determinação 

das porcentagens de recuperação feita com hormônios não marcados foi realizada pela 

adição de quantidades conhecidas de testosterona em extratos do tecido testicular 

obtidos pela homogeneização de aproximadamente 1 grama do tecido testicular em 

álcool e acetona (4:1) após a depleção hormonal desses extratos. 

A depleção hormonal realizou-se pela adição de 2 mL de solução de carvão e 

dextran ao extrato e agitação por um período de 2 horas. Essa mistura foi centrifugada, 
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transferida para outro tubo siliconizado, novamente depletada pelo procedimento acima 

descrito, e centrifugada (DARBRE et al., 1983; REDDEL et al., 1984.). O 

sobrenadante obtido recebeu alíquotas de 70 µL de testosterona (103ng.mL-1) para que 

após todos os passos da extração e ressuspensão das amostras se obtivesse uma 

concentração de 3,5 ng.mL-1 de testosterona (diluição de 1:40). Esses extratos foram 

submetidos ao procedimento de RIA e as concentrações determinadas foram 

comparadas com os valores considerados de 100% do hormônio adicionado para que 

pudessem ser encontrados os valores das porcentagens de recuperação de cada 

amostra. 

 

3.8.2.10. Ressuspensão e diluição de amostras 

As amostras destinadas à quantificação de testosterona foram ressuspendidas em 

1 mL de metanol e depois diluídas em tampão fosfato salino com 0,1% de gelatina 

(21,85 g de fosfato de sódio dibásico dodeca-hidratado, 5,4 g de fosfato de sódio 

mono-hidratado, 1 g de azida de sódio, 9 g de cloreto de sódio e 1 g de gelatina em 1L 

de água destilada, pH = 7) receita do tampão na proporção de 1:2.  

Os RIAs para determinação das porcentagens de recuperação de testosterona 

foram realizados com amostras ressuspendidas em 1 mL de metanol e diluídas nas 

proporções de 1:20 para testosterona em tampão fosfato salino com 0,1% de gelatina.  

 

3.8.2.11. Procedimentos de Radioimunoensaio (RIA) 

Os RIAs foram realizados conforme recomendações do fabricante Diagnostic 

Products Corporation (DPC) para os seus kits de RIA para testosterona (Diagnostic 

Products Corporation (DPC), 5700 West 96th street, Los Angeles, C.A. 90045-

5597). 
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3.8.2.12. Transformação das concentrações determinadas por RIA  

As concentrações determinadas primariamente por RIA para testosterona foram 

expressas em ng.dL-1. Para melhor adequação dos resultados ao substrato do qual ele 

foi obtido foi necessária a sua conversão para ng.g-1 do tecido testicular, e para tal, os 

resultados obtidos foram inseridos na seguinte equação: CT={(CP/P).2/(REC/100)}, 

onde: CT é a concentração tecidual, CP é a concentração primária, P é o peso da 

amostra, 2 é a constante de diluição e REC é a porcentagem de recuperação. O 

resultado dessa equação é expresso em ng.g-1.  

 

3.9. Extração e dosagem automática da histamina do testículo e da cauda do 

epidídimo (experimentos 1 e 2) 

Para a dosagem do conteúdo total de histamina no testículo e na cauda do 

epidídimo, um fragmento foi retirado da região média dos testículos, e outro da cauda 

dos epidídimos sendo pesados e posteriormente adicionados separadamente em 10 

mL de ácido perclórico 0,4N, e mantidos em geladeira por 2 horas. Após este tempo, 

a amostra foi triturada e mantida em geladeira a 4°C por 12 horas. Ao final da 

incubação, o material foi centrifugado por 20 minutos a 2500xg e o sobrenadante 

separado e congelado (-20°C) para posterior determinação do conteúdo total de 

histamina. 

 Foi utilizado o método fluorométrico de Shore et al. (1959), com as extrações e 

dosagens da histamina feitas pelo método automático, utilizando-se o aparelho 

Technicon Auto Analyser II. 

 As amostras contendo histamina foram submetidas à extração butanólica após 

adição de NaOH 2N saturado com NaCl, o que facilita a passagem da histamina para 

o butanol. A fase aquosa foi desprezada e à fase orgânica era adicionado NaOH 0,1 N 

saturado com NaCl para remover resíduos orgânicos. A fase aquosa foi desprezada e 

então, sendo adicionado HCI 0,1 N para acidificar o meio, e heptano, que facilita a 

passagem de histamina para a fase aquosa. A fase orgânica era desprezada, ficando a 
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histamina extraída na fase aquosa ácida. Após a extração, a histamina foi condensada 

com oftaldialdeído (OPT) em solução fortemente alcalina. O resultado é um produto 

fluorescente, estabilizado por acidificação com HCl 3N. Os picos de intensidade de 

fluorescência foram posteriormente mensurados para cálculo das concentrações totais 

de histamina por grama de tecido testicular e da cauda do epidídimo (SHORE et al., 

1959). 

3.10. TNF-alfa do testículo e da cauda do epidídimo (experimento 2) 

3.10.1 - Obtenção dos homogenatos de testículo e epidídimo: 

Os sobrenadantes dos testículos e epidídimos dos animais avaliados (grupos IC 

e I) foram obtidos macerando-se os respectivos tecidos em 1 mL de solução salina 

estéril sob fluxo laminar. Aproximadamente 0,8 mL foi recolhido em microtubos de 1,5 

mL e centrifugado à temperatura de 20ºC a 2500xg por 10 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi colhido e armazenado a - 80oC para posterior dosagem de TNF-α. 

 

3.10.2- Ensaio Biológico para determinação de TNF alfa  

3.10.2.1. Preparo da cultura de células L929 

 A linhagem tumoral de fibroblasto murinos denominada L929, sensível ao 

TNF, foi utilizada para o ensaio de dosagem dessa citocina. As células foram cultivadas 

em meio RPMI completo (MCCC) e mantidas por repiques semanais, em frascos de 

plástico em estufa a 37oC com atmosfera enriquecida com 5% de CO2. O meio de 

cultura de manutenção das células foi desprezado e substituído por uma solução de 

ATV (tripsina 0,2% e verseno 0,02%) para promover o descolamento das células da 

parede do frasco. Em seguida, o ATV foi desprezado, as células lavadas e 

ressuspensas em meio RPMI completo (MCCC). Após a contagem de células em 

câmara de Neubauer, a suspensão foi ajustada para uma concentração de 5 x 105  

células/mL. Volumes de 100µL dessa suspensão foram distribuídos em placas de 

microcultura de 96 orifícios e fundo plano para cultura de células. Após incubação por 

24 horas a 37oC em atmosfera constante de 5% de CO2, o meio contido nos orifícios 
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foi desprezado e substituído por 100uL de meio RPMI completo (MCCC) contendo 

Actinomicina D na concentração de 1 µg.mL-1. 

 

3.10.2.2 Ensaio de citotoxicidade: 

 Os sobrenadantes dos testículos e epidídimos obtidos conforme descrito, foram 

adicionados em volumes de 100 µL de células L929 tratadas com Actinomicina por 3 

horas. Em três orifícios, foi adicionado apenas RPMI completo (cultura controle). Após 

incubação a 37ºC em atmosfera constante de CO2 por 18 horas, os sobrenadantes 

foram desprezados e 100µL de uma suspensão de cristal de violeta (0,2% em 20% de 

etanol) foram adicionados aos orifícios por 15 minutos para fixação e coloração das 

células. Em seguida, a placa foi lavada em água por imersão, para remoção do excesso 

do corante. Posteriormente, 100 µL de lauril sulfato de sódio (SDS) a 1% em água 

destilada, foram colocados em cada orifício para solubilização das células. A leitura das 

absorbâncias de cada orifício foi realizada com filtro de 490 nm em espectrofotômetro 

automático de microplaca, modelo Multiskan. A quantidade de TNF-alfa nos 

sobrenadantes de  testículos e epidídimos foi calculada sobre a curva padrão realizada 

com TNF-alfa recombinante murino (Genzyme), empregado nas concentrações de 40 a 

4000U mL-1. 

 

3.11. Óxido nítrico do testículo e da cauda do epidídimo  (experimento 2) 

3.11.1 - Obtenção dos homogenatos de testículo e epidídimo: 

Os sobrenadantes dos testículos e epidídimos dos animais avaliados foram 

obtidos de forma semelhante ao descrito no item 3.10.1. 

