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RESUMO 

 

 

TEIXEIRA RIBEIRO, Carina. Avaliação dos efeitos imediatos e tardios em testículos e pênis 

de ratos adultos submetidos ao estresse crônico por imobilização antes e após a puberdade. 

2018.  125 f.  Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de 

Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do estresse crônico nos testículos e 

pênis de ratos pré-púberes e adultos, e avaliar se possíveis alterações podem ser revertidas 

quando a indução do estresse é cessada. Os animais foram imobilizados em cilindros opacos de 

plástico por duas horas diárias durante seis semanas para simular uma situação de estresse 

crônico. Setenta e seis ratos foram divididos em oito grupos dependendo do tipo de tratamento 

(controle ou estressado), da idade em que o estresse foi iniciado (pré-púbere, 4 semanas de 

idade) ou (adulto, 10 semanas de idade), e do tempo de avaliação (imediato ou tardio). Os 

animais estressados de avaliação imediata (ECI4, n=10 e ECI10, n=9) foram analisados 24 

horas após o último estímulo estressor, enquanto que os animais estressados de avaliação tardia 

(ECT4, n=10 e ECT10, n=9) foram avaliados 6 semanas após o último estímulo estressor. 

Outros animais de mesma idade foram usados como grupo controle (CI4, CT4, CI10 e CT10) 

mantidos sem água e alimento pelo mesmo período de tempo dos animais dos grupos 

estressados. Experimento aprovado sob protocolo CEUA/004/2015. Os animais foram pesados 

antes e após o término do tratamento. Antes da morte do animal, o sangue foi coletado para 

análise da testosterona sérica e os espermatozoides coletados da cauda do epidídimo para 

avaliação da concentração, motilidade e viabilidade. Os testículos foram fixados em Bouin por 

24 horas e pós-fixados em formaldeído a 3,7%, processados em blocos de parafina e corados 

em H&E. Os cortes foram fotografados em diferentes aumentos para análises do diâmetro do 

túbulo seminífero, altura do epitélio seminífero, densidade volumétrica e volume absoluto das 

estruturas do túbulo seminífero e do estroma. O pênis foi fixado em formaldeído a 3,7% e a 

porção média foi utilizada para análise histomorfométrica. Secções transversais dessa região 

foram coradas com Tricrômico de Masson para avaliação da área do corpo cavernoso (com e 

sem túnica albugínea), área da túnica albugínea e densidades das estruturas cavernosas. Corado 

com fucsina resorcina de Weigert com prévia oxidação para avaliação das fibras do sistema 

elástico. As médias dos grupos foram comparadas pelo teste T de Student e considerado 

significativo quando p<0,05. Os ratos do grupo ECI4 apresentaram redução do peso corporal e 

do diâmetro dos túbulos seminíferos. Os ratos do grupo ECI10 mostraram várias reduções 

funcionais (nível de testosterona e parâmetros de espermatozóides) e morfológicas (peso 

testicular, diâmetro dos túbulos seminíferos e estruturas do corpo cavernoso). Os ratos do grupo 

ECT4 mostraram aumento do peso corporal e das densidades volumétricas e absolutas do 

compartimento intertubular, e diminuição da densidade volumétrica do compartimento tubular 

e das fibras do sistema elástico no corpo cavernoso. O grupo ECT10 apresentou redução da 

viabilidade dos espermatozóides e aumento da área da túnica albugínea do corpo cavernoso. O 

estresse crônico induziu alterações testiculares e penianas antes e após a puberdade. As 

alterações foram mais significativas quando o estímulo estressor foi induzido na idade adulta, 

porém se recuperam quase completamente após longo período sem estresse. Já nos animais pré-

púberes as alterações parecem ser permanentes. 

 

 

Palavras-chave: Estresse crônico. Morfometria. Ratos. Testículo. Pênis. 
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ABSTRACT 

 

 

TEIXEIRA RIBEIRO, Carina.  Evaluation of the immediate or later effects in testicles and 

penis of adult rats submitted to the chronic stress by immobilization before and after puberty. 

2018.  XX f.  2018.  125 f.  Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – 

Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2018. 

 

The aim of this study was to investigate the effects of chronic stress on the testes and 

penis of prepubertal and adult rats and to assess possible alterations could be reversed when 

stress induction is ended. The animals were immobilized in opaque plastic cylinders for two 

hours daily for six weeks. Seventy six rats were assigned into eight groups depending on the 

type of treatment (control or stressed), of the age at which the stress was initiated (prepubertal, 

4 weeks of age) or (adult, 10 weeks of age), and the time of evaluation (immediate or late). The 

stressed animals for immediate evaluation (ECI4, n = 10 and ECI10, n = 9) were analyzed 24 

hours after the last stressor stimulus, whereas the stressed animals for late evaluation (ECT4, n 

= 10 and ECT10, n = 9) were analyzed six weeks after the last stressor stimulus. Other animals 

the same age were used as controls (CI4, CT4, CI10 and CT10) kept free, without food and 

water for the same period of the animals of the stressed groups. Experiment approved under 

protocol CEUA/004/2015. The animals were weighed before and after the end of treatment. 

Before the death of the animal, the blood was collected for analysis of the testosterone and the 

spermatozoa collected from the tail of the epididymis for evaluation of concentration, motility 

and viability. The testes were fixed in Bouin for 24 hours and postfixed in 3.7% formaldehyde, 

processed in paraffin blocks and stained by H&E. The sections were photographed at different 

magnifications for analysis of the seminiferous tubule diameter, height of the seminiferous 

epithelium, volume density and absolute volume of the seminiferous and stromal structures. 

The penis was fixed in 3.7% formaldehyde and its mid-shaft was used for histomorphometric 

analysis. Cross sections of this region were stained with Masson's Trichomic to evaluate the 

area of the corpus cavernosum (with and without the tunica albuginea), area of the tunica 

albuginea and densities of the cavernous structures. It was stained with Weigert's resorcin-

fuchsin with previous oxidation to evaluate the elastic system fibers. The data were organized 

and the mean of each group were analyzed and compared by Student's t-test. The rats of the 

ECI4 group had a reduction in body weight and diameter of the seminiferous tubules. The rats 

of the ECI10 group showed several functional and morphological (testicular weight, diameter 

of the seminiferous tubules and structures of the corpora cavernosa) reductions. The rats in the 

ECT4 group showed increased body weight and of intertubular compartment volumetric and 

absolute densities and reducing tubular compartment volumetric density and fibers of the elastic 

system in the corpus cavernosum. The ECT10 group presented reduction of sperm viability and 

increased area of the tunica albuginea of penis. The chronic stress induced changes in testicles 

and penises before and after puberty. Nevertheless, the alterations were more significant when 

the stress stimuli were induced in adulthood; however, these animals recovered almost 

completely after a long time without stress. Already in the prepubertal animals the alterations 

appear permanents. 

 

 

Key-words: Chronic stress. Morrphometric. Rat. Testicle. Penis.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

Todo organismo para manter o perfeito funcionamento de suas funções orgânicas, 

dispõe de um complexo mecanismo homeostático (Chrousos and Gold 1992). No entanto, 

quando o organismo é submetido a qualquer evento capaz de provocar um desequilíbrio das 

suas funções, a isso denomina-se de estresse (Schneiderman, Ironson et al. 2005). Fatores 

psicológicos estão entre as causas mais comuns relacionados ao estresse no homem, em que as 

principais causas são decorrentes de perdas, pressão no trabalho, divórcio, desemprego entre 

outros (Schneiderman, Ironson et al. 2005; Shields and Slavich 2017). Tais condições podem 

induzir o surgimento de várias enfermidades e ou distúrbios como ansiedade, depressão, 

problemas cardiovasculares, doenças autoimunes, obesidade, síndrome metabólica e problemas 

reprodutivos (Nordkap, Jensen et al. 2016; Shields and Slavich 2017).  

O estilo de vida estressante do homem está correlacionado a inúmeros problemas de 

saúde (Schneiderman, Ironson et al. 2005; Shields and Slavich 2017). A saúde sexual e 

reprodutiva é bastante afetada e muitos casos de infertilidade em casais estão relacionados ao 

estresse (Sheiner, Sheiner et al. 2003). No homem, por exemplo, o estresse pode provocar baixa 

qualidade dos espermatozoides e disfunção erétil (DE) (Hedon 2003; Janevic, Kahn et al. 2014). 

Estudos que correlacionam o estresse a problemas de fertilidade masculina ou a problemas de 

ereção, foram realizados em homens ou em modelo animal adulto. O que ainda não se conhece 

é se o estresse aplicado na infância (antes da maturidade sexual) pode causar os problemas 

masculinos supracitados. Um estudo mostra que crianças afetadas por eventos estressantes 

desenvolvem danos persistentes no eixo hipotalâmico-hipofisário-adrenal, havendo liberação 

suprafisiológica do hormônio liberador de corticotrofina (CRH) na idade adulta. Este hormônio 

é o responsável pela indução e liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), que 

estimula a liberação via ação no córtex adrenal, dos hormônios do estresse, os glicocorticóides 

(Heim, Newport et al. 2000).   

Decorrente dessa relação negativa entre o estresse e problemas sexuais e reprodutivos 

masculinos, os estudos nessa temática se intensificaram. Dentre os órgãos do sistema reprodutor 

masculino, os testículos foram os mais estudados. Isso porque os testículos são os órgãos 

responsáveis pela produção dos espermatozoides e do principal hormônio masculino, a 

testosterona. Por serem, também, órgãos com intensa atividade proliferativa, são mais 

vulneráveis às situações de estresse (Kanter, Aktas and Erboga 2013). Esta vulnerabilidade 

pode prejudicar a produção e a qualidade dos espermatozóides, condições condinzentes com 
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subfertilidade masculina. Aproximadamente 15% dos casais em todo o mundo apresentam 

problemas de infertilidade, sendo que os homens são responsáveis por 20-30% dos casos e 

contribuem para 50% dos casos em geral (Agarwal, Mulgund et al. 2015). A avaliação da 

qualidade do sêmen é o primeiro passo para diagnosticar infertlidade masculina (Ahmadi, 

Yasemi et al. 2014). Muitos fatores estão relacionados à redução da espermatogênese e a 

alterações dos espermatozoides, e essa situação vem se agravando ao logo do tempo. Alguns 

estudos mostraram que fatores relacionados ao estilo de vida do homem, dentre eles o estresse, 

vêm contribuindo para essa estatística negativa sobre à fertilidade masculina 

(Durairajanayagam 2018). O estresse tornou-se, portanto, um fator de risco considerável para 

saúde reprodutiva (Sheiner, Sheiner et al. 2003). 

