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Abstract. Histomorphometric and stereological analysis of testis in prepubertal rats submitted to immobilization-induced
stress. The fundamental purpose of this work was to investigate, through morphometrical and stereological analysis, the testis
structure and the spermatogenesis process of sexually immature male rats, submitted to stress from the 15° to the 45° day of
life. The animals (n=18) were randomly distributed in 2 groups: 1) control group, with animals without immobilization-induced
stress; 2) experimental group, with animals submitted to immobilization-induced stress, for 45 minutes/day, inside a zinc tube.
Following treatment, the testis were removed, weighed and submitted to the usual histological routine for the analysis in light
microscopy. Histological and histomorphometrical analysis were performed. The results demonstrated alterations in the
morphometric and stereological analysis of the animals from the experimental group, with the reduction of body and testis
weight, total testicular and parenchymal volume, volume occupied by the Leydig cells and reduction in the average of the
diameters of the seminiferous tubules. The control group showed the presence of sperm in the totality of the tubular sections
analyzed, while in the experimental group it was observed a low frequency or total absence of sperm on the lumen of the
seminiferous tubules.

Key words: stress, immobilization, rats, testis, spermatogenesis.

Resumo: A principal proposta deste estudo foi investigar, através de anéalises morfométricas e estereolégicas, a estrutura dos
testiculos e o processo de espermatogénese de ratos machos imaturos, submetidos a estresse entre o 15° e 45° dias de vida. Os
animais (n=18) foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos: 1) grupo controle, com animais ndo submetidos a indug@o de
estresse por imobilizagao; 2) grupo experimental, com animais submetidos a indugdo de estresse por imobilizagao, por 45min/dia,
dentro de um tubo de zinco. Em seguida ao tratamento, os testiculos foram removidos, pesados e submetidos a usual rotina
histolégica para analises em microscopia de luz. Anélises histolégicas e histomorfométricas foram realizadas. Os resultados
demonstraram alteragdes nas analises morfométrica e estereolégica nos animais do grupo experimental, com redugao dos pesos
do corpo e dos testiculos, do volume testicular total e do parénquima, volume ocupado pelas células de Leydig e redugao no
didmetro médio dos tibulos seminiferos. No grupo controle, observou-se presenca de esperma na totalidade das se¢oes tubulares
analisadas, enquanto que no grupo experimental registrou-se uma baixa freqiiéncia ou total auséncia de esperma no limen dos
tdbulos seminiferos.

Palavras-chave: stress, imobilizagéo, ratos, testiculos, espermatogénese.
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INTRODUCAO

O estresse é um distirbio decorrente das pres-
soes do dia-a-dia e atinge um grande nimero de
pessoas cuja qualidade de vida vem sendo prejudi-
cada. O estresse é considerado como uma reacéo
do organismo, com componentes fisicos e/ou psi-
colégicos, causada pelas alteracoes psicofisioldgicas
que ocorrem quando a pessoa se confronta com
uma situagédo que, de um modo ou de outro, airrite,
amedronte, excite, confunda ou mesmo que a faga
imensamente feliz (Lirp, 2003).

A reacgdo inadequada do individuo as exigéncias
no seu ambiente de vida desenvolve um desgaste
anormal no seu organismo o qual passa a apresen-
tar uma incapacidade cronica de tolerar, superar ou
se adaptar, com lesoes desde intranqiiilidade até es-
gotamento mental (VIEIRA & ScHULLER SOBRINHO, 1995).

O termo “estresse” foi introduzido por SEeLve
(1936) para designar uma sindrome produzida por
varios agentes nocivos, vinculada ao processo de
adaptacao. O autor concluiu que um organismo es-
taria tdo bem adaptado quanto melhor enfrentasse
e suportasse o estresse.

A resposta do organismo ao estresse envolve
interagdes complexas entre o sistema nervoso cen-
tral, endécrino, imune e comportamental que res-
pondem com ajustes em importantes funcdes com
o objetivo de restabelecer a homeostasia.