 

3.11.2. Determinação da concentração de óxido nítrico 

Para que fosse possível a detecção do nitrito nas amostras de tecidos testicular 

e epididimário, foi acrescentada (88 µL do homogenato + 22 µL de TCA 50%), ácido 

tricloro acético (TCA) a 10% com posterior centrifugação a 2500xg por 20 minutos 
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para remoção do precipitado protéico para a realização do teste de Griess. A 

concentração de nitrito/nitrato foi determinada pela reação de Griess, (GREEN et al., 

1982), após a redução enzimática do nitrato a nitrito com a enzima nitrato redutase 

(Sigma N-7265) em solução de redução. A redução do nitrato nas amostras de 

homogenatos testiculares e epididimários foram feitas a 37°C (over night = 18 horas), 

com a subsequente detecção do nitrito. Para tal, 50µL do sobrenadante foram 

adicionados a 50 µL de reagente de Griess (preparado pela mistura de volumes iguais 

de sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 2,5% e 0,1% de naftilletilenodiamida em H2O), 

incubando-se à temperatura ambiente por dez minutos. A absorbância foi medida com 

filtro de 540 nm usando um leitor automático de micro placas (Biorad 2550 reader eia, 

USA). As concentrações de nitrito foram calculadas por extrapolação para uma curva 

padrão de NaNO2 e os dados expressos em nmoles de nitrito e nitrato. A reação foi 

realizada em placas de 96 poços de fundo chato (Nunc-Maxsorp, Rochester, NY, 

USA) com cada amostra em duplicata. 

 

3.12. Análise estatística  

 Os dados foram apresentados por meio de estatística descritiva apontando as 

medidas de tendência central e de dispersão de variáveis. 

Estes dados foram avaliados quanto a sua distribuição, e apresentaram 

distribuição não-normal para as variáveis estudadas.  

As variáveis foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis 

para comparação entre 2 grupos ou 3 ou mais grupos respectivamente. 

O teste de correlação de Spearman ou Friedman foi usado para análise de duas 

ou três ou mais variáveis contínuas de distribuição não-normal.  

Utilizou-se o programa estatístico Stat View™ para realização das análises. 

Consideraram-se como verdadeiras as diferenças 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, 

os dados dos animais maturos sexualmente (grupo A) e pré-púberes (grupo B) foram 

colocados agrupados no experimento 1 (comparação entre períodos reprodutivos), e 

os dados dos animais controle da insulação escrotal (IC), insulados (I) e criptorquídicos 

(grupo C) foram agrupados no experimento 2 (estresse térmico). 

4.1. Biometria testicular e epididimária (experimento 1) 

 A biometria  testicular e epididimária dos animais do grupo A e B estão 

apresentadas nas Tabelas 3 e 4. Estas mensurações tiveram o objetivo de caracterizar 

os dois grupos frente estas variáveis, não sendo, portanto, objeto de comparação entre 

estas. 

 
TABELA 3 – Número de análises (n), valores mínimos e máximos, medianas, médias e 

desvios padrão (DP), do perímetro escrotal (PE), peso do testículo e 
do epidídimo de carneiros da raça Suffolk maturos sexualmente (A) e 
pré-púberes (B). 

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

PE* (cm) A 15 29,00 40,00 33,50 33,97 2,43 

A 30 141,40 304,10 219,05 226,62 45,29 Peso testículo 
(g) 

B 68 1,28 10,78 4,06 4,75 2,35 

Peso** 
epidídimo (g) 

B 68 0,77 5,41 2,08 2,39 1,15 

Obs:* grupo B– não avaliado; ** grupo A - indisponível para análise 

 
TABELA 4 – Número de análises (n), valores mínimos e máximos, medianas, médias e 

desvios padrão (DP) do volume testicular e densidade testicular de 
carneiros da raça Suffolk maturos sexualmente (A) e pré-púberes (B). 

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

A 30 140,0 295,0 215,0 219,8 43,7 Volume 
testicular 

 (cm3) B 68 2,3 12,2 6,0 6,6 2,3 

A 30 0,999 1,067 1,029 1,031 0,015 Densidade 
testicular 
g.(cm3)-1 B 68 0,250 1,135 0,716 0,703 0,191 
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 As características médias das últimas 6 colheitas de sêmen dos animais do 

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

 

TABELA 5 - Média e desvio padrão (DP) do volume ejaculado, da motilidade, da 
concentração espermática, e a mediana do vigor em carneiros Suffolk 
maturos sexualmente submetidos a um regime de 6 colheitas diárias durante 
10 dias. 

 
Volume  

(mL) 

 Motilidade  

(%) 

 Vigor  

(0-5) 

 Concentração  

(x 106.mL-1) 

Concentração  

Total (x 109) 

média DP  média DP  mediana  média DP  média DP 

0,76 0,19  72,44 5,15  4  2,43 0,92  1,82 0,80 

 

 

4.2. Parâmetros relacionados ao modelo de insulação escrotal (experimento 2) 

 As variáveis medidas nos animais durante a insulação escrotal foram descritas a 

seguir para verificação dos resultados desta metodologia empregada em outros 

parâmetros biológicos objeto do estudo do experimento 2. 

A temperatura média local ambiental no aprisco durante o período experimental 

foi de 15,5oC, com a mínima de 4,7oC e a máxima de 18,6oC (TAB. 6; FIG. 1).  

Houve diferença estatística entre as temperaturas no aprisco no decorrer da insulação 

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

 
TABELA 6 – Temperaturas ambientais média, mínima e máxima, nos diversos 

momentos da insulação escrotal. 
 

Momento / Temperatura (°C)  

0h 24h 48h 72h 96h 

Média 13,5 12,5 14,6 17,0 19,7 

Mínima 9,0 4,7 10,7 10,2 10,0 

Máxima 13,6 14,0 15,2 18,6 20,1 
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FIGURA 1 –Temperaturas ambientais média, mínima e máxima, nos diversos momentos 
no período de insulação escrotal. 

As médias da temperatura retal não diferiram estatisticamente quando foram 

comparados os vários momentos dos grupos controle (IC) e do grupo submetido à 

insulação escrotal (I) (Mann-Whitney; p>0,40), e também durante os momentos em 

cada grupo separadamente (Friedman; p=0,30) (Anexo: TAB. 16) (FIG. 2). 

 Houve diferença significativa (Mann-Whitney; p<0,01) entre os grupos com 

relação às médias de temperatura escrotal a partir de 24h até o final da insulação 

escrotal (96h) (Anexo: TAB.16 ) (FIG. 2). Observou-se também que para o grupo 

com a bolsa escrotal insulada (I), o aumento da temperatura do escroto no decorrer 

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

o grupo controle (IC). 

FIGURA 2 – Médias das temperaturas corpóreas (retal e escrotal) de carneiros da raça 
Santa Inês não insulados (IC) e insulados (I) nos diversos momentos da 
insulação escrotal. (letras diferentes expressam diferença 
estatisticamente significativa para o momento; Mann-Whitney; p<0,01; 
temperatura escrotal) 
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Não foram detectadas alterações na biometria testicular (perímetro escrotal, 
pesos, volume e densidade) e no peso do epidídimo (TABs. 7 e 8) comparativamente 
entre os animais insulados e controle. 
 
TABELA 7 – Número de análises (n), valores mínimos e máximos, medianas, médias e 

desvios padrão (DP) do perímetro escrotal (PE), de carneiros da raça 
Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC), insulada (I) e 
criptorquídicos (C). 

 

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 6 26,00 31,00 27,50 27,83 1,78 PE inicial 

(cm) I 6 25,50 28,50 26,75 27,00 1,09 

IC 6 25,00 29,70 26,80 27,05 1,56 PE final 

(cm) I 6 25,50 28,30 27,40 27,18 0,98 

IC 12 89,80 196,00 132,95 138,06 35,58 

I 12 101,40 152,40 126,35 124,90 17,21 

Peso testículo 
(g) 

C 27 7,20 52,32 30,37 26,64 12,41 

IC 12 20,00 28,00 24,00 24,22 2,52 

I 12 17,10 29,50 21,85 22,11 3,87 

Peso 
epidídimo (g) 

C 27 3,25 12,23 7,10 6,97 2,36 

 
 
TABELA 8 – Número de análises (n), valores mínimos e máximos, medianas, médias e 

desvios padrão (DP) do volume testicular e densidade testicular de 
carneiros da raça Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e 
insulada (I). 

  

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 12 81,0 194,0 132,5 137,0 35,9 Volume 
testicular 

 (cm3) I 12 102,0 152,0 122,0 124,8 16,9 

IC 12 0,97 1,11 1,00 1,01 0,04 Densidade 
testicular 
g.(cm3)-1 I 12 0,95 1,06 1,00 1,00 0,03 

 



Resultados 
_______________________________________________________________ 

52

No momento da retirada das bolsas insuladoras, houve uma diminuição  de um 

valor inicial de grau 4 na consistência do parênquima testicular, para grau 2 

representando uma flacidez moderada em todos os 6 carneiros insulados. 

Os resultados dos parâmetros espermáticos de volume, concentrações 

espermática por mL e total,  motilidade, vigor,  defeitos maiores, menores e totais, as 

concentrações plasmáticas de testosterona  (Anexo: TABs. 17, 18, 19 e 20) (FIGs. 2, 

3, 4 e 5) e a produção espermática por grama de testículo (TAB. 9) dos carneiros do 

grupo controle (IC) e submetidos a insulação escrotal (I) foram apresentados. 