Outro importante problema masculino, em que o estresse também é considerado uma 

das principais causas, é a disfunção erétil. A DE é definida como a incapacidade de atingir e/ou 

manter uma ereção peniana suficiente para uma relação sexual satisfatória (Yucel, Keskin et al. 

2017). A DE pode acometer homens de qualquer idade, no entanto, é maior com o avanço da 

idade (50 a 100% em homens acima dos 70 anos) e em homens abaixo dos 40 anos de idade 

esse índice chega aos 10%, considerado um índice preocupante para essa faixa etária (McCabe, 

Sharlip et al. 2016). Entretanto, o pênis ainda é muito pouco estudado sob estresse crônico.  

No entanto, o grau de injuria no sistema reprodutor masculino sob estresse crônico 

depende de uma série de fatores, principalmente em relação ao tipo, a intensidade e a duração 

do estresse, bem como a natureza do estressor e as características individuais do organismo 

afetado (por ex.: genética, idade, metabolismo, etc) (Schneiderman, Ironson et al. 2005). 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Morfofisiologia do testículo 

 

 

Os testículos dos mamíferos são órgãos possuem tanto uma função endócrina, com 

síntese e liberação de hormônios esteroides com destaque para a testosterona, quanto de uma 

função exócrina com produção e liberação dos gametas masculinos (espermatozoides). Seu 

desenvolvimento inicialmente ocorre na cavidade abdominal, e no decorrer do desenvolvimento 

esses órgãos deixam esta cavidade para então se alojarem no escroto. Ao fazerem isso, os 

testículos levam consigo um saco de membrana serosa, derivada do peritônio, que possui uma 

lâmina visceral, que envolve os testículos, e outra parietal denominada de túnica vaginal. Ainda 

trazem as fáscias espermáticas interna e externa derivadas dos músculos transverso do abdomen 

e do oblíquo abdominal externo, respectivamente, e a fáscia cremastérica derivado do músculo 

oblíquo abdominal interno (Russel et al. 1990; Richard L. Drake 2015).  

Estruturalmente, os testículos possuem uma capsula de consistência mais densa, 

composta principalmente por tecido fibroso, denominada de túnica albugínea. Esta por sua vez 

possui não somente uma função protetora do parênquima testicular, mas também está 

relacionada com a regulação da pressão intratesticular e do fluxo sanguíneo, como da 

movimentação espermática através de contrações rítmicas. Isso deve-se ao fato da túnica 

albugínea conter células contráteis (Svingen and Koopman 2013).  

Internamente, os testículos ainda são divididos em compartimentos tubular e 

intertubular (parênquima testicular). O primeiro compreende os túbulos seminíferos que são 

constituídos de uma maneira geral por túnica própria, epitélio seminífero e lúmen. A túnica 

própria delimita os túbulos seminíferos externamente, sendo composta por membrana basal, 

fibras colágenas e células mióides. Já o epitélio seminífero é composto por células da linhagem 

espermatogênica e por células de Sertoli. As células da linhagem espermatogênica são 

compostas por espermatogônias, células diploides localizadas na região basal, que sofrem 

sucessivas divisões mitóticas para então originarem a camada subsequente de células, 

conhecidas por espermatócitos primários, células também diploides. Estas por sua vez realizam 

a primeira divisão meiótica originando os espermatócitos secundários (células haploides), que 

sofrem a segunda divisão meiótica para dar origem as espermátides. Por fim, estas sofrem 
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sucessivas modificações até se transformarem em espermatozoides, processo este denominado 

de espermiogênese (Figura 1). Durante as sucessivas modificações das espermátides até sua 

transformação final em espermatozoide, ocorre perda citoplasmática passando a possuir um 

formato mais alongado. A partir daí, ocorre a formação da cauda ou flagelo do espermatozoide 

que permite a sua mobilidade. Nesta fase também há formação da cabeça do espermatozoide 

onde fica localizado o núcleo com o material genético, o DNA. Uma importante estrutura, 

também desenvolvida neste processo, o acrossomo, fica localizado acima da porção rostral da 

cabeça do espermatozoide. Esta é uma estrutura essencial para o sucesso da fertilização, pois 

secreta enzimas indispensáveis que permitem a entrada dos espermatozoides ao oócito. Os 

espermatozoides então formados são liberados para o lúmen tubular e deste, por mecanismo de 

propulsão, são direcionados à rede testicular. Esta estrutura conecta-se aos ductos eferentes que 

desembocam na primeira porção do epidídimo, a cabeça, seguindo para o corpo e finalmente à 

cauda do epidídimo. O epidídimo então é o local onde os espermatozoides adquirem a 

motilidade e maturação, ficando armazenados até o momento da ejaculação (Russel et al. 1990; 

Cooper 2007; Junqueira, Carneiro 2008). 

As células de Sertoli, como mencionada anteriormente, são células do epitélio 

seminífero que possuem sua base aderida à lâmina basal do túbulo seminífero e suas 

extremidades apicais são dirigidas ao lúmen tubular. Estas células envolvem as células da 

linhagem espermatogênica como um mecanismo de sustentação. Após a puberdade, as células 

de Sertoli passam a ser o principal componente estrutural dos túbulos seminíferos, isolando o 

microambiente tubular através da formação da barreira hematotesticular e tendo como função 

fundamental o suporte físico e nutricional das células germinativas em desenvolvimento e, 

ainda, isolando os espermatozoides de atividades e agentes autoimunes (Griswold 1998; Alves, 

2013). 

O compartimento intertubular, também conhecido como espaço intersticial ou estroma, 

preenche os espaços entre os túbulos seminíferos. Este compartimento é constituído por nervos, 

vasos sanguíneos e linfáticos e por uma vasta população de células que incluem macrófagos, 

mastócitos, células conjuntivas indiferenciadas, fibroblastos e principalmente células de Leydig 

(Russel et al. 1990; Junqueira, Carneiro 2008). Estas são as mais abundantes deste 

compartimento e são as responsáveis pela síntese de testosterona e estradiol a partir do estímulo 

do hormônio luteinizante (LH) (Dombrowicz, Sente et al. 1996). As células de Leydig começam 

a se proliferar logo após o nascimento sob estímulo do LH e permanecem quiescentes até a 

puberdade. Na puberdade ocorre grande proliferação celular com aumento da síntese de 

testosterona (Dombrowicz, Sente et al. 1996; Zhou, Kudo et al. 1996). Na idade adulta, as 
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células de Leydig possuem uma população estável com raríssima divisão e morte (Teerds, de 

Rooij et al. 1989). Os hormônios androgênicos além de serem responsáveis, na fase fetal, pela 

diferenciação dos órgãos genitais masculinos, na puberdade são responsáveis pelo surgimento 

dos caracteres sexuais secundários e pelo processo espermatogênico (Dombrowicz, Sente et al. 

1996; Zhou, Kudo et al. 1996). 

 Os testículos são irrigados pela artéria testicular, um ramo da aorta abdominal. A artéria 

testicular possui formato helicoidal formando algo semelhante a um cone vascular no cordão 

espermático. Ao penetrar no testículo, a artéria se ramifica em várias arteríolas responsáveis 

pela distribuição de oxigênio e nutrientes necessários às funções endócrinas e exócrinas do 

órgão, bem como para a manutenção da sua citoarquitetura. A drenagem dos testículos é 

realizada por um conjunto de veias denominado plexo pampiniforme, que envolvem a artéria 

testicular no cordão espermático. Estas veias também participam do controle da 

termorregulação testicular. Outra parte da drenagem é realizada por vasos linfáticos testiculares 

que drenam para linfonodos aórticos laterais e linfonodos pré-aórticos. Já a inervação dos 

testículos é oriunda do plexo nervoso testicular, que contém fibras parassimpáticas vagais 

aferentes viscerais e fibras simpáticas do segmento T7 da medula espinal (Keith, Moore 2011; 

Richard L. Drake 2015). 
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Figura 1. Imagem esquemática do corte longitudinal do testículo (A), seguido pela imagem 

ampliada do corte transversal de um túbulo seminífero (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda. (B) Epitélio seminífero: célula de sertoli (CS), espermatogônia (EPG), espermatócito primário 

(ESTP) e espermátide (EPT). Espermatozoide (ESPZ). Espaço intersticial: célula de Leydig (CL). PAS, 

1000x. 

Fonte: (A) adaptado de NETTER FH, 2011. (B) A autora, 2013. 
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1.2 Morfofisiologia do pênis 

 

 

No homem o pênis é composto por três corpos de tecido erétil, um corpo esponjoso e 

um par de corpos cavernosos, uretra e glande. Os corpos cavernosos, localizados dorsalmente, 

são tecidos eréteis constituídos por fibras musculares lisas (principal componente), por uma 

matriz intersticial formada principalmente por colágeno e fibras do sistema elástico, vasos 

sanguíneos, linfáticos, sinusóides revestidos por endotélio e nervos. São ainda envolvidos por 

uma bicamada de tecido conjuntivo denso, a túnica albugínea. Esta possui uma camada externa 

com fibras direcionadas longitudinalmente, enquanto que a camada mais interna possui fibras 

disposta de forma circular (Figura 2). A partir desta, são irradiadas fibras para o interior do 

corpo cavernoso formando os pilares intracavernosos que suportam os sinusóides (Goldstein 

and Padma-Nathan 1990; Hsu, Hsieh et al. 2004; Costa, Carrerete et al. 2006; Yiee and Baskin 

2010). Os corpos cavernosos possuem um sulco ventralmente onde localiza-se o outro tecido 

erétil, o corpo esponjoso. O corpo esponjoso, no entanto, é um tecido erétil com maior 

quantidade de fibras do sistema elástico, sinusóides maiores e uma túnica albugínea mais fina 

que o envolve (Yiee and Baskin 2010). A uretra peniana, canal comum à passagem da urina e 

do sêmen, passa através do corpo esponjoso. O meato uretral externo (abertura externa da 

uretra) se abre sobre uma superfície ventral na glande. Esta estrutura por sua vez é a continuação 

do corpo esponjoso que se molda à porção final dos corpos cavernosos, formando a extremidade 

distal do pênis. A borda da glande que se junta à porção final dos corpos cavernosos é conhecida 

por coroa da glande. A túnica albugínea que envolve os corpos cavernosos e o corpo esponjoso 

é ainda circundada por uma fáscia profunda, a fáscia profunda do pênis. Superficial a esta ainda 

há uma outra fáscia, denominada de fáscia superficial do pênis, sendo então encoberta por pele 

(Hsieh, Liu et al. 2012). 