Uma diversidade de estimulos (exposigao ao éter
e procedimentos cirtrgicos, choques elétricos, na-
dar em aguas frias, captura de animais selvagens,
exposi¢ao a um comportamento desconhecido, ba-
rulho e imobilizagdo forgada) aplicados em mode-
los animais, por curtos ou longos periodos, vem sen-
do utilizada para investigar a resposta dos eixos
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e/ou
hipotalamo-pituitaria-génada ao estresse (ALMEIDA et
al.,1998a; BuariHoke et al.,2000; Aiveipa et al., 2000a;
GuyToN & HaLt, 2002; Rai et al., 2003).

Sabe-se que a atuagao dos varios hormonios re-
guladores da adaptacao do organismo ao estresse,
incluindo as beta-endorfinas e corticosteréides
adrenais modula direta ou indiretamente as funcoes
reprodutivas (WAasser et al., 1993; URDAMPILLETA &
FERNANDEZ, 1999). Vérios estudos em animais tém

demonstrado que a inibicao dos hormdnios
gonadotréficos pode causar problemas de
infertilidade ou baixa eficiéncia reprodutiva (HENNESSY
& WiLLiamson,1983; Tsumaet al., 1996, 1998); anestro,
ciclo estral irregular, cistos ovarianos, puberdade
tardia, mortalidade embrionéria e baixa taxa de ovu-
lagao (ScHOELTEN & LipTrap, 1978; BArD et al., 1982;
HENNESSY & WiLLIamsoN, 1983; Lorez-CALDERON et al.,
1990; VARLEY, 1991; Tsumaet al., 1998).

A imobilizagdo é uma das técnicas usadas para
induzir estresse em ratos e foi utilizada por Bakova
(1988), BHARIHOKE et al.(2000) AvEipa et al. (2000b)
e Raretal. (2003). Os autores observaram alteragdes
nas fungdes reprodutivas causadas pelo estresse, es-
pecialmente em animais plberes com conseqiiente
efeito na maturidade sexual. Mazaro & LamaNO-CAR-
VALHO (2001) evidenciaram o atraso na maturagao
testicular e epididimaria durante a instalagao da pu-
berdade, em ratos expostos ao estresse neonatal
(manipulagao neonatal e privagdo materna).

Assim sendo, é de muito interesse o conhecimen-
to dos efeitos adversos provocados pelo estresse,
especialmente em relagéo a reproducgao. O presen-
te estudo visa avaliar através da morfometria e
estereologia, os testiculos de ratos submetidos ex-
perimentalmente ao estresse por imobilizagao, do
152 ao 45° dia de idade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 ratos machos albinos (Rattus
novergicus albinus), pertencentes a linhagem Wistar,
resultantes do acasalamento de ratos machos e fé-
meas (1:2) oriundos do Biotério Central do Centro
de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Estadual de
Londrina. Os filhotes machos, aos 15 dias de vida,
constituiram os grupos controle (C) e experimental
(Ex), cada um composto por 9 animais.

Os animais do grupo controle (C) foram manti-
dos em suas gaiolas em ambiente adequado (22° C
e 12 horas de ciclo claro/escuro), recebendo agua
e ragdo ad libitum.

Os animais do grupo experimental (Ex) foram
imobilizados diariamente, do 152 ao 452 dia de vida,
no periodo da manha, individualmente, durante 45
minutos, dentro de um tubo de folha de zinco com
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4 ou 5 cm de didametro e comprimento regulével de
acordo com o comprimento do animal (Fig.1).

3 e
Figura 1. Tubos confeccionados com folha de zinco para imobiliza
¢do dos animais do grupo experimental (Ex).

Os animais foram pesados e sacrificados no
46¢ dia de vida (n= 9 ratos/grupo). Todos os pro-
cedimentos realizados neste estudo foram apro-
vados pelo Comité de ética em experimentagao
animal /UEL (Reg. n2 33/05). Os testiculos e
epididimos foram coletados, pesados e fixados em
solucdo alcodlica de Bouin. Posteriormente, pro-
cedeu-se as etapas de desidratagao, diafanizagao
e inclusdo em resina plastica (Paraplast; Oxford-
Labware, St. Louis— MO, USA). Secgodes
histolégicas de 5mm de espessura foram coradas
através da técnica de Hematoxilina e Eosina (HE).