Não existiram diferenças significativas entre os grupos com relação ao volume 

ejaculado, o vigor, os defeitos maiores, as concentrações espermáticas e as 

concentrações plasmáticas de testosterona em cada momento em separado (efeito 

tratamento - Mann-Whitney; p>0,10), bem como na comparação do período total 

(interação tempo x tratamento; Friedman; p>0,10) (Anexo: TABs. 17, 18 e 19)  (FIGs. 

3, 4, 5 e 6). 

Houve uma redução na motilidade espermática nos animais insulados (I) 

apresentando uma diferença 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 diferença estatisticamente 

significativa no momento 96h, com predominância de cabeça isolada normal (Anexo: 

TAB. 18) (FIG. 4).  

 

TABELA 9 – Número de análises (n), valores mínimos e máximos, medianas, médias e 
desvios padrão (DP) da produção espermática (Pe) por grama de 
testículo de carneiros da raça Santa Inês com bolsa escrotal não 
insulada (IC) e insulada (I). 

 

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 12 26,43 39,23 35,31 33,86 4,55 Pe.g -1 

testículo I 12 26,64 39,76 34,27 33,69 4,02 
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FIGURA 3 - Medianas do volume ejaculado e da motilidade espermática e vigor 

espermáticos de carneiros da raça Santa Inês com bolsa escrotal não 
insulada (IC) e insulada (I) nos diversos momentos da insulação escrotal. 
(letras diferentes expressam diferença estatisticamente significativa para 
o momento; Mann-Whitney;  p=0,005; motilidade espermática) 
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FIGURA 4 - Medianas dos defeitos espermáticos de ejaculados de carneiros da raça 

Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I) nos 
diversos momentos da insulação escrotal. (letras diferentes expressam 
diferença estatisticamente significativa para o momento; Mann-Whitney; 
p=0,02, defeitos menores; p=0,004, defeitos totais) 
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FIGURA 5 - Medianas da concentração espermática por mL e total de 
carneiros da raça Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e 
insulada (I) nos diversos momentos da insulação escrotal. 

 

   FIGURA 6 - Medianas da concentração plasmática de testosterona de carneiros da raça 
Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I)  nos diversos 
momentos da insulação escrotal. 
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4.3. Histologia testicular e da cauda do epidídimo (experimentos 1 e 2) 

A avaliação histológica testicular não caracterizou alterações marcantes do 

ponto de vista morfológico em todos os grupos experimentais estudados. No grupo 

criptorquida, o aspecto histológico foi compatível com a condição. 

 

4.3.1. Pigmentos melânicos 

Analisou-se histologicamente 137 testículos e 107 caudas de epidídimos 

oriundos de 77 carneiros. Foram identificadas células com grânulos citoplasmáticos de 

pigmento negro em meio a células musculares que circundavam o epitélio dos  túbulos e 

no tecido conjuntivo entre os túbulos da cauda do epidídimo em 38 (55,9%) dos 68 

epidídimos dos carneiros Suffolk pré-púberes, correspondendo a 23 (60,5%) animais 

pré-púberes. Destes 23 animais, 14  tiveram pigmento negro bilateral; 9 unilaterais, 

sendo 3 na cauda do epidídimo do lado direito e 6 no lado esquerdo (FIG. 7). 

 Estas células apresentavam-se freqüentemente alongadas, por vezes com 

prolongamentos, e ocasionalmente arredondadas. Estes grânulos não se coraram pelas 

técnicas de Perls e PAS com diastase, não se tratando, portanto de grânulos de 

hemossiderina ou lipofuscina, respectivamente. Com o emprego da técnica para 

remoção de pigmento de formol, houve persistência do pigmento nas células. A seguir, 

confirmou-se pela técnica de Fontana-Masson tratar-se de pigmento melânico (FIG. 7) 

e com o uso de ácido oxálico e coloração de HE promoveu-se a descoloração do 

pigmento anteriormente. 

 

4.3.2. Histoquímica dos mastócitos 

Apesar de todos os corantes utilizados para detecção de mastócitos imaturos 

(azul de alcian e azul de astra) e maturos (safranina e azul de toluidina), não foi possível 

demostrá-los da maneira descrita pela literatura em sua forma e características usuais. 
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FIGURA 7: microscopia óptica – corte histológico da cauda do epidídimo de carneiro Suffolk pré-
púbere - Coloração Fontana-Masson; setas -grânulos de melanina; * luz do túbulo epididimário; 
(A 160x; B 320x; C 640x;  D 1.280x) 
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4.4. Dosagens de testosterona plasmática e tecidual (experimentos 1 e 2) 

Os resultados das concentrações de testosterona plasmática e do testículo 

foram apresentados a seguir. A taxa de recuperação da testosterona tecidual através da 

metodologia utilizada foi de 87,8%. 

Existe uma diferença significativa nas concentrações de testosterona plasmática 

nos animais Suffolk maturos sexualmente (grupo A) comparados aos pré-púberes 

(grupo B) (Mann-Whitney; p<0,0001). Ocorreu um comportamento semelhante na 

concentração de testosterona tecidual (Mann-Whitney; p=0,012), nas quais os animais 

maturos sexualmente apresentaram valores superiores aos pré-púberes (TAB. 10). 

 

TABELA 10 - Número de análises, valores mínimos e máximos, medianas, médias e 
desvios padrão (DP) das concentrações de testosterona (T) no plasma 
e tecido testicular de carneiros da raça Suffolk maturos sexualmente (A) 
e pré-púberes (B). 

 

T Grupo  n Mínimo Máximo Mediana ♦ Média DP 

A 15 14,43 946,13 155,55 a 281,93 284,51 Plasma* 

ng.dL-1 B 25 0,09 99,75 7,75 b  18,51 23,63 

A 30 3087,21 88115,27 9212,38 a 17656,63 22403,97 Tecido** 

ng.g -1 B 27 573,51 241794,70 3588,63 b 29558,69 57312,85 

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

 

Não houve efeito significativo da insulação (grupos IC e I), tanto sobre as 

concentrações de testosterona plasmática quanto as concentrações tecidual (Mann-

Whitney; p>0,10) (TAB. 11).  

Os animais criptorquídicos (grupo C) diferiram significativamente dos animais 

submetidos a insulação escrotal (I) e dos não insulados (IC) em ambos 

comportamentos em que a testosterona foi avaliada (Kruskal-Wallis; p<0,0001), sendo 

inferior nas concentrações plasmáticas, e superior nas concentrações teciduais (TAB. 

11).  
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TABELA 11 – Número de análises, valores mínimos e máximos, medianas, médias e 
desvios padrão (DP) das concentrações de testosterona (T) no 
plasma e tecido testicular de carneiros da raça Santa Inês com bolsa 
escrotal não insulada (IC) e insulada (I) e criptorquídicos (C). 

 

T Grupo n Mínimo Máximo Mediana♦ Média DP 

IC 6 22,34 604,50 337,67 a 331,97 238,87 

I 6 112,21 372,27 318,78 a 277,67 93,48 

Plasma 

ng.dL-1 

 C 14 66,34 400,81 147,95 b 170,83 98,75 

IC 12 1721,75 6368,78 4043,43 a 3844,11 1210,43 

I 12 1252,25 14667,25 3769,33 a 4218,68 3474,79 

Tecido 

ng.g -1 

C 19 5432,47 222994,80 20527,81 b 70327,88 81041,24 

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

 

4.5. Concentração total de histamina no testículo e cauda do epidídimo 

(experimentos 1 e 2) 

Os resultados das concentrações totais de histamina no testículo e epidídimo 

foram apresentados nas Tabelas 12 e 13.  

Existe diferença significativa nas concentrações de histamina nos testículos entre 

os animais Sufflok maturos sexualmente (grupo A) comparados aos pré-púberes (grupo 

B) (Mann-Whitney; p<0,0001), sendo superiores nos animais pré-púberes em relação 

aos adultos (TAB.  12).Os animais do grupo A não tiveram o epidídimo avaliado. 

TABELA 12 – Número de análises, valores mínimos e máximos, medianas, médias e 
desvios padrão (DP) das concentrações totais de histamina (H) no 
testículo e na cauda do epidídimo de carneiros da raça Suffolk 
maturos sexualmente (A) e pré-púberes (B). 

 

   H (ng.g-1) 

 Grupo  n Mínimo Máximo Mediana ♦ Média DP 

A 30 108,17 187,50 139,64 a 140,52 17,51 Testículo 

B 68 159,84 425,09 240,61 b 255,50 57,23 

Epidídimo B 68 334,23 2992,48 1052,17 1154,51 563,67 

♦ letras diferentes na mesma coluna expressam diferença significativa (Mann-Whitney p<0,0001) 
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Não houve diferença significativa nas concentrações de histamina na insulação 

(grupos IC e I) (Mann-Whitney; p<0,0001) tanto nos testículos, quanto nos 

epidídimos. No entanto, nos carneiros criptorquídicos (grupo C) foram detectadas 

concentrações superiores no testículo e epidídimo, diferindo significativamente dos 

animais insulados (I) e normais (IC) (Kruskal-Wallis; p<0,001) (TAB. 13). 