O suprimento sanguíneo do pênis é fornecido por três principais artérias: cavernosa, 

dorsal e bulbouretral. Todas estas são pares e originárias do ramo da artéria pudenda interna. Já 

a drenagem venosa é realizada principalmente por uma veia dorsal profunda que corre entre as 

duas artérias dorsais, localizada na fáscia profunda do pênis logo acima da túnica albugínea. 

Esta veia recebe drenagem a partir dos dois terços distais do corpo cavernoso através de veias 

emissárias e, também, das veias circunflexas do corpo esponjoso (Yiee and Baskin 2010). No 

entanto, um pequeno par de veias dorsais são encontradas profundamente à veia dorsal 

profunda, que recebem de forma independente drenagem de veias emissárias (Hsu, Hsieh et al. 

2003). O suprimento nervoso é proveniente de nervos pudendos que suprem a inervação 
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somática motora e sensorial. Já os nervos cavernosos combinam fibras aferentes parassimpática 

e visceral responsáveis pelo suprimento nervoso do tecido erétil (Yiee and Baskin 2010).  

A ereção peniana envolve um complexo mecanismo neuroendócrino, vascular e 

estrutural (Dean and Lue 2005). De forma sucinta, a ereção peniana ocorre da seguinte forma: 

para o aumento do influxo sanguíneo, a resistência vascular é diminuída e o sangue flui através 

das artérias cavernosas e helicíneas, havendo ingurgitamento dos sinusoides, expansão e 

alongamento das estruturas cavernosas. Já o relaxamento do músculo liso envolve ação da 

acetilcolina, do óxido nítrico neuronal (nNO) e endotelial (eNO), prostaglandinas e ação do 

componente sacral parassimpático (S2-S4). Com a liberação do nNO nas terminações das fibras 

nervosas genitais durante a excitação sexual, o relaxamento do músculo liso é então iniciado. 

A saúde do endotélio também é um fator importante, pois determinará a contribuição do eNO 

para o processo de ereção. O relaxamento do corpo cavernoso também é regulado pelo 

monofosfato cíclico de guanosina (cGMP). Outro mecanismo importante envolve a ação da 

túnica albugínea que se estende e aumenta a pressão intracavernosa. Esta expansão e aumento 

da pressão intracavernosa comprimem as veias subtunicais contra o túnica albugínea, causando 

aprisionamento de sangue no corpo cavernoso, referido como mecanismo de veno-oclusão. O 

pênis torna-se então rígido e ereto. O retorno do pênis ao estado flácido envolve uma ação 

reversa em que ocorre contração muscular lisa  através da ação da fosfodiesterase tipo 5 (enzima 

responsável pela destruição do cGMP), redução do fluxo sanguíneo arterial e liberação do 

mecanismo veno-oclusivo (van Driel 2015). As estruturas penianas são ainda moduladas por 

ação hormonal, principalmente por andrógenos. Estes possuem um papel importante na 

manutenção das estruturas penianas e no mecanismo da ereção. Deficiência desses hormônios 

estão implicados principalmente com alterações estruturais e comprometimento da ereção 

(Wang, Xu et al. 2015). A integridade das estruturas supracitadas, associada ao complexo 

mecanismo neuroendócrino e vascular, é fundamental para o sucesso da ereção (Dean and Lue 

2005).  

O pênis do rato é dividido em raíz, corpo e glande. O corpo do pênis e a glande se 

conectam em um ângulo reto. O corpo do pênis é constituído por um corpo cavernoso, um corpo 

esponjoso, uretra peniana, uma veia dorsal, um par de pequenas artérias dorsais e nervos 

(Seyam, Kattan et al. 2012). A matriz do corpo cavernoso é predominantemente constituída por 

tecido conjuntivo (Pinheiro, Costa et al. 2000). A glande possui a uretra do pênis, corpo 

cavernoso da glande, corpo esponjoso da uretra, elementos fibrocartilaginosos e um osso 

peniano (Murakami 1987).  
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Figura 2. Ilustração do corte transversal do pênis humano. 
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1.3 Estresse crônico e sua ação sobre os testículos e pênis 

 

 

Existem dois tipos principais de estresse: agudo e crônico. O estresse agudo é 

caracterizado por promover menos agressão ao organismo, e as eventuais alterações que podem 

ocorrer são consideradas de natureza temporária. Já o estresse crônico possui um poder de 

agressão maior, pois o organismo é submetido a eventos estressantes por períodos prolongados, 

e isso pode decorrer com sequelas permanentes mesmo após o término do estímulo estressor 

(Garcia-Diaz, Gomez-Quiroz et al. 2015). Entender e estudar as alterações que o estresse 

crônico pode causar nos diferentes sistemas orgânicos é um desafio para a ciência. Na tentativa 

de elucidar tais alterações biológicas, são empregadas diversas metodologias para simular uma 

situação de estresse crônico. Com uso de modelos animais para experimentação, principalmente 

o rato, são empregados, em sua maioria, métodos físicos e psicológicos de estresse crônico. 

Dentre esses, ao mais utilizados têm sido a restrição de movimentos (imobilização), natação 

forçada, frio, calor, choque elétrico, retirada precoce da prole ao convívio da mãe e poluição 

sonora (Almeida, Petenusci et al. 2000; Schneiderman, Ironson et al. 2005; Saki, Rahim et al. 

2009; Rasooli, Taha Jalali et al. 2010; Jalali, Saki et al. 2012; Priya and Reddy 2012; Nirupama, 

Devaki et al. 2013; Garcia-Diaz, Gomez-Quiroz et al. 2015). No entanto, antes de uma 

abordagem sobre os estudos que mostram os potenciais efeitos deletérios do estresse crônico 

sobre os testículos e pênis, órgãos alvo deste estudo, uma breve descrição morfofuncional 

desses órgãos se faz necessária para melhor compreensão das alterações biológicas que o 

estresse crônico pode causar.  

O estresse crônico é capaz de alterar as estruturas e o funcionamento dos testículos e 

pênis. O mecanismo pelo qual atua é bastante complexo e diversificado. Uma das alterações 

mais conhecida, talvez a mais importante, é a ativação do eixo hipotalâmico-hipofisário-adrenal 

(HPA). Quando isso ocorre, o hipotálamo libera dois neurotransmissores (fator liberador de 

corticotrofina e arginina vasopressina) que irão estimular a hipófise anterior a sintetizar e liberar 

o hormônio adrenocorticotrópico (ACTH). Este hormônio é liberado em concentrações 

elevadas na corrente sanguínea, e irá agir sobre o córtex da adrenal estimulando-a a liberar 

concentrações, também elevadas, de hormônios glicocorticoides (Armario 2006; Stephens and 

Wand 2012). O aumento circulante desses hormônios está associado com desordens 

metabólicas. Em ratos cronicamente estressados, os valores dos níveis plasmáticos de 

corticosterona começam aumentar nos primeiros 30 minutos de indução do estresse, e este valor 

permanece elevado até 60 minutos ainda sob estímulo estressor. Depois deste período, com o 



26 
 

organismo ainda sob estímulo estressor, os valores séricos da corticosterona começam a 

declinar se aproximando aos valores normais (Yazawa, Sasagawa et al. 1999). Mesmo em 

períodos mínimos de 4 dias e máximo de 60 dias vistos em vários estudos, o estresse crônico é 

capaz de elevar os níveis plasmáticos de corticosterona. Sendo assim, a dosagem da 

corticosterona sérica é bastante utilizada como marcador de estresse. Entretanto, deve-se ter 

cuidado, pois a corticosterona permanece elevada somente por algum período sob estresse como 

mencionado anteriormente.  

 O aumento da corticosterona circulante pode afetar a síntese de outro hormônio, a 

testosterona. A supressão da produção de testosterona pode estar relacionada a ação dos 

glicocorticoides através da ligação a receptores no hipotálamo, que diminui a liberação do 

hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH). Isso faz com que ocorra diminuição, pela 

hipófise, da liberação do hormônio luteinizante (LH) e também do hormônio folículo 

estimulante (FSH) (Dubey and Plant 1985; Kamel and Kubajak 1987; Ulrich-Laiand Herman 

2009). Entretanto, nem sempre são encontradas alterações dos níveis de LH e FSH após 

sucessivas sessões de estresse (Almeida, Petenusci et al. 1998; Nordkap, Jensen et al. 2016). 

Outro mecanismo envolvido com a supressão da testosterona é através da ação direta dos 

glicocorticoides, também via receptores, localizados nas células de Leydig, afetando então sua 

capacidade esteroidogênica, seja através do bloqueio dos receptores responsivos ao LH, ou 

através de alterações moleculares que afetam as enzimas esteroidogênicas responsáveis pela 

biossíntese da testosterona (Charpenet, Tache et al. 1982; Lin, Yuan et al. 2014). Outro fator 

envolvido está relacionado à indução da apoptose das células de Leydig, que naturalmente leva 

à diminuição da síntese de testosterona (Whirledge and Cidlowski 2010). Portanto, uma vez 

que as células de Leydig são responsáveis pela síntese e liberação da testosterona, qualquer 

agressão a elas pode ter impacto direto sobre a fertilidade. Uma análise ultraestrutural da célula 

de Leydig de ratos cronicamente estressados mostrou que houve alterações em suas organelas, 

com a presença de alta condensação da cromatina, dilatação do retículo endoplasmático, 

inchaço mitocondrial, partículas maiores de lipídios, grande depósito de lipofucsina e aumento 

dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) intracelular (Wang, Wang et al. 2012). Ainda, 

Wang et al. observaram que embora tenha ocorrido aumento dos níveis de corticosterona com 

depleção dos níveis de testosterona, não houve alteração do número das células de Leydig. Isto 

sugere que a redução da capacidade estereoidogênica das células de Leydig pode ser devido a 

alterações moleculares sem apoptose (Wang, Wang et al. 2012).  