Analise morfométrica

A andlise morfométrica dos testiculos consis-
tiu na determinagédo dos pesos testiculares abso-
lutos e relativos, na determinagédo dos didmetros
médios dos tibulos seminiferos e no célculo do
volume testicular total.

Para o célculo do didmetro tubular, em
micrémetros, foram medidas 30 seccdes transver-
sais de tubulos seminiferos, por testiculo, com au-
xilio de micrémetro ocular acoplado ao micros-
cépio de luz binocular, em aumento final de 100
X. Os cortes foram rastreados, e as seccoes de
tibulos seminiferos foram medidas de forma
seqliencial, evitando-se a analise repetida dos

campos.O volume testicular total foi calculado
subtraindo-se o peso da albuginea e do mediastino
testicular do peso bruto do testiculo, ou seja, o
equivalente a 6,5% do peso do testiculo (FraN-
¢A,1991).

Anélise estereolégica

Os volumes testiculares, do parénquima e do
tecido intersticial foram obtidos a partir das den-
sidades (porcentagens) no volume destes compo-
nentes nos testiculos. As densidades dos volumes
foram calculadas com a utilizacdo de ocular
integradora de 100 pontos, num aumento final de
100 vezes, totalizando a contagem de 3000 pon-
tos para cada testiculo. Os valores, em termos
percentuais, do parénquima e do tecido intersticial,
foram assim estabelecidos.

Além disso, foi calculado o volume testicular
ocupado pelas células de Leydig, com o auxilio de
ocular integradora de 25 pontos acoplada ao mi-
croscopio de luz, num aumento final de 1000 ve-
zes, totalizando 1000 pontos por testiculo.

Anilise histolégica

Para a andlise histolégica as secgdes
histolégicas dos testiculos dos animais de ambos
os grupos foram analisadas em microscépio 6ptico
e foram computadas as freqiiéncias dos tipos ba-
sicos de células da linhagem germinativa em 50
seccoes tubulares por testiculo examinado de
acordo com LeBLoND & CLERMONT (1952) e Dym &
CLErMONT (1970).

Anélise estatistica

Para a anélise estatistica foi utilizado o progra-
ma computacional S.A.S (Statistical Analysis
System) GraphPad InStat. Os dados foram sub-
metidos ao teste nao-paramétrico de Mann-
Whitney, com nivel de significancia igual a 5%, com
o objetivo de comparar as alteragdes
morfométricas e estereoldgicas entre os animais
dos grupos controle e experimental.

As diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05 (*), de significancia moderada
quando p<0,01 (**), e altamente significativas
quando p<0,001 (***).
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RESuLTADOS

A Figura 2 apresenta a variacao da média de peso
corporal, expresso em gramas (g), durante o trata-
mento (152 ao 45° dia de vida), dos grupos controle
(C) e experimental (Ex). A anélise dos dados permi-
tiu verificar que houve uma diminui¢ao de peso
corporeo estatisticamente significativa do grupo ex-
perimental (Ex) em relagao ao grupo controle (C)
ao final do tratamento. Constatou-se uma reducéo
de 18% no peso corporal dos animais estressados
por imobilizagao.

200
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Tratamento (dias)

HH .
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Figura 2. Variagdo de peso corporal, dos grupos controle (C) e

experimental (Ex), durante o tratamento.

A anélise dos dados morfométricos dos tibulos
seminiferos testiculares permitiu verificar que hou-
ve uma redugao significativa do peso testicular dos
animais do grupo experimental (Ex) em relagao ao
grupo controle (C) (Tab. 1). Foi observada uma
reducdo de 23% no peso testicular dos animais
estressados por imobilizagdo. Quanto ao diametro
tubular, os animais estressados também apresen-
taram valor significativamente menor que os do gru-
po controle (Tab. 1).

A andlise dos dados estereoldgicos dos tibulos
seminiferos testiculares mostrou que houve uma
redugao significativa nos valores médios do volu-
me testicular total e volume do parénquima nos
ratos submetidos ao estresse por imobilizagdo em
relagdo aos animais do grupo controle (Tab. 1).
Quanto ao volume testicular ocupado pelas célu-
las de Leydig, o grupo estressado por imobilizagao
apresentou valor significativamente menor que o
grupo controle (Tab. 1).