 

TABELA 13 – Número de análises, valores mínimos e máximos, medianas, médias e 
desvios padrão (DP) das concentrações totais de histamina (H) no 
testículo e na cauda do epidídimo de carneiros da raça Santa Inês com 
bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I) e criptorquídicos (C). 

 

   H (ng.g-1) 

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana♦ Média DP 

IC 12 127,22 257,05 179,29a 182,32 30,26 

I 12 151,82 220,69 175,21a 177,88 21,44 

Testículo 

 

C 27 226,67 770,83 280,70b 333,19 138,35 

IC 12 306,12 1260,13 591,28a 652,61 242,77 

I 12 295,35 922,42 510,44a 554,77 206,01 

Epidídimo 

C 27 1893,94 6027,67 3116,88b 3516,03 1285,71 

♦ letras diferentes na mesma coluna e mesmo órgão expressam uma diferença significativa 

(Kruskal-Wallis; p<0,0001) 

 

Correlacionando-se as concentrações de histamina do testículo com as do 

epidídimo em todos os grupos deste experimento, encontrou-se correlação positiva 

(Spearman; r=0,56; p<0,001). 

Na análise das concentrações de histamina do testículo dos carneiros com as 

concentrações de testosterona plasmática, não se encontrou uma correlação 

estatisticamente significativa por grupos individualmente. No entanto, a análise total de 

todos os animais (experimento 1 - A, B; experimento 2- IC, I, C) mostrou uma 

correlação negativa (Spearman; r=-0,34; p<0,001). 
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Considerando-se todos os animais, na análise das concentrações de histamina 

da cauda do epidídimo com as concentrações de testosterona plasmática, não se 

encontrou correlação estatisticamente significativa. Contudo, a análise por grupo 

mostrou uma correlação negativa nos animais pré-púberes (B) (Spearman;r=-0,38; 

p=0,006), nos animais submetidos a insulação escrotal (I) (Spearman; r=-0,63; 

p<0,05) e nos criptorquídicos (C) (Spearman;r=-0,37; p<0,05).  

Na análise das concentrações de histamina do testículo com as concentrações 

de testosterona tecidual, ficou demonstrada uma correlação positiva (Spearman; 

r=0,60; p=0,01) apenas nos animais criptorquídicos (C). 

 

 

4.6. Concentração de TNF-alfa do testículo e da cauda do epidídimo 

(experimento 2) 

Os resultados das concentrações de TNF-α estão apresentados na Tabela 

14. 

Não houve diferença significativa entre o grupo controle (IC) e o grupo de 

carneiros submetidos a insulação escrotal (I), tanto nos testículos, como nos epidídimos.  

 
TABELA 14 – Número de análises, valores mínimos e máximos, medianas, médias e 

desvios padrão (DP) da concentração do fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-α) nos testículos e epidídimos de carneiros da raça Santa Inês 
com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I).  

 

   TNF-α (U.g-1) 

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 12 0,00 82,00 66,50 61,25 23,18 Testículo 

I 11 0,00 214,00 50,00 59,73 60,17 

IC 12 19,00 96,00 75,50 70,42 21,27 Epidídimo 

I 12 0,00 137,00 49,50 51,42 42,46 
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4.7. Concentração de óxido nítrico do testículo e da cauda do epidídimo 

(experimento 2) 

Os resultados das concentrações de NO estão apresentados na Tabela 15. 

Não houve diferença significativa nas concentrações de NO nos testículos e nos 

epidídimos  dos carneiros submetidos a insulação escrotal (I) e controle (IC).  

 
TABELA 15 – Número de análises, valores mínimos e máximos, medianas, médias e 

desvios padrão (DP) da concentração de óxido nítrico (NO) nos 
testículos e epidídimos de carneiros da raça Santa Inês com bolsa 
escrotal não insulada (IC) e insulada (I). 

 

   NO (mmol.g-1) 

 Grupo n Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 12 4,52 15,45 9,03 9,39 3,49 Testículo 

I 11 5,61 34,68 12,17 12,88 8,05 

IC 12 3,41 14,02 8,59 8,79 3,87 Epidídimo 

I 12 6,04 27,93 11,09 12,38 6,15 

 

Nos testículos dos animais com bolsa escrotal insulada (I), foi demonstrada uma 

correlação positiva entre os níveis de TNF-α e NO (r= 0,68; p=0,03). 

Houve uma correlação negativa (Spearman; r= - 0,67; p=0,02) entre a 

motilidade espermática às 96 horas e a concentração total de NO no epidídimo dos 

animais controle da insulação escrotal (IC).  
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5. DISCUSSÃO 

5.1- Biometria testicular e epididimária (experimento 1) 

 A biometria  testicular e epididimária dos animais sexualmente maturos  e pré-

púberes estavam dentro dos padrões de normalidade para os dois grupos, com 

superioridade em todos os aspectos para do grupo maturo sexualmente (Tabelas 3 e 

4). As características seminais dos carneiros do grupo maturo sexualmente possuíam 

padrões de normalidade para a espécie ovina e idade dos animais (Tabela 5) (CBRA, 

1998). 

 

5.2 Parâmetros relacionados ao modelo de insulação escrotal 

Mesmo com as baixas temperaturas ambientais durante o experimento (Tabela 

6 e Figura 1), e um menor aumento na temperatura escrotal, foi significativa a diferença 

da temperatura escrotal entre os grupos insulado e controle (Anexo: Tabela 16) (Figura 

2). As médias da temperatura ambiental apresentaram ascendência durante os dias até 

96 horas do início da insulação. No presente trabalho, os animais submetidos à 

insulação escrotal, tiveram aumento crescente na temperatura da superfície escrotal de 

1,3oC às 24 horas, 1,5ºC às 48 horas, 2,0ºC às 72 horas e 2,6oC às 96 horas do início 

da insulação. 

 A temperatura corporal média do grupo com os escroto insulado  neste 

experimento manteve-se dentro dos parâmetros normais fisiológicos para a raça Santa 

Inês (38,8oC) considerando-se a idade, não diferindo do grupo controle (38,7oC) 

(Anexo: Tabela 16, Figura 2), efeito semelhante também encontrado por Moreira et al. 

(2001) ao utilizar a mesma raça e metodologia, permitindo evidenciar que o estresse 

térmico imposto às gônadas não teve reflexo sobre a temperatura retal. 

 Gabaldi (2000) não encontrou alterações na biometria testicular de touros após 

a insulação. Ott (1986) e Entwistle (1992) constataram a diminuição no perímetro 

escrotal, peso e tamanho testicular, com degeneração provocada por altas 

temperaturas. Em carneiros da raça Santa Inês, Moreira, et al. (2001) encontraram uma 
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redução no perímetro escrotal a partir do oitavo dia após a  insulação escrotal. No 

presente experimento, não foram detectadas alterações na biometria testicular após o 

insulto térmico (Tabelas 7 e 8), através das avaliações do perímetro escrotal (inicial - 

0h; final – 96h), e dos pesos dos testículos e epidídimos no momento da obtenção dos 

mesmos após abate comparando-se os animais com bolsa escrotal insulada e grupo 

controle. 

Em touros Nelore (GABALDI, 2000) e carneiros Santa Inês (MOREIRA, et 

al., 2001) foram relatadas a diminuição no grau de consistência do parênquima 

testicular (1 a 4) constatada após a retirada das bolsas insuladoras, semelhante aos 

dados do presente experimento, visto que todos os carneiros com bolsa escrotal 

insulada apresentaram um decréscimo no grau de consistência 4, para 2, após a retirada 

das bolsas de insulação em  relação ao momento 0h. A diminuição da consistência 

testicular não alterou, às 96 horas de insulação escrotal, o perímetro escrotal, o volume, 

o  peso e a densidade testiculares destes animais ao comparar-se com os carneiros do 

grupo controle (Tabelas 7 e 8). 

 A colheita de sêmen diária foi necessária visto que todos os animais seriam 

abatidos ao final da insulação. As mudanças encontradas nas características seminais 

durante a insulação escrotal, indicaram que houve a elevação na temperatura 

epididimária suficiente para causar alterações (Anexo: Tabelas 17, 18, 19) (Figuras 3, 4 

e 5). Houve diferença significativa somente às 96 horas após o início da insulação, 

ocorrendo uma redução na motilidade espermática (Anexo: Tabela 17) (Figura 3), e um 

aumento nos defeitos menores e totais (Anexo: Tabela 18) (Figura 4) devido ao 

aumento significativo de espermatozóides com cabeça normal decapitados, não 

ocorrendo aumento de outros tipos de patologias espermáticas. Moreira, et al. (2001) 

relatam um decréscimo na motilidade espermática logo na primeira colheita realizada no 

primeiro dia após a insulação de carneiros Santa Inês, evidenciando efeito direto da 

temperatura, e mais rápido sobre o epidídimo associado ao aumento estatisticamente 

significativo 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 trânsito do epidídimo. O efeito da temperatura induzindo mudanças no epidídimo 

e/ou espermatozóides presentes neste órgão são conflitantes, pois nos estudos 

realizados por Wildeus & Entwistle (1983) Barth & Bowman (1994) e Fonseca & 

Chow (1995) ocorreram aumento de anomalias espermáticas secundárias, 

particularmente espermatozóides decapitados e defeitos de cauda, logo após a 

insulação escrotal. Contudo, Austin et al. (1961), Ross & Entwistle (1979) e Babu Rao 

& Rao (1990) encontraram patologias no ejaculado após duas semanas do insulto 

térmico. A intensidade da injúria e fatores diversos como os ambientais podem justificar 

as diferenças, pois quanto maior e mais prolongado o insulto térmico, mais intenso 

serão as alterações do quadro espermático a ser observado. 