Um estudo mostra que ratos após serem estressados por imobilização apresentaram 

redução de 44% dos níveis séricos de testosterona com comprometimento da espermatogênese, 
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ocasionando um progressivo decréscimo das células germinativas totais com retardo da 

maturação das espermátides, seguida por diminuição da concentração espermática (Potemina 

2008). Outro fator associado à supressão da função testicular com danos espermatogênicos é o 

fato das células espermáticas em estágios VII e VIII do ciclo espermatogênico serem altamente 

sensíveis ao hormônio (Hill, Anway et al. 2004; Mahmoud, Mahmoud et al. 2009). Ainda, a 

testosterona é essencial para a conversão das espermátides arredondada em espermátides 

alongadas, para se transformarem em espermatozoides (O'Donnell, McLachlan et al. 1994).  

Estudos experimentais em ratos também mostram que o estresse crônico por 

imobilização por vários períodos de 20, 40, 50 ou 60 dias promove aumento da peroxidação 

lipídica com diminuição da motilidade, viabilidade e concentração espermáticas e aumento de 

espermatozoides anormais (Priya and Reddy 2012; Garcia-Diaz, Gomez-Quiroz et al. 2015). 

Almeida e colaboradores (1998) mostraram que animais pré-púberes imobilizados por seis 

horas diárias durante 60 dias, portanto, até a idade adulta, também exibiram comprometimento 

da produção espermática, com diminuição de 16% das espermátides maduras com consequente 

redução de 32% da concentração espermática por epidídimo.  

 Associadas às alterações bioquímicas e hormonais vistas anteriormente, estão as 

mudanças estruturais. A diminuição do diâmetro do túbulo seminífero e da altura do epitélio 

seminífero foram vistas em ratos adultos depois de seis horas de estresse durante 32 dias (Bitgul, 

Tekmen et al. 2013). Utilizando uma outra fonte estressora, como exposição crônica à uma 

condição de hipóxia hipobárica (simulando ambientes em altas altitudes que possuem baixa 

pressão atmosférica), foram observadas diminuição da altura do epitélio seminífero com 

diminuição de elementos celulares, vacuolização das células epiteliais e dobramento da 

membrana basal (Farias, Bustos-Obregon et al. 2005). Estresse térmico a uma temperatura de 

43ºC por seis dias consecutivos em ratos, revelou sérios danos estruturais nos testículos. Um 

dia após o término do estresse as células germinativas apresentaram-se separadas um das outras 

com subsequente presença de espaços irregulares no epitélio seminífero. Quando analisados 14 

dias após houve diminuição bem significativa do diâmetro do túbulo seminífero, sendo que 

alguns túbulos apresentaram destruição das células da camada germinativa, restando somente 

as células de Sertoli. Entretanto, estas alterações foram menores depois de 35 dias do último 

estímulo estressor com regeneração de túbulos apresentando espermatócitos primários, mas 

com presença ainda de vacuolização e espessamento da membrana basal. Este estudo reforça a 

hipótese que maiores danos podem se manifestar algum tempo depois do estímulo estressor (no 

caso, 14 dias depois), mas que períodos maiores de avaliação (35 dias) há progresso na 

recuperação dessas lesões. Ratos jovens imobilizados por duas horas durante sete dias não 



28 
 

apresentaram alterações quanto ao peso testicular e níveis séricos de testosterona (Yazawa, 

Sasagawa et al. 1999), enquanto ratos adultos imobilizados por três horas durante 40 dias 

exibiram redução do peso testicular e da testosterona sérica (Wang, Wang et al. 2012). 

O estresse crônico também pode afetar a integridade dos constituintes penianos e alterar 

sua função. É relatado que homens que possuem uma rotina estressante são mais propensos a 

falhas na ereção peniana, como já mencionado (Hehemann and Kashanian 2016; Song, Kim et 

al. 2016). Distúrbios de ansiedade e depressão, condições que comumente são precedidas por 

eventos estressantes, aumentam o risco de disfunção erétil (Hedon 2003; Sahin, Urkmez et al. 

2017). Embora a prevalência de DE aumente com a idade, estudos mostram que homens com 

menos de 40 anos de idade sofrem cada vez mais de tal disfunção (Papagiannopoulos, Khare et 

al. 2015). Crianças e jovens também sofrem de estresse, principalmente de origem psicogênica 

(Tal, Voelzke et al. 2009; Teicher and Samson 2016). Contudo, não há conhecimento se isso 

pode ter impacto sobre a função sexual na juventude e ou na idade adulta. Em adolescentes, o 

estresse psicológico é considerado o fator mais preponderante relacionado à disfunção erétil 

(Tal, Voelzke et al. 2009; Teicher and Samson 2016). Os estudos relacionam fatores de risco 

orgânicos ou psicogênicos associados à DE, mas considerando esses fatores aplicados no 

homem adulto. Não há estudos que correlacionem estresse durante a infância a problemas 

sexuais futuros. Como comentado anteriormente, estudos comprovaram que indivíduos 

submetidos a fatores estressantes na infância podem comprometer permanentemente a atividade 

do eixo hipotalâmico-hipofisário-adrenal aumentando a liberação do CRH.  

É bem conhecido que estresse crônico reduz os níveis plasmáticos de testosterona, como 

já mencionado (de Souza, Silva et al. 2012). A testosterona possui um importante papel na 

modulação e manutenção das estruturas penianas, como também no mecanismo neuroendócrino 

e vascular descritos anteriormente (Traish 2009). Alterações estruturais no corpo cavernoso do 

pênis com redução do músculo liso, aumento de fibrose e disfunções endoteliais e nervosas 

foram associadas à supressão de testosterona (Traish and Kim 2005; Wang, Xu et al. 2015). 

Estas alterações são ainda condizentes com as encontradas em situações de DE (Dean and Lue 

2005). A testosterona atua por várias vias na manutenção dessas estruturas. Por exemplo, é 

responsável pela modulação da expressão e liberação do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF), um fator importante envolvido no mecanismo de ereção. Estudos mostraram 

que supressão de testosterona causa diminuição da expressão e produção de VGEF associado 

ao aumento da disfunção erétil. Quando há reposição de testosterona, entretanto, os níveis de 

VEGF aumentam e a ereção peniana retorna ao normal (Hwang, Oh et al. 2011). Diminuição 

da testosterona também compromete a síntese de oxido nítrico (essencial para o relaxamento 
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do músculo liso sinusoidal a arterial), compromete estruturalmente o nervo cavernoso, e reduz 

a atividade da enzima fosfodiesterase tipo 5 responsável pela detumescência peniana (Traish, 

Goldstein et al. 2007).  

Portanto, alterações metabólicas e hormonais provocadas pelo estresse estão 

relacionadas a alterações estruturais condinzentes à DE. Entretanto, mesmo diante dessas 

informações, há somente um estudo experimental em ratos que avaliou os efeitos do estresse 

crônico sobre às estruturas cavernosas penianas (de Souza, Silva et al. 2012). Neste estudo, 

observaram que o estresse crônico diminuiu o músculo liso sinusoidal e aumentou o depósito 

de matriz extracelular associado à diminuição sérica de testosterona, reforçando o potencial 

efeito deletério que o estresse crônico tem sobre às estruturas penianas. 

Contudo, ainda não se tem conhecimento se o estresse por imobilização provocado de 

maneira crônica possui o mesmo efeito quando aplicado em idade diferentes, antes ou após a 

puberdade. Também, não se conhece se as possíveis lesões testiculares, espermáticas e 

penianas, mais especificamente do corpo cavernoso, são permanentes ou se há recuperação após 

o término do estímulo estressor.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Avaliar os efeitos do estresse crônico em testículos e pênis de ratos adultos submetidos ao 

estresse crônico por imobilização antes e após a puberdade, e avaliar se qualquer alteração pode 

ser revertida quando o estresse é encerrado. 

 

2.2  Específicos 

 

 Estudar as alterações estruturais nos testículos de ratos pré-púberes e adultos 

submetidos ao estresse crônico. 

 Estudar as variáveis espermáticas e a concentração sérica de testosterona de ratos pré-

púberes e adultos submetidos ao estresse crônico. 

  Estudar as alterações estruturais nos pênis de ratos pré-púberes e adultos submetidos 

ao estresse crônico. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais 

 

 

Setenta e seis ratos Wistar foram utilizados em todo o experimento. Todos esses animais 

foram mantidos em gaiolas em biotério com temperatura controlada (22 ± 1oC), ciclo artificial 

de claro-escuro (as luzes ficavam acesas das 7 horas da manhã a 7 horas da noite) e recebiam 

alimentação padrão e água ad libitum. Todo o experimento foi aprovado pela Comissão de Ética 

para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

protocolado sob o número CEUA/004/2015 (Anexo 1). 

Os animais foram divididos aleatoriamente em 8 grupos de acordo com a idade e com o 

tipo de avaliação. Foram utilizados animais pré-púberes (4 semanas de idade) e animais adultos 

(10 semanas de idade). Estes animais foram avaliados ou de forma imediata (24 horas após o 

último estímulo estressor) ou de forma tardia (6 semanas após o último estímulo estressor). 

Ainda, estes grupos foram divididos em 4 grupos controles e 4 grupos estressados. Sendo assim, 

a divisão dos grupos ficou da seguinte forma:   

 Grupos controles: CI4 (animais pré-púberes avaliados de forma imediata, n=10); CT4 

(animais pré-púberes avaliados de forma tardia n=10); CI10 (animais adultos avaliados 

de forma imediata, n=9) e CT10 (animais adultos avaliados de forma tardia, n=9). 

 Grupos estressados: ECI4 (animais pré-púberes avaliados de forma imediata, n=10); 

ECT4 (animais pré-púberes avaliados de forma tardia, n=10); ECI10 (animais adultos 

avaliados de forma imediata, n=9) e ECT10 (animais adultos avaliados de forma tardia, 

n=9) (Figura 3). 
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Figura 3. Diagrama da divisão dos grupos experimentais.   