Tabela 1. Médias relativas aos pardmetros estereoldgicos e
morfométricos dos grupos controle (C) e experimental (Ex), (n =9
ratos/grupo; Média + Desvio padrdo).

PARAMETROS GRUPO CONTROLE  GRUPO EXPERIMENTAL
Peso testicular (g) 0,87+0,08 0,67 £0,05 ***
0,81+£0,08 0,62 £ 0,04 ***

Volume testicular total (mL)

Volume tibulos seminiferos 0,4647 £ 0,0674 0,3194 + 0,0336 ***
(mL)
Volume tecido intersticial
(mL)
Volume Células de Leydig
(mL)

Didmetro médio (pm )

0,3446 £ 0,0473 0,3037 +£0,0420

0,0258 + 0,0040 0,0154 +0,0027 ***

203,78 £7,51 192,19 £5,34 ***

Andlise Histoldgica

O epitélio seminifero dos testiculos dos animais
do grupo experimental (Ex) mostrou-se organizado
e exibiu, ao microscépio de luz, caracteristicas
peculiares ao epitélio padrao de testiculo de ratos
normais de idade correspondente (C).

A freqliéncia dos tipos basicos de células da
linhagem germinativa computada em 450 secgdes
tubulares examinadas nao apresentou diferencga
significativa em relagdo a do grupo controle
(Tab.2).

Tabela 2 - Freqiiéncia dos tipos basicos de células da linhagem
germinativa, em termos percentuais, por 450 secc¢des tubulares
examinadas em ratos dos grupos controle (C) e experimental (Ex),
(n = 9 ratos/grupo; Média + Desvio padrao).

GRUPOS
TIPOS CELULARES C x
Espermatogdnias 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00
Espermatécitos 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00
Espermatides jovens 73,20 £6,42 70,67 £8,94
Espermatides tardias 42,00+9,27 45,78 £ 9,56
Espermatozéides 99,6 + 0,45 89,1 +£10,19
Binucleares 0,00+ 0,00 4,67 £5,00
Multinucleares 0,00 + 0,00 0,89 +1,45
Células de Sertoli 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00

Ambos os grupos apresentaram, na totalida-
de das sec¢des analisadas, espermatogonias,
espermatécitos primarios nas fases de pré-
leptéteno/leptéteno e paquiteno e células de
Sertoli. As espermatides encontravam-se proxi-
mas a luz do tibulo seminifero. Nos testiculos
dos animais do grupo experimental constatou-
se a presenca de formagdes binucleadas e
multinucleadas de espermatides em fases preco-
ces da espermiogénese (Fig. 3).
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Figura 3. Fotomicrografia de sec¢do tubular de rato do grupo
Experimental. Formagdes binucleares e multinucleares de
espermétides sdo constantes nesse grupo (setas largas).
Espermatogonias (eg); espermatécito primério (ep); célula de Sertoli
(se); célula de Leydig (CL). Observar auséncia de espermatozéides
no limen tubular (*). Coloragdo HE. 400X.

Na regido central de alguns tdbulos (limen)
puderam ser observados os espermatozéides, pro-
duto final do processo de espermiogénese. O gru-
po controle (C) apresentou espermatozéides na
totalidade das sec¢des analisadas, as quais se as-
semelhavam as de um animal pubere (Fig. 4). Ainda
que os animais do grupo experimental (Ex) apre-
sentassem alguns tibulos contendo espermato-
z6ides, estes se apresentaram em quantidade re-

duzida (Fig. 5).

Figura 4. Fotomicrografia de sec¢do tubular de rato do grupo Controle
(C). Limen tubular com espermatozéides (*). Coloragao HE. 450X.

Figura 5. Fotomicrografia de secgédo tubular de rato do grupo Expe-
rimental. Ldimen tubular com quantidade escassa de
espermatozéides (*). Coloragdo HE. 400X.

DiscussAo E CONCLUSAO

Muitas formas de estresse podem afetar a fertili-
dade masculina e a reproduc¢ao. Ha evidéncias de
que fatores ambientais, quer sejam quimicos, fisicos
ou emocionais, podem adversamente afetar as fun-
¢oes testiculares em humanos (STEINBERGER, 1978).