No presente estudo, não houve alteração nas concentrações espermáticas por 

mL e total  ao comparar os grupos de carneiros controle e insulado (Anexo: Tabela 19) 

(Figura 5). Levando-se em conta o tempo necessário para o transporte espermático 

pelo epidídimo, não houve tempo para que alterações na espermatogênese refletissem 

nas células do ejaculado. Também não deve ter ocorrido nos carneiros estudados neste 

experimento um aumento da fagocitose no epidídimo, pois em alguns relatos, a 

diminuição da concentração espermática pode ser resultado da diminuição da reserva 

no epidídimo, pelo aumento na reabsorção dos espermatozóides anormais através de 

uma fagocitose seletiva. Wildeus & Entwistle (1986), encontraram mudanças 

quantitativas na reserva espermática epididimal e na cauda do epidídimo, alterações 

qualitativas na morfologia dos espermatozóides, sugerindo que o calor testicular teve 

efeito adverso na estocagem, havendo reabsorção dos espermatozóides defeituosos.  

A queda da concentração espermática foi causada pela perda da linhagem 

espermatogênica, principalmente os espermatócitos e espermátides, sendo as células do 

epitélio seminífero mais sensíveis aos efeitos do calor (BARTH & BOWMAN,1994). 

No presente experimento, a medida da produção espermática por grama de testículo 

(Pe) não diferiu significativamente nos animais insulados (Tabela 9). O uso desta técnica 
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deu-se com a intenção de aferir alteração súbita na produção espermática, que poderia 

ser detectada in situ no momento posterior a insulação. 

No presente experimento, não houve diferença significativa da insulação dos 

carneiros tanto na concentração plasmática, quanto de testosterona testicular, mesmo 

correlacionando-se ao fator tratamento tempo (Anexo: Tabela 20) (Figura 6). 

Diferentemente de Gabaldi (2000) que em touros Nelore com bolsa escrotal insulada, 

ocorreu queda na concentração plasmática de testosterona em 48, 72 e 96 horas após 

o início do insulto térmico. 

 MINTON et al. (1981) submetendo touros à temperatura ambiente de 34oC 

por 15 dias, observaram que a concentração plasmática de testosterona não se alterou 

no sexto dia do estresse térmico, tendo apenas uma pequena queda após o 15o dia.  

Apesar das condições experimentais diferentes, Gomes et al. (1971), submetendo 

carneiros mestiços à temperatura de 32ºC por um período de 14 dias, verificaram in 

vitro uma diminuição significativa de aproximadamente 4 vezes no nível de testosterona 

em relação ao controle.  Devido à metodologia empregada no presente experimento, 

com abate dos animais após a insulação, não seria possível prever se concentração 

plasmática ou tecidual de testosterona decairia no decorrer dos dias após a insulação 

conforme relatados por Gomes et al. (1971) e Minton et al. (1981).  

No presente estudo, os ejaculados revelaram que alguns parâmetros 

andrológicos (consistência testicular, motilidade e defeitos espermáticos menores) 

indicaram a eficácia do modelo de insulação escrotal nas condições realizadas. Não foi 

objetivo do trabalho acompanhar diminuição da qualidade e retorno à normalidade do 

quadro espermático dos carneiros avaliados.  

 

5.3. Histologia  testicular e da cauda do epidídimo 

A avaliação histológica testicular não caracterizou alterações marcantes do 

ponto de vista morfológico (LADDS, 1985; BANKS, 1992). Não foi possível 

observar alterações degenerativas características no epitélio seminífero e/ou interstício 
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tais como vacuolização intra-citoplasmática, diminuição do tamanho dos túbulos ou 

acentuada variação na estratificação de camadas, descamação das células germinativas, 

presença de células gigantes intratubulares, geralmente formadas a partir da excessiva 

descamação do epitélio tubular, e picnose de espermatócitos. Algumas alterações 

degenerativas que predominam no interstício, tais como fibrose, mineralização 

peritubular ou mesmo tubular, hiperplasia celular intersticial e atividade inflamatória 

(leve, marcante ou severa) também não foram observadas de modo a caracterizar a 

preservação do parênquima testicular nos grupos de animais maturos sexualmente, pré-

púberes, com bolsa escrotal insulada e não insulada. 

 No grupo criptorquida, o aspecto histológico apresentou atrofia acentuada de 

túbulos seminíferos, concreções intratubulares e graus variáveis de hialinização tubular e 

vascular, compatíveis com a condição, também descrita por Ladds (1985). 

Wildeus & Entwistle (1983), Wildeus & Entwistle (1986) e Fonseca & Chow 

(1995) encontraram alterações histológicas causadas pelo processo de insulação 

escrotal. A degeneração testicular alterou as células da linhagem espermatogênica, 

ocorrendo picnoses nucleares e perdas na meiose, levando ao aumento do número de 

espermátides prematuras no lúmen após o estresse térmico (RAO & BANE, 1985; 

ENTWISTLE; 1992). Entretanto, os carneiros submetidos à insulação escrotal neste 

experimento, não apresentaram alteração inflamatória, ou de outra natureza tanto no 

testículo, quanto na cauda do epidídimo. Mucciolo et al. (1974) avaliaram 

histologicamente carneiros insulados por 4 dias, encontrando a maioria dos túbulos 

seminíferos com linhagem espermatogênica, células de Sertoli e Leydig perfeitamente 

íntegras do ponto de vista morfológico, sendo que apenas alguns túbulos apresentavam 

epitélio germinativo incompleto, com células gigantes ou desprovidas de núcleo na luz 

do túbulo seminífero. Pode-se supor que as diferenças entre os vários experimentos 

sejam devido às diferenças no tempo de insulação escrotal e nas temperaturas 

alcançadas no escroto dos animais insulados, o que explicaria os diferentes graus de 

lesão do ponto de vista histológico. 
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5.3.1. Pigmentos melânicos 

Blom e Christensen (1956) reportaram a melanose no epidídimo de touros. A 

incidência da pigmentação foi maior em bezerros da raça Red Danish comparadas a 

bezerros da raça Jersey, e aparentemente decresceu com a idade. Ladds et al. (1973) 

encontraram uma incidência de 21 animais em 550 touros abatidos na Austrália. A 

pigmentação era unilateral em 17 animais e bilateral em 4 touros, envolvendo o corpo 

do epidídimo em 13 touros, a cauda em 7 animais, e a cabeça em 1 destes touros. Nos 

carneiros Suffolk pré-púberes do presente experimento, foi encontrada uma alta 

freqüência (55,9%) desta  pigmentação na cauda do epidídimo (Figura 7), o que  

correspondeu a 60,5% dos animais pré-púberes. 

O significado biológico destes achados ainda não está claro. Por hipótese, pode 

estar relacionado ao período do desenvolvimento reprodutivo, semelhante ao 

observado em aves onde no período pós-reprodutivo, o pigmento de melanina e 

lipídios caem para níveis próximos do zero. No retorno da fase reprodutiva, a 

quantidade de pigmento de melanina, lipídios e colesterol no tecido elevam-se 

rapidamente atingindo novamente os valores iniciais da fase de reprodução (HORE et 

al. , 1994)  

A incidência da pigmentação aparentemente decresceu com o avanço da idade 

em bovinos (BLOM & CHRISTENSEN, 1956), o que também pode ser sugerido pela 

ausência de melanose na cauda do epidídimo em animais maturos sexualmente, 

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

 

5.3.2. Histoquímica dos mastócitos 

 Utilizaram-se vários corantes e protocolos para detecção de mastócitos, 

contudo, não foi possível identificá-los. Pode ser parte desta explicação, uma 

desestruturação destas células por alguma interferência desde o momento da colheita 
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dos testículos e epidídimos até o seu processamento final nas técnicas de preparo das 

lâminas para análise histológica com perda das proteoglicanas.  

Com o uso das técnicas empregadas neste experimento, não foi possível 

determinar a razão e o momento exato no qual algum mecanismo tenha prejudicado a 

coloração para análise desta proteoglicana nos mastócitos nas amostras destes animais. 

As alterações na composição química dos grânulos citoplasmáticos dos mastócitos em 

diferentes espécies (DVORAK, 1989) pode ser um dos motivos da negativa dos 

resultados morfológicos. Desta forma, estudos para análise morfológica específica 

dessas células em ovinos devem ser mantidos para que se tenha um entendimento da 

resposta biológica no sistema reprodutor masculino desses animais. No entanto, a 

dosagem de histamina, que será apresentada a frente, assegura a presença do 

mastócito, ficando as análises posteriores relacionadas somente à concentração deste 

mediador biológico presente nestas células.  