 

 

           

   

 

  

    

 

 

 

 

 

           

   

 

   

 

 

    

 

3.2 Estresse crônico 

 

 

Os animais que foram submetidos ao estresse crônico (ECI4, ECT4, ECI10, ECT10) 

ficaram restritos à movimentação em tubos de plástico rígido opaco, por duas horas diárias 

durante 6 semanas, sempre no período da manhã. Os tubos foram fechados em suas 

extremidades, mas estas, no entanto, tinham pequenas perfurações na extremidade anterior onde 

ficava a cabeça do animal (para oxigenação), e um furo central na extremidade posterior para 

permitir a passagem da cauda do animal (Figura 4) (de Souza, Silva et al. 2012). Estes tubos 

foram ajustados semanal ou quinzenalmente conforme o tamanho do animal. Os animais dos 

grupos ECI4 e ECI10 foram submetidos ao estresse crônico a partir de 4 e 10 semanas de idade, 

respectivamente. Após 6 semanas de estresse crônico, quando tinham 10 e 16 semanas de 

Animais pré-púberes 

(4 semanas de idade) 
 

Grupo imediato   

Grupo tardio 

Controle (CI4, n=10) 

Estressado (ECI4, n=10) 

Controle (CT4, n=10) 

Estressado (ECT4, n=10) 

 

Animais adultos 

(10 semanas de idade) 
 

Grupo imediato   

Controle (CI10, n=9) 

Estressado (ECI10, n=9) 

Controle (CT10, n=9) 

 
Grupo tardio 

Estressado (ECT10, n=9) 
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idades, respectivamente, os animais foram mortos na manhã seguinte à última sessão de estresse 

(24 horas após o último estímulo estressor), sendo portanto, os grupos de avaliação imediata. 

Os animais dos grupos ECT4 e ECT10 foram submetidos ao mesmo tratamento de estresse por 

igual período, no entanto, foram mortos 6 semanas após a última sessão de estresse crônico 

(grupos de avaliação tardia). Estes animais tinham 16 e 22 semanas de idade, respectivamente, 

quando então foram mortos. 

 Já os animais dos grupos controles (CI4, CT4, CI10 e CT10) foram mantidos livres em 

suas gaiolas pelo mesmo período em que os animais dos grupos estresse crônico ficaram 

submetidos ao estresse. No entanto, permaneceram sem alimentação e sem água para observar 

se uma possível perda de peso dos animais estressados não tenha sido por falta de alimentação. 

Estes foram mortos com idades correspondentes aos dos grupos estressados.  

 

 

Figura 4. Imagens dos tubos utilizados para a indução do estresse crônico. 

 

 

  

Legenda: Restrição dos animais nos tubos para a indução do estresse crônico por imobilização. (a) Diferentes 

tamanhos e diâmetros dos túbulos utilizados para a imobilização dos animais. (b) Animais imobilizados 

dentro dos tubos.  

Fonte: A autora, 2015.   
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3.3 Eutanásia e coleta do material 

 

 

Todos os animais foram mortos com sobredose de anestésico inalatório, isoflurano a 2% 

(Forane, Abbott Laboratories, Buenos Aires, Argentina). Para tal, os animais foram colocados 

individualmente em uma câmara de acrílico acoplada ao aparelho de anestesia inalatória modelo 

Colibri (Brasmed, Paulínia, SP, Brasil). O gás anestésico foi liberado para a câmara e, assim 

que o animal entrou em plano anestésico profundo, foi retirado para o procedimento de coleta 

do sangue. Foram coletadas amostras de aproximadamente 5 ml de sangue de cada animal, por 

punção cardíaca, mantidas em tubos falcon de 15 ml sem anticoagulante em temperatura 

ambiente para retração do coágulo. Logo após a coleta do sangue, com o animal já em óbito, 

foi realizada uma laparotomia mediana total e ambos os testículos foram expostos por tração de 

seus cordões espermáticos e dissecados de seus anexos (epidídimo e cordão espermático) 

(Figura 5). O pênis foi coletado por meio de ressecção na base peniana (Figua…). Ambos os 

órgãos (testículos e pênis), assim que retirados, foram imediatamente fixados como descrito nas 

secções 2.7.1 e 2.7.2, respectivamente. 

 

 

Figura 5. Fotografias mostrando a retirada dos testículos e pênis. 

 

 

  

Legenda. (A) A foto ilustra o testículo sendo dissecado de um de seus anexos, o epidídimo (seta 

vermelha). (B) Exposição do pênis para sua retirada. A seta vermelha aponta para a raiz do pênis, 

local onde foi feita a ressecção. 

Fonte: A autora, 2014. 
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3.4 Avaliações biométricas 

 

 

Imediatamente após a dissecção dos testículos de seus anexos, estes foram pesados e 

seus volumes aferidos pelo teste de Scherle (Scherle 1970). Para a realização deste teste, o 

testículo foi sustentado através do auxílio de um suporte e completamente submerso num 

recipiente contendo água destilada (densidade=1). Este recipiente ficava sobre uma balança e o 

valor fornecido em gramas, provocado pelo deslocamento da água quando o testículo foi 

submerso, correspondeu ao volume do órgão. Portanto, o valor registrado em gramas na balança 

foi convertido para mililitros. Importante salientar que o órgão quando foi submerso não tocou 

nas paredes e no fundo do recipiente.  

 

 

3.5 Avaliações dos espermatozoides  

 

 

Os espermatozoides foram coletados da cauda do epidídimo direito de todos os animais. 

A cauda do epidídimo foi seccionada em cinco fragmentos e estes foram homogeneizados em 

5 ml de solução tampão fosfato-salino (PBS) (Apêndice A) com 0,5% de albumina de soro 

bovino (BSA) (A9647, Albumin from bovine serum, Sigma, Frederick, Estados Unidos) 

aquecida à 37ºC (Figura 6). Esta solução homogeneizada foi denominada de solução 

espermática. Desta, foi retirada uma alíquota de 10 µl que foi diluída em microtubos contendo 

solução de PBS/BSA 0,5% aquecida à 37ºC, na proporção de 1:3 ou 1:4 dependendo da turbidez 

da solução espermática. Esta diluição foi utilizada para a avaliação da concentração. Foram 

instilados 10 µl desta diluição na câmara de Neubauer espelhada aquecida a 37ºC, coberta com 

lamínula, para então serem analisados sob aumento de 100x. Uma câmera digital (scA780-

54gm; Basler, Ahrensburg, Alemanha) acoplada ao microscópio de luz (eclipse 50i; 

Nikon,Tokyo, Japão) foi utilizada para captura de vídeos que foram utilizados para as análises 

da concentração e motilidade espermáticas (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).  
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Figura 6. Fotografia da fragmentação da cauda do epidídimo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.1 Concentração e motilidade dos espermatozoides 

 

 

Para a quantificação da concentração dos espermatozoides, foram capturados vídeos de 

cinco quadrantes da câmara de Neubauer. Posteriormente, nestes arquivos de vídeo, os 

espermatozoides foram contados e a concentração final foi determinada considerando o fator 

de diluição utilizado para a obtenção dos espermatozoides e as dimensões dos quadrantes da 

câmara de Neubauer. Cada quadrante da câmara de Neubauer é composto por 16 quadrantes 

menores. Estes possuem uma área de 0,0025 mm² e 0,1 mm de altura. Logo, o volume de 

espermatozoides quantificado é de 0,02 mm³, que corresponde a 0,00002 mL. Deste modo, este 

cálculo é corrigido para a quantidade de espermatozoides presente em 1 mL, com o fator de 

correção de 50000. Com base nesse fator de correção, devem ser inseridos no cálculo o fator de 

diluição e o número de espermatozoides contados. A concentração final então é expressa em 

número de espermatozoides x 106/mL.  

Já a motilidade espermática foi determinada nas mesmas imagens dos vídeos gravados. 

Para tal, foram quantificadas células imóveis e o valor encontrado foi subtraído do número total 

Legenda. A foto ilustra como foi realizada a fragmentação da cauda do epidídimo para a retirada 

dos espermatozoides que foram homogeneizados na solução espermática. 

Fonte: A autora, 2014. 
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de espermatozoides em cada campo. O resultado dessa subtração foi dividido pelo número total 

de espermatozoides e multiplicado por 100 para determinação do percentual de 

espermatozoides móveis (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).  

 

 

3.5.2 Viabilidade dos espermatozoides 

 

 

Para a avaliação da viabilidade dos espermatozoides foi realizado o teste hipo-osmótico. 

A solução espermática foi diluída na proporção de 1:4 em uma solução aquosa contendo citrato 

de sódio a 0,735% e frutose a 1,351% de modo que esta solução tenha uma osmoloraridade de 

100 mOsm/L, ou seja, menor do que a osmolaridade do meio intracelular, portanto considerada 

hipo-osmótica. Esta diluição foi incubada a 37ºC por 30 minutos. Após este período, 10 µl desta 

solução foi depositada em lâmina coberta com lamínula para observação em microscopia de luz 

sob aumento de 200x com uso do microscópio BH-2 (Olympus, Tóquio, Japão). As células que 

apresentaram dobramento de cauda foram consideradas viáveis. A viabilidade foi determinada 

então como a porcentagem de células viáveis sobre o total de células quantificadas. Para esta 

análise, 200 espermatozoides foram avaliados por amostra de cauda do epidídimo por animal 

(Ribeiro, Milhomem et al. 2014). 

 

 

3.6 Testosterona sérica 

 

 

Após a coleta do sangue, conforme mencionada na seção 2.3, o soro foi então separado 

por centrifugação a 2260 força centrífuga relativa (FCR x g) por cinco minutos em centrífuga 

Excelsa® II modelo 206 BL (Fanem, São Paulo, Brasil). O soro foi transferido para microtubos 

e estes mantidos à -20ºC até a análise. A concentração sérica de testosterona foi mensurada pelo 

método de ensaio imunoenzimático (ELISA) (Cat. ADI-900-065, Enzo, New York, NY, USA; 

sensibilidade de 5,67 pg/ml) (Lu, Mei et al. 2015) (Apêndice B). 
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3.7 Análises histomorfométricas 

 

 

3.7.1 Testículos 

 

 

O testículo direito de todos os animais foi utilizado para as avaliações morfométricas. 

Após sua pesagem, a extremidade capitata, que corresponde a porção proximal do órgão, foi 

clivada para permitir que o agente fixador penetrasse no parênquima testicular. O testículo então 

foi fixado por imersão em solução de Bouin durante 24 horas. Após este período, o órgão foi 

clivado transversalmente em cinco fragmentos, dos quais os fragmentos das extremidades 

foram desprezados. Os três fragmentos remanescentes foram imersos em formaldeído a 3,7% 

em tampão fosfato (pH 7,4) para pós fixação. Os fragmentos fixados foram colocados em 

cassetes histológicos identificados e processados automaticamente para inclusão em parafina 

através do processador de tecidos de bancada semifechado modelo TP1020 (Leica, Wetzlar, 

Alemanha). De maneira sucinta, estes fragmentos foram desidratados em banhos com 

concentrações crescentes de etanol (70% - 100%), diafinizados em xilol e embebidos em 

parafina aquecida à 60ºC. Logo após essa etapa, os fragmentos foram incluídos em blocos de 

parafina com a utilização da máquina de inclusão modelo EG1150H (Leica, Wetzlar, 

Alemanha), à temperatura de 60oC e endurecidos em temperatura ambiente. A partir destes 

blocos parafinados, foram obtidos cortes histológicos não seriado de 5 µm de espessura em 

equipamento rotativo modelo 2125RT (Leica, Wetzlar, Alemanha). 