A literatura mostra que em ratos adultos ocorre
um déficit na performance sexual em resposta a es-
timulos estressores aplicados durante as duas pri-
meiras semanas de vida (BREIGEIRON et al., 2003).
Segundo os autores, nesta fase, o eixo HPA e as vias
neuronais cerebrais ndo estao amadurecidos, e acre-
dita-se que alteragoes ocorridas neste periodo pos-
sam se refletir na vida adulta. Mazaro & LamaNO-CAR-
VALHO (2001) evidenciaram o atraso na maturagao
testicular e epididimaria durante a instalagéo da pu-
berdade em ratos expostos ao estresse neonatal
(manipulagado neonatal e privagdo materna). ALMEIDA
et al. (2000b) observaram em seus estudos que, apds
prolongado estresse por imobilizagdo desde a pré-
puberdade (40 dias de idade) até a puberdade (55
dias de idade), ratos machos apresentaram aumen-
to da performance sexual mas reduc¢ao da fertilida-
de quando atingiram a maturidade sexual.

Nao ha dividas, atualmente, que o estresse pode
interferir nas fungdes reprodutoras uma vez que a
atuacao dos hormonios reguladores da adaptagao
do organismo ao estresse modula direta ou indire-
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tamente as fun(;()es reprodutoras. Dessa forma, as
possiveis alteragdes causadas pelo estresse se insta-
lardao quanto mais cedo ocorrer a estimulagao
aversiva.

ALmEIDA et al. (1998b), imobilizando ratos ma-
chos pré-puberes (40 dias de idade) por 6h/dia
durante 60 dias, observaram redug¢&o no peso cor-
poral, mas nenhuma alteragao significativa no peso
testicular. Em contrapartida, Bajkova (1988) obser-
vou redugé@o no peso dos érgaos reprodutivos (tes-
ticulos, epididimos e vesiculas seminais) em ratos
machos imobilizados por 7 dias (2,5 h/dia). Rai et
al. (2003) também observaram redu¢ao no peso
dos testiculos de ratos machos estressados por
imobilizacdo durante 60 dias (4h/dia). No presen-
te estudo, diferencgas significativas foram observa-
das entre os valores médios dos pesos corporal e
testicular dos ratos submetidos ao estresse por
imobilizagdo em relagdo aos animais do grupo con-
trole. Estas variagoes refletem o efeito causado pelo
estresse em animais pré-puberes pois os pesos
corporal e testicular dos animais estressados fo-
ram reduzidos em 18% e 23%, respectivamente.

O grupo submetido ao estresse por imobiliza-
cao também demonstrou menor relacdo do volu-
me do parénquima testicular, o que pode justificar
a reducao no seu volume testicular total em com-
paragdo aos ratos do grupo controle (RocHa &
Havasti, 1984). Estas variagdes refletem o compro-
metimento dos testiculos dos animais estressados.

E relatado na literatura (McGrapy, 1984; ALMEIDA
et al.,, 1998b; Rai et al., 2003) que o estresse pode
promover atrofia tubular seminifera em roedores
de laboratério. O presente estudo concorda com
estes resultados sob o ponto de vista estereolégico
e morfométrico. A reducéo nos didmetros tubulares
foi verificada nos testiculos dos animais submeti-
dos ao estresse por imobilizagdo em relagdo aos
animais do grupo controle. Embora a anélise
morfométrica aponte para uma possivel atrofia
tubular nos testiculos destes animais, a morfologia
tubular seminifera manteve-se integra (PoNTEs et
al,,2004) assim como a freqiiéncia dos tipos basi-
cos de células da linhagem germinativa.