 

5.4. Concentrações de testosterona e histamina 

As dosagens de testosterona plasmática e tecidual tiveram por objetivo principal 

neste experimento permitir o estabelecimento de correlação com níveis teciduais de 

histamina no testículo e na cauda do epidídimo.   

Ao compararmos os animais Suffolk dos grupos pré-púberes e maturos 

sexualmente, avaliou-se dois momentos reprodutivos distintos. Houve uma maior 

concentração de testosterona plasmática e testicular nos animais maturos sexualmente 

comparada aos pré-púberes (Tabela 10). Entretanto, pode-se observar uma grande 

variação na concentração de testosterona testicular nos animais pré-púberes. A 

dispersão destes dados pode estar relacionada às mudanças no padrão de secreção de 

testosterona do período pré-púbere, uma vez que a histologia testicular permitiu inseri-

los na categoria de carneiros pré-púberes. Odell at al. (1990) comentam que na 

transição do período juvenil em ratos, existe um aumento na capacidade de resposta 

dos testículos às gonadotrofinas, causados pela diminuição de fatores inibidores e pelo 
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aumento do número de receptores intratesticulares de LH. Por hipótese, alguns 

carneiros pré-púberes poderiam estar num momento mais avançado, num início de 

transição hormonal para a puberdade, ainda não detectada histologicamente. 

 Sendo a histamina um dos principais mediadores biológicos sintetizados pelos 

mastócitos e sendo os mastócitos  a principal fonte de histamina nos tecidos, existe uma 

correlação estreita entre o número de mastócitos e a concentração de histamina nos 

tecidos. Em ratos, mastócitos peritoniais contêm 10 a 30 pg de histamina por célula, 

enquanto mastócitos de mucosa costumam conter 1 a 3 pg por célula. Mastócitos 

intrapulmonares e de tecidos linfóides em humanos possuem aproximadamente 3 a 8 pg 

de histamina por célula  (METCALFE et al., 1997).  Deste modo, a concentração de 

histamina pode ser usada como um índice da densidade de mastócitos (PADILLA et 

al., 1990; LIMA, 1999). Tendo em vista a impossibilidade das contagens fidedignas 

dos mastócitos, este critério foi usado nas análises deste experimento.  

A concentração de histamina no testículo foi inferior comparativamente à da 

cauda do epidídimo individualmente por grupo (Tabelas 12 e 13). O epidídimo 

apresentou valor superior ao testículo, com fator de diferença aproximado de 4,3 vezes 

para os animais Suffolk pré-púberes, 3,3 vezes para os animais Santa Inês controle, 

2,9 para os submetidos a insulação escrotal, e 11 vezes para os Santa Inês 

criptorquídicos. Levando-se em consideração a localização de mastócitos no tecido 

conjuntivo (THARP et al., 1987), a maior concentração de histamina nos epidídimos 

pode estar relacionada à maior quantidade de tecido conjuntivo neste tecido, em 

relação ao testículo, semelhantemente a Nistal et al. (1984) que encontraram maior 

quantidade de mastócitos no epidídimo, comparado ao testículo. 

Correlacionando-se as concentrações de histamina do testículo com as do 

epidídimo em todos os grupos deste experimento, encontrou-se correlação positiva, ou 

seja, o aumento da concentração testicular também coincide com o aumento na 

concentração de histamina na cauda do epidídimo. Nistal et al. (1984) encontraram 

uma correlação forte entre o número de mastócitos no testículo e no epidídimo, 
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sugerindo uma evolução paralela do tecido conjuntivo dos dois tecidos. 

Nos animais pré-púberes existe uma maior concentração de histamina no 

testículo comparados aos carneiros maturos sexualmente (Tabela 12), confirmando os 

dados obtidos através das contagens de mastócitos (NISTAL et al., 1984; SHIRAMA 

et al.,1988) e concentração de histamina  (LIMA, 1999) em diferentes idades ou 

estágios reprodutivos. Zieher et al. (1971) observaram em hamsters uma considerável 

diminuição da concentração de histamina intratesticular com o aumento da idade, com 

máximas concentrações no período neonato e concentrações mínimas na vida adulta.  

Lima (1999) verificou no interstício testicular de ratos que os primeiros 

mastócitos identificáveis aparecem aos 17 a 20 dias de  idade, como células imaturas 

com capacidade proliferativa. A densidade de mastócitos aumentou aos 45 dias de 

idade,  apresentando uma leve redução aos noventa dias de idade. O aumento do 

número de mastócitos no início da puberdade, bem como a  sua redução após a vida 

adulta também já foram observados no testículo e no epidídimo em humanos (NISTAL 

et al., 1984), de forma semelhante aos resultados dos carneiros deste experimento 

quando se utiliza do critério da análise pela concentração de histamina. 

Rodrigues et al. (2001)∗, utilizando-se da mesma metodologia deste trabalho, 

encontrou concentrações de histamina testicular, em dois carneiros senis, 10 vezes 

superiores aos animais maturos sexualmente, com bolsa escrotal insulada e não 

insulada, e 5 vezes comparados aos pré-púberes e criptorquídicos. Na concentração 

de histamina na cauda do epidídimo, encontrou-se superioridade aproximada em 1,5 

vezes comparados aos pré-púberes, 3 vezes aos com bolsa escrotal insulada e não 

insulada, e a metade da concentração comparados aos criptorquídicos, sugerindo que 

ocorre novo aumento de histamina na senilidade, possivelmente relacionado ao quadro 

degenerativo observados nestes animais senis. Nistal et al. (1997) também relataram 

uma tendência dos mastócitos aumentarem na cauda do epidídimo em homens acima de 

50 anos de idade.  

                                                                 
∗ RODRIGUES, A.L.R. et al. (2001) FMVZ – UNESP - Botucatu – dados não publicados 
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Existe a tendência da população de mastócitos aumentar durante o 

desenvolvimento sexual e diminuir após a vida adulta ou durante a senescência, em 

diversos tecidos. Contudo, as causas dessas variações ainda são desconhecidas.  A 

inter-relação entre o número de mastócitos e o perfil hormonal tem sido freqüentemente 

citada na literatura. É possível que a testosterona influencie a população de mastócitos 

em concentrações fisiológicas, não apenas em determinadas situações experimentais, o 

que justificaria a variação do número de mastócitos em diversos tecidos, uma vez que o 

perfil de secreção da testosterona varia significativamente durante o desenvolvimento. A 

variação do número de mastócitos nos órgãos, assim como a variação da concentração 

de histamina, podem resultar da interação entre fatores estimuladores e inibidores, 

incluindo os hormônios hipofisários e gonadais (LIMA, 1999). 

Na análise das concentrações de histamina do testículo dos carneiros do grupo 

pré-púbere e maturo sexualmente frente às concentrações de testosterona plasmática, 

não se encontrou correlação estatisticamente significativa por grupos  individualmente. 

No entanto, ao considerar o conjunto todos os animais (n=77), existiu correlação 

negativa e significativa. Este comportamento também foi encontrado em vários 

trabalhos, nos quais relataram uma correlação negativa entre a concentração de 

histamina (LIMA, 1999) ou densidade de mastócitos no tecido testicular e epididimário 

com a concentração de testosterona no plasma sangüíneo (GAYTAN et al., 1990; 

WANG et al., 1994).  

Ao analisar-se, individualmente ou todos os grupos conjuntamente, as 

concentrações de histamina do testículo dos carneiros com as concentrações de 

testosterona tecidual, não se encontrou correlação estatisticamente significativa.  

Ao confrontar as concentrações de histamina da cauda do epidídimo 

(indisponível no grupo maturo sexualmente) com as concentrações de testosterona 

plasmática, observou-se correlação negativa nos animais pré-púberes, nos 

criptorquídicos e nos animais insulados, obtendo-se uma maior intensidade nestes 
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últimos, indicativo de que o aumento da testosterona plasmática esteve correlacionada à 

diminuição de histamina na cauda do epidídimo.  

A concentração de histamina não diferiu entre os grupos com bolsa escrotal 

insulada e controle (Tabela 13). Uma possível diferença na concentração de histamina 

poderia estar acontecendo em um momento distinto de 96 horas, somente percebida ao 

utilizar-se de estudo de cinética da presença de histamina nos diversos momentos. Por 

outro lado, é possível que no modelo agudo de insulação escrotal, os mastócitos não 

tomem parte de modo marcante, como acontece em alterações crônicas de fertilidade 

relatadas (AGARWAL et al., 1987; NAGAI et al., 1992; JEZEK et al., 1999; 

MEINEKE et al., 2000; YAMANAKA et al., 2000; APA et al., 2002). Neste 

aspecto, no presente experimento, os criptorquídicos, considerados modelos crônicos e 

estáveis de degeneração testicular, apresentaram diferença significativa em relação a 

ambos os grupos controle e sob insulação escrotal, apresentando níveis superiores de 

concentração de histamina tanto nos testículos quanto na cauda do epidídimo (Tabela 

13), indicando uma maior densidade de mastócitos. 