Para as análises morfométricas, os cortes coletados em lâminas histológicas 

convencionais foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (H&E) (Apêndice B). Estes 

foram fotografados, de maneira aleatória, sob diferentes aumentos (de acordo com a análise que 

será comentada a seguir), pela câmera DP71 (Olympus, Tóquio, Japão) acoplada ao 

microscópio de luz BX51 (Olympus, Tóquio, Japão) utilizando o programa DP Controller 

(3.3.1.292, Olympus, Tóquio, Japão). As imagens capturadas foram analisadas utilizando o 

programa ImageJ versão 1.47t (NIH, Bethesda, Estados Unidos). Para as análises expressas em 

valores absolutos, o programa foi formatado para conversão de unidades de pixel para 

micrômetros pela calibração utilizando uma régua histológica micrometrada. Esta foi 

fotografada sob as mesmas condições (câmera, microscópio, objetiva e resolução) dos cortes 

analisados. Todas as fotomicrografias foram capturadas com resolução de 2040x1536 (Ribeiro, 

Milhomem et al. 2014).  
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3.7.1.1 Diâmetro do túbulo seminífero  

 

 

O diâmetro de 125 túbulos seminíferos por animal (5 túbulos em 5 campos de 5 cortes) 

foi mensurado. Foram mensurados túbulos seminíferos considerando para a análise apenas 

túbulos de contorno circular. Para esta análise, foram utilizadas fotomicrografias capturadas em 

aumento de 100x. Para tal, foi traçada uma linha reta utilizando a ferramenta “straight line” do 

software ImageJ. Esta linha se estendia da túnica própria de um polo ao outro do túbulo 

passando pelo centro do mesmo (Figura 7). O resultado da análise de cada testículo foi a média 

dos 125 diâmetros mensurados, expresso em m (Ribeiro, Milhomem et al. 2014). 

 

 

Figura 7. Fotomicrografia do corte transversal dos túbulos seminíferos de testículo de rato. 

  

 

  

Legenda: A linha reta amarela mostra o traçado para a mensuração do diâmetro em um dos túbulos 

seminíferos. H&E, 100x. 

Fonte: RIBEIRO, 2015 
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3.7.1.2 Altura do epitélio seminífero 

 

Para a análise deste parâmetro foram traçadas três linhas (utilizando a mesma ferramenta 

usada para o diâmetro) que se estendiam a partir das células aderidas à túnica própria (células 

de Sertoli e espermatogônias) até a célula mais interna em direção ao lúmen do túbulo 

seminífero (espermátides). Não consideramos os espermatozoides como células integrantes do 

epitélio seminífero. As três linhas foram distribuídas de forma equidistantes uma da outra como 

ilustrado na figura 6. A média destas três linhas foi considerada como a altura do epitélio 

daquele túbulo seminífero analisado (Figura 8). Para esta análise, foram utilizadas 

fotomicrografias em aumento de 200x. Novamente, 125 túbulos seminíferos foram mensurados 

por animal. O resultado da análise de cada testículo foi considerado a média dos 125 túbulos 

mensurados, expresso em m (Ribeiro, Milhomem et al. 2014). 

 

 

Figura 8. Fotomicrografia do corte transversal dos túbulos seminíferos de testículo de rato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: As três linhas retas amarelas mostram o traçado e a disposição para a mensuração da altura 

do epitélio seminífero em um dos túbulos seminíferos. H&E, 200x. 

Fonte: RIBEIRO, 2015. 
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3.7.1.3 Densidade volumétrica dos compartimentos tubular e intertubular 

 

 

Tais parâmetros foram avaliados pela técnica de contagem de pontos através da 

sobreposição de uma grade de 99 pontos às fotomicrografias dos testículos, utilizando-se a 

ferramenta “grid” do programa ImageJ (Figura 9). No entanto, para sobrepor a grade, foi 

necessário mensurar antes a área da imagem através da ferramenta “Analyze”      “measure”. O 

valor da área encontrado foi utilizado para a distribuição dos pontos. No entanto, a ferramenta 

“grid” dispõe de alguns formatos sendo o utilizado neste estudo o formato em cruz, como 

ilustrado na figura 7. Para a contagem, foi considerado o quadrante superior direito da cada 

cruz. Com o auxílio da ferramenta “cell counter” foram contadas as seguintes estruturas que 

incidiam sobre os quadrantes: túnica própria, epitélio seminífero, lúmen tubular e espaço 

intersticial. A contagem dos pontos que incidiam sobre cada uma destas estruturas foi dividida 

pelo número total de pontos e multiplicado por 100 para então expressar os resultados em 

porcentagem. O somatório das densidades volumétricas da túnica própria, epitélio seminífero e 

lúmen tubular foi considerado como a densidade volumétrica do túbulo seminífero 

(compartimento tubular). A densidade volumétrica do espaço intersticial foi considerada como 

a do compartimento intertubular. 

Foram analisadas 25 fotomicrografias aleatoriamente capturadas (5 campos de 5 cortes). 

Para cada parâmetro o resultado foi expresso em porcentagem e calculado pela média dos 

resultados de cada imagem analisada. Para esta análise, foram utilizadas imagens capturadas 

em aumento de 400x (Ribeiro, Milhomem et al. 2014). 
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Figura 9. Fotomicrografia do corte transversal dos túbulos seminíferos de testículo de rato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.1.4 Volume absoluto dos compartimentos tubular e intertubular 

 

 

 O volume de cada estrutura analisado foi calculado com base na sua densidade 

volumétrica e no volume do testículo (Ribeiro, Milhomem et al. 2014), utilizando-se a seguinte 

fórmula:  

Volume de Y = ( Vv [Y] / 100 ) x volume testicular  

Vv: densidade volumétrica 

Onde Y é a estrutura analisada. 

 

 

Legenda: Sobreposição da grade em cruz à imagem para quantificação das densidades estruturais do 

compartimento tubular e intertubular. H&E, 400x. 

Fonte: Ribeiro, 2015. 
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3.7.2 Pênis 

 

 

 Imediatamente após a retirada do pênis, ele foi fixado por imersão em formaldeído à 

3,7% e mantido no fixador por um período máximo de 48 h. Após esse período, foi realizada a 

secção transversal da porção média do pênis a qual foi utilizada para as análises. Este fragmento 

foi processado da mesma forma como descrito para os testículos até a inclusão em parafina. 

Também foram obtidos cortes de 5 µm de espessura de forma não seriada.  

 

 

3.7.2.1 Avaliação das áreas do corpo cavernoso (com e sem túnica albugínea) e da área da 

túnica albugínea 

 

 

Os cortes obtidos foram corados em Tricrômico de Masson (Apêndice B) para a 

avaliação da área do corpo cavernoso (com e sem túnica albugínea) e da área da túnica 

albugínea. Para estas análises, as imagens foram capturadas em estereomicroscópio (Stereo 

Discovery.V8, Zeiss, Jena, Alemanha) acoplado à câmera digital Axiocam 506 color (Zeiss, 

Alemanha) em aumento de 12x. Estes cortes foram capturados juntos à uma régua graduada 

para calibração do programa de análise. Com auxílio do programa ImageJ, foram analisados 5 

cortes por animal da seguinte forma: para avaliação da área do corpo cavernoso com túnica 

albugínea, foi utilizada a ferramenta “free hand”, sendo esta contornada por toda superfície 

externa da túnica albugínea. Já para a mensuração da área do corpo cavernoso sem túnica 

albugínea, a mesma ferramenta foi utilizada contornando-se a superfície interna da túnica 

albugínea. A mensuração da área da túnica albugínea foi obtida pela diferença entre a área do 

corpo cavernoso com túnica albugínea à área do corpo cavernoso sem túnica albugínea (Figura 

10). Os resultados foram dados em mm². 
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Figura 10. Fotomicrografia do corte transversal da porção média do pênis de rato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.2.2 Densidade das estruturas do corpo cavernoso 

 

 

Nos mesmos cortes mencionados na seção anterior foi avaliada a densidade das 

seguintes estruturas do corpo cavernoso: músculo liso, tecido conjuntivo e espaço sinusoidal 

em fotomicrografias capturadas em microscópio de luz (BX51, Olympus, Tokyo, Japão) 

acoplado à câmera digital (DP70, Olympus, Tokyo, Japão) em aumento de 200x (de Souza, 

Silva et al. 2012). Foram quantificadas fibras do sistema elástico em cortes corados pela solução 

de fucsina resorcina de Weigert com prévia oxidação (Apêndice B), capturadas em aumento de 

600x. Foram analisadas 25 imagens de cada animal para a avaliação das densidades das 

estruturas cavernosas (músculo liso, tecido conjuntivo e espaço sinusoidal) utilizando a mesma 

metodologia adotado nos testículos, como já mencionado (Figura 11). Os resultados foram 

expressos em porcentagem. 

 

  

Legenda: A imagem ilustra as aferições das áreas do corpo cavernoso com  

túnica albugínea (contorno em amarelo) e sem túnica albugínea (contorno 

em vermelho). Tricrômico de Masson, 12x. 

Fonte: Ribeiro, 2016. 
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Figura 11. Fotomicrografia do corte transversal do corpo cavernoso do pênis de rato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8 Análise estatística 

 

 

Os dados foram tabulados e as médias dos grupos foram comparadas pelo teste T de 

Student. Foi utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os 

dados eram paramétricos ou não. Os resultados foram comparados entre os grupos controle e 

estressado, de mesma idade e de mesmo tempo de análise, imediata ou tardia.  Para tal foi 

utilizado o programa Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). As 

diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 

  

Legenda: A imagem mostra a sobreposição da grade em cruz (amarelo) sobre as estruturas cavernosas do 

pênis. Tricrômio de Masson, 200x. 