ALMEIDA et al. (1998a) demonstraram significante
diminuigdo tanto de LH como de testosterona

plasmatica e uma diminuigéo significativa na pro-
dugdo de espermatides maduras e de concentra-
¢ao de espermatozéides na cauda do epididimo em
ratos estressados por imobilizagao. Estas observa-
¢oes levaram os autores a concluir que a diminui-
cado do estado androgénico de ratos estressados
pode ser responsavel, pelo menos em parte, por
deprimir a espermatogénese, visto que a ac¢édo
estimulatéria do FSH e da testosterona sao neces-
sarios para iniciar e manter o processo. No entan-
to, quando aplicado sobre ratos machos desde a
pré-puberdade (40 dias de idade) até o comeco da
puberdade (55 dias de idade) o estresse cronico
por imobilizagdo aumentou significativamente a
testosterona plasmética, mas atrasou a maturac¢ao
testicular (ALMEIDA et al., 2000a). Ral et al. (2003)
observaram redugao na populagao de espermatides
estudando os efeitos do estresse por imobilizagao
na espermatogénese de ratos albinos. Estes resulta-
dos indicam que o estimulo estressor provavelmen-
te tem uma agao diferente no eixo gonadal durante
as diferentes fases do desenvolvimento sexual
(AwmeibA et al., 1988b). Além disso, estas discrepan-
cias nos resultados sobre a freqiiéncia dos tipos de
células germinativas nos varios estudos que utiliza-
ram agentes estressores se devem as diferencas
entre o tempo no qual o animal foi submetido ao
estimulo estressor e idade do animal & época do
experimento.

O estado morfofuncional da gonada masculina,
ap0s o estresse repetido (1h/dia de imobilizagao du-
rante sete dias consecutivos), pode ser verificado
através de métodos morfohistoquimicos e testes
plasmaticos (PeLLEGRINI et al., 1998). Os autores ob-
servaram diminui¢ao no nivel plasmético de
testosterona demonstrando que estresse repetido,
mesmo por duragao temporaria, é capaz de influ-
enciar diretamente ou indiretamente o estado
morfofuncional das referidas glandulas. Em nosso
estudo nao fizemos dosagem hormonal, porém cal-
culamos o volume testicular ocupado pelas células
de Leydig, produtoras de testosterona, e observa-
mos reducdo significativa no grupo experimental em
relacdo ao grupo controle, estando de acordo com
Bajkova (1988), cujas andlises revelaram uma dimi-
nuicdo no nimero de células de Leydig.
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Apesar de nao signiﬁcativas, constatamos nos tes-
ticulos dos animais estressados, a presenca de for-
mac¢des binucleadas e multinucleadas de
espermatides em fases precoces da espermiogénese.
A presenca de tais formagdes no grupo estressado
comprova relatos anteriores (Bajkova, 1988) de que
o estresse por imobilizacdo pode causar degenera-
¢oes no epitélio seminifero. Estas formagdes sdo
conseqiiéncias de defeitos nas pontes intercelulares
que normalmente existem entre as células, acarretan-
do aincapacidade das mesmas de se separarem du-
rante a espermiogénese. Sendo assim, elas acabam
coalescendo ou sofrendo cariocinese sem citocinese
(MiracLIA et al.,1990; MiRAGLIA & Havasti ,1993).

Como descrito por Saksenaet al. (1979), aos 45 dias
ja é possivel encontrar espermatozéides na luz dos
tibulos seminiferos, uma vez que a quantidade de
espermatozoéides vai aumentando com a idade. Nosso
grupo controle comprova tais achados. Porém, a re-
dug¢do na quantidade, ou a total auséncia, de
espermatozoéides no limen tubular dos testiculos dos
animais do grupo experimental estdo de acordo com
os relatos de ALveDA et al. (1998b) e Bajkova (1988)
que observaram uma redugdo na concentragao de
espermatozéides armazenados na cauda do epididimo
de ratos machos apés tratamento pelo estresse por
imobilizagao na fase pré-pubere sugerindo um possi-
vel atraso na instalagdo da puberdade nestes animais.

Dos resultados obtidos em nossas condicoes ex-
perimentais, podemos concluir que a imobilizagao
atua como agente estressor e, conseqijentemente,
afeta as funcoes testiculares em ratos.

As alteragdes morfométricas e estereoldgicas nos
testiculos dos animais submetidos a imobilizacéo,
associadas a baixa freqiiéncia ou a total auséncia de
espermatozéides no limen dos tibulos seminiferos
dos animais estressados sugerem um possivel atra-
so na maturacao testicular nos animais submetidos
ao estresse durante 30 dias antes da instalacdo da
puberdade.
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