No presente experimento, não houve diferença significativa na insulação dos 

carneiros tanto na concentração plasmática, quanto de testosterona testicular, mesmo 

correlacionando-se ao fator tratamento tempo. No entanto, nos criptorquídicos, as 

concentrações de testosterona foram inferiores para a plasmática e superior à tecidual 

testicular comparadas aos grupos submetido à insulação e não insulado.(Tabela 11). 

WU & MURONO (1994), utilizando-se de um modelo de criptorquidismo para ratos, 

descreveram um fator mitogênico produzido pelas células de Sertoli que causou nas 

células de Leydig diferenças morfológicas, aumento no número de células e índice 

mitótico, e diminuição da produção de testosterona, e de receptores de LH/hCG. In 

vitro, em co-culturas de células de Sertoli e Leydig, o aumento em 4oC levou ao 

aumento da resposta das células de Leydig ao fator mitogênico secretado pelas células 

de Sertoli, o que causou mudanças na proliferação e diferenciação das células de 

Leydig, diminuindo a produção de testosterona e os níveis de receptores de LH nestas 
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células. Estas observações in vitro sugerem que este fator explicaria as mudanças que 

ocorreram no criptorquidismo experimental in vivo (WU & MURONO, 1996). Estes 

estudos poderiam explicar a menor concentração plasmática dos animais 

criptorquídicos; todavia, para as teciduais, pode-se supor que devido a uma maior 

densidade de células de Leydig no tecido comparado ao indivíduo não criptorquida, 

visto que não existiam células germinativas nestes animais, a quantidade destas células 

por grama de tecido seria maior (Tabela 11). 

Na comparação das concentrações de histamina do testículo com as 

concentrações de testosterona tecidual ficou evidenciada uma correlação positiva 

apenas nos animais criptorquídicos, não sendo constatada qualquer correlação nos 

grupos controle e com bolsa escrotal insulada. Numa condição também patológica em 

hamsters, relatada por Mayerhofer et al. (1989), na qual a histamina estimulou a 

produção de testosterona de maneira dose-dependente somente em incubações de 

testículos atrofiados, porém este efeito estimulador não se manifestou sobre testículos 

de animais normais gonadalmente ativos.  

Diferenças entre os dados deste experimento com a literatura podem ser 

devido a diferenças na espécie e idade dos animais utilizados, visto que os mastócitos 

apresentam diferentes características histológicas, bioquímicas e funcionais, 

dependendo da espécie e do tecido estudado (BARRET et al., 1984; BEFUS  et  al., 

1985; HEAVEY  et al., 1988; BARRET & PEARCE, 1993, LIMA, 1999). A 

heterogeneidade funcional desta célula implica em variações entre as subpopulações na 

suscetibilidade aos fatores moduladores da atividade celular (BARRET & PEARCE, 

1993; KITAMURA et al., 1993). Pode-se supor que populações de mastócitos de 

espécies diferentes ou de diferentes tecidos na mesma espécie  respondam  de  modo 

diferente frente ao mesmo estímulo, em razão da heterogeneidade dos mastócitos 

relatada por vários autores, sendo portanto necessário a continuidade de estudos sobre 

este tema.  
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5.5. Concentrações de TNF-alfa e óxido nítrico (NO) 

 Está bem estabelecido que a função testicular envolve a integração celular de 

diferentes estímulos, com participação de hormônios, vitaminas, fatores de crescimento 

secretados localmente ou citocinas, moléculas de adesão célula-célula entre outros 

(SKINNER, 1991; BENAHMED, 1996).  

No presente experimento não foi caracterizada a origem celular do TNF-α e 

do NO, entretanto, sabe-se que estas substâncias desempenham um importante papel 

nas funções das células de Sertoli, Leydig e células germinativas, influenciando a 

espermatogênese (DE et al.,1993; HALES et al.,1999; BENAHMED, 1996; 

SIGILLO et al.,1999; HOEBEN et al., 1996 FUJISAWA, 2000;).  

Um tênue aumento do TNF-α no testículo inflamado e uma relação entre NO e 

infertilidade em machos causada pela inflamação também foi descrita 

(WISZNIEWSKA, 1997). Nas concentrações de TNF-α e NO, os resultados do 

presente experimento não apontam para diferenças significativas entre os grupos com 

bolsa escrotal insulada e controle (Tabelas 14 e 15), coerentes com as análises 

histopatológicas, cujos resultados não revelaram qualquer alteração inflamatória nos 

animais dos dois grupos. Estes achados tanto nos testículos quanto nos epidídimos, 

foram semelhantes a Gerdprasert et al. (2001).  

Nas condições experimentais empregadas, não foi possível evidenciar-se que a 

insulação tenha promovido qualquer efeito inflamatório nos testículos e epidídimos 

através das análises comparativas das concentrações de TNF-α e NO 

Os valores expressos nas Tabelas 14 e 15 são próximos numericamente ao 

testículo e epidídimo, contudo, Burnett et al. (1995) relataram que em ratos, a atividade 

de NOS detectada no testículo é sete vezes maior que a encontrada no epidídimo.  

Levando-se em consideração que o maior estoque espermático encontra-se na 

cauda do epidídimo (AMANN, 1981), houve correlação negativa entre a motilidade 

espermática às 96 horas e a concentração total de NO na cauda do epidídimo dos 

animais controle da insulação, dados semelhantes a Zini et al (1995) que relataram que 
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o NO poderia reduzir a motilidade espermática. No entanto, Revelli et al., (2001) 

afirmaram que a concentração de nitrito no plasma seminal de homens não teve 

correlação com a motilidade espermática.  

O’Bryan et al. (2000) identificaram uma função regulatória de iNOS no 

testículo normal, além de sugerir que iNOS mediaria danos na inflamação do testículo, 

apesar dos mecanismos e da importância deste fato ainda  não estarem bem definidos, 

sendo necessário mais estudos. O TNF-α é uma citocina estimuladora da iNOS, que 

levam à produção de NO (XIE et al., 1992; TAKEICHI et al., 1998). Nos testículos 

dos animais com bolsa escrotal insulada, foi encontrada uma correlação positiva entre 

os níveis de TNF-α e NO, sugerindo uma papel importante destes mediadores nos 

testículos submetidos a condição de estresse térmico pelo calor.  
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6. CONCLUSÕES:  

 

Conclusões específicas: 

 

 

♦ as técnicas histológicas empregadas não foram capazes de identificar os mastócitos 

do testículo e cauda do epidídimo; 

 

 

♦ houve inter-relação da melanose no tecido epididimário com período reprodutivo 

pré-puberdade; 

 

 

♦ houve correlação positiva entre as concentrações de histamina testicular e da cauda 

do epidídimo, sendo observado nesta, maiores concentrações; 

 

 

♦ na maturidade sexual, existem menores concentrações de histamina no testículo e 

na cauda epidídimo comparativamente a condição pré-púbere, não ocorrendo 

correlação das concentrações de histamina com as de testosterona plasmática e 

tecidual testicular;  

 

 

♦ para o modelo estresse térmico, as concentrações de histamina no testículo e na 

cauda do epidídimo não foram influenciadas pela insulação escrotal, porém o foram 

pelo criptorquidismo; 
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♦ ao considerar-se todos os animais estudados, houve correlação negativa entre as 

concentrações de histamina no testículo e a da testosterona plasmática; 

 

 

♦ a concentração histamina na cauda do epidídimo teve uma correlação negativa com 

a concentração plasmática de testosterona nos animais pré-púberes, sob insulação 

escrotal e criptorquídicos; 

 

 

♦ no criptorquidismo, a concentração de histamina no testículo foi correlacionada 

positivamente com a da testosterona tecidual testicular, sendo que nos grupos 

maduro sexualmente, pré-púberes, submetido à insulação escrotal e seu controle, 

nenhuma correlação existiu; 

 

 

♦ a insulação escrotal não influenciou as concentrações totais de fator de necrose 

tumoral-alfa e óxido nítrico nos testículos e na cauda do epidídimo; 

 

 

♦ nos testículos dos animais insulados, a concentração do fator de necrose tumoral-

alfa teve correlação positiva com a de óxido nítrico; 

 

 

♦ nos carneiros adultos, a concentração de óxido nítrico na cauda do epidídimo foi 

correlacionada negativamente a motilidade espermática. 
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Conclusão geral: 

 