Fonte: Ribeiro, 2016. 
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4. RESULTADOS  

 

 

4.1 Efeitos imediatos do estresse crônico em ratos pré-púberes 

 

 

4.1.1 Análises Biométricas 

 

 

A avaliação do peso corporal final dos animais mostrou que houve diminuição de 14% 

nos ratos do grupo ECI4 quando comparado ao grupo CI4 (177 ± 15,8 g vs. 206 ± 11,0 g; 

p<0,01). Nenhuma alteração foi observada no peso (1,70 ± 0,15 g vs. 1,75 ± 0,15 g; p=0,31) e 

no volume dos testículos (1,75 ± 0,16 ml vs. 1,78 ± 0,15 ml; p=0,51) no grupo ECI4 comparado 

ao grupo CI4. 

 

 

4.1.2 Análises dos espermatozoides e da testosterona sérica 

 

 

Nenhuma diferença significativa foi encontrada em relação aos parâmetros de 

concentração (1,15 ± 0,80 x106/ml vs. 1,27 ± 0.70 x106/ml; p=0,72), motilidade (39,8 ± 21,7 % 

vs. 49,5 ± 12,5 %; p= 0,24) e viabilidade (11,0 ± 2,18 % vs. 12,0 ± 4,06 %; p=0,54) do grupo 

ECI4 quando comparado ao grupo CI4. 

Não houve diferença significativa da concentração sérica de testosterona no grupo ECI4 

quando comparado ao grupo CI4 (11,93 ± 1,21 ng/ml vs. 13,00 ± 1,67 ng/ml; p=0,23). 
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4.1.3 Análises histomorfométricas 

 

 

Os animais do grupo ECI4 apresentaram uma redução de 4% do diâmetro do túbulo 

quando comparados ao grupo CI4 (282 ± 10,3 µm vs. 293 ± 3,72 µm; p= 0,02) (Gráfico 1 e 

figura 12). 

Nenhuma diferença foi encontrada em relação à altura do epitélio seminífero do grupo 

ECI4 comparado ao grupo CI4 (53,6 ± 2,61 µm vs. 55,1 ± 1,10 µm; p=0,19).   

Nenhuma alteração foi observada em relação à densidade volumétrica e ao volume 

absoluto das diferentes estruturas que compõem os compartimentos tubular e intertubular 

testiculares. Os dados estatísticos se encontram na tabela 1. 

 

 

Gráfico 1. Diâmetro do túbulo seminífero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda: animais do grupo controle (CI4) e animais do 

grupo estresse pré-púbere de avaliação imediata. (ECI4).  

Nota. Dados expressos como média e desvio padrão. 

Fonte: A autora, 2015. 
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Legenda: Diâmetro do túbulo seminífero dos animais do grupo CI4 (A) e dos animais do grupo ECI4 (B). H&E, 

100x 

Fonte: A autora, 2015. 

 

Figura 12. Fotomicrografias do corte transversal dos testículos dos ratos pré-púberes de 

avaliação imediata. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No que se refere à análise do corpo cavernoso do pênis, não foram encontradas 

alterações em nenhum dos parâmetros avaliados: área do corpo cavernoso com túnica albugínea 

(5,26 ± 0,67 mm² vs. 5,09 ± 0,53 mm²; p=0,53); área do corpo cavernoso sem túnica albugínea 

(3,12 ± 0,41 mm² vs. 3,07 ± 0,42 mm² ECI4; p=0,80) e área da túnica albugínea (2,14 ± 0,41 

mm² vs. 2,02 ± 0,14 mm²; p=0,38) do pênis após o último estímulo estressor no grupo ECI4 

quando comparado ao grupo CI4.  

Não foram encontradas diferenças significativas com relação à densidade das estruturas 

do corpo cavernoso do pênis após o último estímulo estressor no grupo ECI4 comparado ao 

grupo CI4. Os dados estatísticos se encontram na tabela 1. 

  

A B 
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Tabela 1. Resultados numéricos das análises estatísticas da densidade volumétrica e do volume 

absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da densidade 

volumétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (CI4) e estressado (ECI4) de 

ratos pré-púbere de avaliação imediata. 
 CI4 ECI4 Valor de p 

Testículo    

Epitélio seminífero Vv (%) 54,2 ± 1,35 55,8 ± 4,46 0,37 

Volume absoluto epitélio seminífero Av (ml) 0,96 ± 0,11 0,98 ± 0,12 0,74 

Túnica própria Vv (%) 3,40 ± 0,47 3,66 ± 0,58 0,37 

Volume absoluto túnica própria Av (ml) 0,05 ± 0,00 0,06 ± 0,01 0,38 

Lúmen tubular Vv (%) 32,2 ± 1,67 30,8 ± 5,33 0,50 

Volume absoluto lúmen tubular Av (ml) 0,57 ± 0,05 0,54 ± 0,12 0,61 

Compartimento tubular Vv (%) 89,9 ± 1,36 90,3 ± 1,56 0,57 

Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 1,59 ± 0,16 1,59 ± 0,17 0,99 

Compartimento intertubular Vv (%) 10,0 ± 1,36 9,61 ± 1,56 0,57 

Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,17 ± 0,03 0,16 ± 0,03 0,59 

Pênis    

Músculo liso Vv (%) 9,90 ± 1,95 10,6 ± 2,35 0,42 

Tecido conjuntivo Vv (%) 73,7 ± 4,59 72,6 ± 3,57 0,56 

Espaço sinusóide Vv (%) 16,3 ± 4,06 16,6 ± 3,12 0,85 

Fibras do sistema elástico Vv (%) 0,79 ± 0,40  0,78 ± 0,21 0,96 

Dados expressos como média e desvio padrão 

Vv – densidade volumétrica 

Av – volume absoluto 

Fonte: A autora, 2016. 
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4.2 Efeitos imediatos do estresse crônico em ratos adultos 

 

 

4.2.1 Análises biométricas 

 

 

Nenhuma alteração em relação ao peso corporal final dos animais do grupo ECI10 foi 

encontrada quando comparado ao grupo CI10 (342 ± 28,3 g vs. 353 ± 32,8 g; p=0,86). 

Entretanto, nos dados referentes ao peso e volume testiculares, foram encontradas diminuição 

de 12% (1,6 ± 0,2 g vs. 1,9 ± 0,2 g; p<0,01) e 10% (1,6 ± 0,2 ml vs. 1,9 ± 0,2 ml; p<0,01), 

respectivamente, no grupo ECI10 quando comparado ao grupo CI10.  

  

 

4.2.2 Análises dos espermatozoides e testosterona sérica 

 

 

Com relação aos dados dos espermatozoides, houve redução de 19% da motilidade 

espermática (43,4 ± 10,1% vs. 54,1 ± 5,0%; p=0,01) e de 46% (8,8 ± 2,3% vs. 16,4 ± 3,6%; 

p<0,01) da viabilidade espermática do grupo ECI10 quando comparado ao grupo CI10 

(Gráficos 2 e 3). Em relação à concentração espermática nenhuma alteração foi encontrada nos 

animais do grupo ECI10 comparado ao grupo CI10 (1,83 ± 1,51 x 106/ml vs. 2,21 ± 1,48 x 

106/ml; p=0,59). 

A análise da testosterona sérica mostrou uma redução de 21% no grupo ECI10 

comparado ao grupo CI10 (8,83 ± 1,53 ng/ml vs. 11,25 ± 2,14 ng/ml, p=0,04) (Gráfico 4). 
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Gráfico 2. Motilidade espermática           Gráfico 3. Viabilidade espermática 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 4. Concentração sérica de testosterona 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda. Grupo controle (CI10) e grupo estresse 

adulto de avaliação imediata (ECI10). 

Nota: Dados expressos como média e desvio padrão. 

Fonte: A autora, 2015. 

Legenda. Grupo controle (CI10) e grupo estresse 

adulto de avaliação imediata (ECI10).  

Nota: Dados expressos como média e desvio padrão. 

Fonte: A autora, 2015. 
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Legenda. Animais do grupo controle (CI10) e dos 

animais do grupo estresse adulto de avaliação 

imediata (ECI10).  

Nota: Dados expressos como média e desvio padrão. 

Fonte: A autora, 2016. 
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4.2.3 Análises histomorfométricas 

 

 

Os animais do grupo ECI10 apresentaram uma redução de 6% do diâmetro do túbulo 

seminífero quando comparado ao grupo CI10 (288,6 ± 13,87 µm vs. 305,5 ± 8,70 µm; p=0,01) 

(Gráfico 5 e figura 13). 

Nenhuma diferença foi encontrada em relação à altura do epitélio seminífero nos 

animais do grupo ECI10 comparado ao grupo CI10 (51,3 ± 3,49 µm vs. 51,0 ± 1,60 µm; p= 

0,81). 

Em relação aos dados da densidade volumétrica das estruturas testiculares avaliadas, foi 

observado um aumento de 9% da densidade do epitélio seminífero no grupo ECI10 comparado 

ao grupo CI10. Ao analisar o volume absoluto desta estrutura, não foi observada nenhuma 

alteração no grupo ECI10 comparado ao grupo CI10. A densidade volumétrica do lúmen tubular 

teve uma redução de 11% no grupo ECI10 comparado ao grupo CI10; o que também foi 

observado em termos de volume absoluto, porém a redução foi de 17%. A análise do 

compartimento tubular como um todo, tanto a densidade volumétrica quanto o volume absoluto 

não apresentaram diferença entre os grupos ECI10 e CI10 (Figura 14). Os dados estatísticos se 

encontram na tabela 2. 

 

 

                             Gráfico 5. Diâmetro do túbulo seminífero 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Animais do grupo controle (CI10) e 

animais do grupo estresse adulto de avaliação 

imediata (ECI10).  

Nota: Dados expressos como média e desvio padrão. 

Fonte: A autora, 2015. 
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Figura 13. Fotomicrografias do corte transversal dos testículos dos ratos adultos de avaliação 

imediata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Fotomicrografias do corte transversal dos testículos dos ratos adultos de avaliação 

imediata.   

Legenda: Diâmetro do túbulo seminífero dos animais do grupo CI10 (A) e dos animais do grupo ECI10 (B). 

H&E, 100x. 

Fonte: A autora, 2015. 

 

 

A B 

B 

Legenda: As imagens A e B são dos grupos ECI4 e ECI10, respectivamente. H&E, 400x. 