Pelo fato da concentração de histamina refletir a população de mastócitos no tecido, e 

diversas técnicas de coloração histoquímica específicas terem sido empregadas sem 

caracterização destas células, assumiu-se que os mastócitos efetivamente estavam 

presentes nos tecidos estudados. As concentrações de histamina no testículo e na cauda 

do epidídimo foram dependentes da condição reprodutiva, sendo superiores na pré-

puberdade. Para o modelo estresse térmico, as concentrações de histamina no testículo 

e na cauda do epidídimo  foram maiores no criptorquidismo, não sofrendo influência da 

insulação escrotal. Ao considerar todos os animais estudados, houve uma correlação 

negativa entre a concentração de testosterona plasmática com as de histamina no 

testículo, entretanto, não se constatou individualmente em cada grupo experimental, 

indicando que além da testosterona, outros fatores podem estar influenciando a 

concentração de histamina no testículo; e no epidídimo, esta correlação ocorreu 

individualmente nos grupos estudados. O modelo de insulação 96 horas foi suficiente 

para causar alterações andrológicas na consistência testicular, nos parâmetros 

motilidade e defeitos espermáticos menores, porém, não evidenciou se a histamina, 

testosterona plasmática e tecidual, fator de necrose tumoral-alfa e óxido nítrico estão 

intimamente envolvidos no mecanismo de resposta ao estímulo térmico agressor. 
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TABELA 16 – Valores mínimos e máximos, medianas, médias e desvios padrão (DP) 
das temperaturas corpóreas (retal e escrotal) de carneiros da raça 
Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I) 

 

Temperatura 
(°C) 

Momento Grupo* Mínimo Máximo Mediana♦ Média DP 

IC 38,70 40,20 39,05 39,23 0,54 0h 

 I 38,70 39,80 39,15 39,20 0,36 

IC 38,40 39,50 38,70 38,80 0,39 24h 

I 38,30 39,40 39,15 38,98 0,41 

IC 38,30 39,80 38,90 38,95 0,50 48h 

 I 38,50 39,40 39,00 38,92 0,33 

IC 38,40 39,80 38,60 38,85 0,55 72h 

I 38,10 39,00 38,90 38,77 0,33 

IC 38,00 40,30 38,50 38,70 0,84 

Retal 

96h 

 I 37,90 39,10 38,35 38,37 0,41 

IC 34,00 35,00 34,45 34,45 0,41 0h 

 I 33,00 34,00 33,50 33,42 0,38 

IC 33,10 34,10 33,35 a 33,47 0,35 24h 

I 34,00 35,20 34,60 b 34,65 0,40 

IC 32,80 34,30 33,60 a 33,57 0,50 48h 

 I 34,60 35,80 35,05 b 35,17 0,45 

IC 32,70 34,40 33,95 a 33,77 0,65 72h 

I 35,40 36,20 35,90 b 35,87 0,27 

IC 33,30 35,50 33,65 a 34,00 0,83 

Escrotal 

96h 

 I 35,60 36,70 36,20 b 36,17 0,39 

* n = 6/grupo 
♦ letras diferentes na mesma coluna expressam diferença significativa para o momento;  
(Mann-Whitney; p<0,01; temperatura escrotal) 
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TABELA 17 – Valores mínimos e máximos, medianas, médias e desvios padrões (DP), 
do volume, motilidade e vigor espermático do ejaculado de carneiros da 
raça Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I). 

Parâmetro Momento Grupo* Mínimo Máximo Mediana ♦ Média DP 

IC 0,80 1,10 0,95 0,93 0,12 0h 

 I 0,50 1,10 0,90 0,88 0,22 

IC 0,60 1,00 0,85 0,85 0,15 24h 

I 0,70 1,60 0,90 0,98 0,34 

IC 0,70 1,00 0,85 0,87 0,12 48h 

 I 0,60 1,10 0,70 0,75 0,18 

IC 0,70 1,00 0,75 0,80 0,13 72h 

I 0,50 1,50 0,80 0,93 0,46 

IC 0,50 1,00 0,75 0,75 0,23 

Volume 

(mL) 

96h 

 I 0,50 1,70 0,95 1,00 0,48 

IC 80,00 90,00 80,00 83,33 5,16 0h 

 I 80,00 90,00 85,00 85,00 5,48 

IC 70,00 90,00 75,00 76,67 8,17 24h 

I 80,00 90,00 85,00 85,00 5,48 

IC 80,00 90,00 85,00 85,00 5,48 48h 

 I 70,00 90,00 90,00 86,67 8,17 

IC 70,00 90,00 80,00 81,67 7,53 72h 

I 60,00 90,00 80,00 76,67 13,66 

IC 70,00 90,00 80,00 a 81,67 7,52 

Motilidade 

(%) 

96h 

 I 50,00 70,00 60,00 b 60,00 8,94 

IC 4,0 5,0 4,0 4,2 0,4 0h 

 I 4,0 4,0 4,0 4,0 0,0 

IC 3,0 5,0 4,0 3,8 0,8 24h 

I 3,0 4,0 4,0 3,8 0,4 

IC 3,0 5,0 4,0 4,0 0,6 48h 

 I 3,0 5,0 4,5 4,3 0,8 

IC 3,0 4,0 3,0 3,3 0,5 72h 

I 2,0 5,0 4,0 3,8 1,0 

IC 3,0 4,0 4,0 3,8 0,4 

Vigor 

(0-5) 

96h 

 I 3,0 4,0 3,0 3,3 0,5 
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* n = 6/grupo 
♦ letras diferentes na mesma coluna expressam diferença significativa para o momento; 
(Mann-Whitney;  p=0,005; motilidade espermática) 
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TABELA 18 – Valores mínimos e máximos, medianas, médias e desvios padrões (DP), da 
porcentagem de defeitos espermáticos do ejaculado de carneiros da raça Santa 
Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I).  

% Defeitos Momento Grupo* Mínimo Máximo Mediana♦ Média DP 

IC 3,00 13,00 6,00 6,67 3,39 0h 

 I 5,00 8,00 6,50 6,33 1,21 

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

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

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

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

IC 3,00 12,00 8,50 8,17 3,43 72h 

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

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

Maiores 

96h 

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

IC 0,00 10,00 2,50 3,33 3,67 0h 

 I 0,00 7,00 0,50 1,83 2,79 

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

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

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

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

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

I 1,00 16,00 7,00 8,00 8,00 

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

Menores 

96h 

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

IC 5,00 16,00 9,00 10,00 4,24 0h 

 I 5,00 15,00 7,00 8,17 3,49 

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

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

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

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

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

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

IC 9,00 22,00 11,50 a 12,83 4,88 

Totais 

96h 

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

* n = 6/grupo 
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♦ letras diferentes na mesma coluna expressam diferença significativa para o momento; 
(Mann-Whitney; p=0,02, defeitos menores; p=0,004, defeitos totais ) 
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 TABELA 19 – Valores mínimos e máximos, medianas, médias e desvios padrões 
(DP), da concentração espermática do ejaculado de carneiros da raça 
Santa Inês com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I) 

 

Concentração Momento Grupo* Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 0,42 1,87 1,13 1,13 0,61 0h 

 I 0,47 1,50 1,27 1,10 0,42 

IC 0,38 2,85 2,23 1,83 1,02 24h 

I 0,25 4,85 1,39 1,73 1,71 

IC 0,48 3,91 1,85 1,97 1,97 48h 

 I 0,21 1,95 0,77 0,93 0,93 

IC 0,16 2,34 1,02 1,08 1,08 72h 

I 0,22 3,18 1,75 1,72 1,72 

IC 0,31 3,41 1,86 1,75 1,03 

sptz totais 

(x 109) 

96h 

 I 0,33 32,01 1,93 7,74 12,33 

IC 0,46 2,17 1,13 1,22 0,67 0h 

 I 0,57 1,75 1,16 1,16 0,42 

IC 0,63 2,85 2,49 2,04 1,00 24h 

I 0,31 3,03 1,36 1,60 1,21 

IC 0,53 3,91 2,32 2,20 1,23 48h 

 I 0,30 1,81 1,16 1,17 0,58 

IC 0,23 2,34 1,23 1,25 0,87 72h 

I 0,44 2,39 1,87 1,68 0,69 

IC 0,39 3,41 2,29 2,21 0,95 

sptz.mL-1 

(x 106) 

96h 

 I 0,65 5,47 1,84 2,24 1,66 

* n = 6/grupo 
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TABELA 20 –Valores mínimos e máximos, medianas, médias e desvios padrões  (DP) 
dos níveis plasmáticos de testosterona de carneiros da raça Santa Inês 
com bolsa escrotal não insulada (IC) e insulada (I)  

 

  Testosterona ng.dL -1 

Momento Grupo* Mínimo Máximo Mediana Média DP 

IC 39,41 656,14 306,36 337,11 214,63 0h 

I 150,79 432,64 276,59 278,78 116,91 

IC 51,03 391,46 102,72 146,40 125,94 24h 

I 26,30 855,31 85,71 210,01 321,74 

IC 14,74 607,22 435,20 332,79 247,19 48h 

I 10,56 739,26 490,04 423,71 260,34 

IC 32,30 449,85 128,83 200,59 169,73 72h 

I 101,31 1108,47 361,97 467,79 389,95 

IC 51,89 769,67 418,47 435,34 239,04 96h 

I 19,46 432,86 258,03 246,94 163,02 

* n = 6/grupo 
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