Fonte: A autora, 2017. 
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No que concerne ao corpo cavernoso do pênis, houve diminuição significativa de 11,5% 

e (5,21 ± 0,71 mm² vs. 5.89 ± 0.35 mm²; p= 0,02) de 16% (3,05 ± 0,58 mm² vs. 3,63 ± 0,28 

mm²; p=0,02) da área do corpo cavernoso com e sem túnica albugínea, respectivamente, no 

grupo ECI10 comparado ao grupo CI10. Nenhuma alteração foi encontrada no que se refere à 

área da túnica albugínea no grupo ECI10 quando comparado ao grupo CI10 (2.15 ± 0.16 mm² 

vs. 2.26 ± 0.12 mm²; p=0,16) (Figura 15).  

 

 

Figura 15. Fotomicrografias do corte transversal do pênis dos ratos adultos de avaliação 

imediata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quanto ao corpo cavernoso do pênis, houve diminuição significativa de 42% e de 59% 

da densidade volumétrica do músculo liso e das fibras do sistema elástico, respectivamente, e 

aumento de 5,5% da densidade volumétrica do tecido conjuntivo no grupo ECI10 comparado 

ao grupo CI10 (Figura 16). Não houve alteração quanto à densidade volumétrica do espaço 

sinusoidal entre os grupos ECI10 e CI10. Os dados estatísticos se encontram na tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

Legenda: O traçado amarelo indica a mensuração da área do corpo cavernoso com túnica albugínea, e o 

traçado vermelho indica a mensuração da área do corpo cavernoso sem a túnica albugínea. Grupo CI10 

(A) e grupo ECI10 (B). Tricrômico de Masson, 12x. 

Fonte: A autora, 2017. 
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Figura 16. Fotomicrografias do corte transversal do corpo cavernoso do pênis dos ratos adultos 

de avaliação imediata. 

 

 

 

 

 

 

  B A 

D C 

Legenda. Rato adulto controle (A) e (C). Rato adulto estressado (B) e (D). As imagens da fileira superior 

foram coradas com Tricrômico de Masson, 200x. As imagens da fileira inferior foram coradas com fucsina 

resorcina de Weigert, 600x. As setas apontam para as fibras do sistema elástico. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Tabela 2. Resultados numéricos das análises estatísticas da densidade volumétrica e do volume 

absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da densidade 

volumétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (CI10) e estressado (ECI10) 

de ratos adultos de avaliação imediata. 

 CI10 ECI10 P value 

Testículo    

Epitélio seminífero Vv (%) 50,3 ± 1,94 54,6 ± 1,37 <0,01 

Volume absoluto epitélio seminífero Av (ml) 0,91 ± 0,11 0,93 ± 0,08 0,68 

Túnica própria Vv (%) 3,57 ± 0,41 3,42 ± 0,57 0,55 

Volume absoluto túnica própria Av (ml) 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,24 

Lúmen tubular Vv (%) 35,8 ± 2,18 31,8 ± 1,24 <0,01 

Volume absoluto lúmen tubular Av (ml) 0,65 ± 0,11 0,54 ± 0,05 0,02 

Compartimento tubular Vv (%) 89,7 ± 1,40 89,8 ± 1,10 0,85 

Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 1,64 ± 0,22 1,54 ± 0,13 0,30 

Compartimento intertubular Vv (%) 10,2 ± 1,40 10,1 ± 1,10 0,85 

Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,18 ± 0,02 0,17 ± 0,02 0,33 

Pênis    

Músculo liso Vv (%) 8,18 ± 1,98 4,70 ± 1,44 <0,01 

Tecido conjuntivo Vv (%) 74,5 ± 3,41 78,6 ± 3,57 0,03 

Espaço sinusóide Vv(%) 17,3 ± 3,79 16,7 ± 2,93 0,76 

Fibras do sistema elástico Vv (%) 2,38 ± 1,00 0,98 ± 0,24 <0,01 

Dados expressos como média e desvio padrão 

Vv – densidade volumétrica 

Av – volume absoluto 

Fonte: A autora, 2016. 
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4.3 Efeitos tardios do estresse crônico em ratos pré-púberes 

 

 

4.3.1 Análises biométricas 

 

 

Houve um aumento significativo do peso corporal dos animais do grupo ECT4 na taxa 

de 14 % comparado ao grupo CT4. Nenhuma alteração foi encontrada com relação ao peso 

(1,84 ± 0,05 g vs. 1,88 ± 0,03 g; p=0,06) e volume (1,84 ± 0,09 ml vs. 1,86 ± 0,06 ml; p=0,62) 

testiculares dos animais do grupo ECT4 comparado ao CT4.  

 

 

4.3.2 Análises dos espermatozoides e da testosterona sérica 

 

 

Nenhuma alteração foi observada com relação à concentração (1,15 ± 0,48 x106/ml vs. 

1,40 ± 0,25 x106/ml; p=0,20), motilidade (46,9 ± 12,5 % vs. 52,9 ± 8,93 %; p=0,32) e 

viabilidade (9,06 ± 4,80 % vs. 10,3 ± 3,83 %; p=0,55) espermáticas nos animais do grupo ECT4 

comparado ao grupo CT4.  

Também não foram encontradas alterações quanto aos níveis séricos de testosterona nos 

animais do grupo ECT4 comparado ao grupo CT4 (11,8 ± 1,91 ng/ml vs. 12,0 ± 2,59 ng/ml; 

p=0,89). 

 

 

4.3.3 Análises histomorfométricas 

 

 

     Nenhuma alteração quanto a análise do diâmetro do túbulo seminífero (291,4 ± 12,2 µm 

vs. 290,1 ± 7,35 µm; p=0,79) e altura do epitélio seminífero (55,8 ± 1,82 µm vs. 56,5 ± 2,32 

µm; p=0,45) foram observadas nos animais do grupo ECT4 comparados aos do grupo CT4.  

Não foram encontradas alterações também nas análises morfométricas da área do corpo 

cavernoso com túnica albugínea (5,52 ± 0,37 mm² vs. 5,34 ± 0,28 mm²; p=0,24); da área do 

corpo cavernoso sem túnica albugínea (3,47 ± 0,33 mm² vs. 3,33 ± 0,23 mm²; p=0,28) e da área 
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da túnica albugínea (2,04 ± 0,08 mm2 vs. 2,00 ± 0,12 mm2; p=0,40) do pênis após o último 

estímulo estressor no grupo ECT4 quando comparado ao grupo CT4.  

Os resultados da densidade volumétrica das estruturas testiculares mostram que no 

grupo ECT4 o compartimento tubular apresentou uma redução de 2%, enquanto que o 

compartimento intertubular apresentou um aumento de 18% quando comparados ao CT4. 

Quando avaliados em termos de volume absoluto nenhuma diferença no compartimento tubular 

foi encontrada, somente no compartimento intertubular em que este apresentou um aumento de 

23% no grupo ECT4 comparado ao CT4 (Figura 17).  

Com relação às estruturas do corpo cavernoso do pênis, houve uma redução de 48% da 

densidade volumétrica das fibras do sistema elástico no grupo ECT4 comparado ao grupo CT4 

(Figura 18). Em todos os outros parâmetros não foram observadas alterações entre os grupos. 

Os dados estatísticos se encontram na tabela 3. 

 

 

Figura 17. Fotomicrografias do corte transversal dos testículos dos ratos pré-púberes de 

avaliação tardia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda: As imagens A e B são dos grupos CT4 e ECT4, respectivamente. H&E, 400x. 

Fonte: A autora, 2017. 
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Figura 18. Fotomicrografias do corte transversal do pênis dos ratos pré-púberes de avaliação 

tardia. 

 

BA

Legenda: As imagens A e B são dos grupos CT4 e ECT4, respectivamente. Fucsina resorcina de Weigert, 600x. 

Fonte: A autora, 2017. 
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Tabela 3. Resultados numéricos das análises estatísticas da densidade volumétrica e do 

volume absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da 

densidade volumétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (CT4) e estressado 

(ECT4) de ratos pré-púberes de avaliação tardia. 

 CT4 ECT4 P value 

Testículo    

Epitélio seminífero Vv (%) 57,9 ± 2,48 57,9 ± 1,37 0,95 

Volume absoluto epitélio seminífero Av (ml) 1,06 ± 0,05 1,09 ± 0,13 0,55 

Túnica própria Vv (%) 2,96 ± 0,51 2,67 ± 0,69 0,32 

Volume absoluto túnica própria Av (ml) 0,05 ± 0,00 0,05 ± 0,01 0,44 

Lúmen tubular Vv (%) 31,7 ± 2,80 30,6 ± 1,93 0,34 

Volume absoluto lúmen tubular Av (ml) 0,57 ± 0,06 0,57 ± 0,06 0,82 

Compartimento tubular Vv (%) 92,5 ± 0,92 91,2 ± 0,66 <0,01 

Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 1,69 ± 0,09 1,72 ± 0,19 0,65 

Compartimento intertubular Vv (%) 7,41 ± 0,92 8,75 ± 0,66 <0,01 

Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,13 ± 0,01 0,16 ± 0,02 0,01 

Pênis    

Músculo liso Vv (%) 8,13 ± 1,23 7,24 ± 1,00 0,11 

Tecido conjuntivo Vv (%) 73,0 ± 2,55 73,8 ± 2,77 0,55 

Espaço sinusóide Vv (%) 18,8 ± 3,06 19,1 ± 2,87 0,81 

Fibras do sistema elástico Vv (%) 1,98 ± 0,38 1,03 ± 0,49 <0,01 

Dados expressos como média e desvio padrão 

Vv – densidade volumétrica 

Av – volume absoluto 

Fonte: A autora, 2016. 
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4.4 Efeitos tardios do estresse crônico em ratos adultos 

 

 

4.4.1 Análises biométricas 

 

 

Nenhuma alteração em relação ao peso corporal final dos animais do grupo ECT10 foi 

encontrada quando comparado ao grupo CT10 (395 ± 31,0 g vs. 406 ± 46,3 g; p=0,56). 

Nenhuma alteração referente ao peso (1,80 ± 0,08 g vs. 1,86 ± 0,23 g; p=0,31) e volume 

testiculares (1,81 ± 0,10 ml vs. 1,84 ± 0,24 ml; p=0,49) foi encontrada no grupo ECT10 quando 

comparado ao grupo CT10.  

 

 

4.4.2 Análises do espermatozoides e testosterona sérica 

 

 

 Não houve diferença na concentração (1,56 ± 0,80 x 106/ml vs. 1,56 ± 1,24 x 106/ml; 

p=1,00) e motilidade (30,1 ± 9,44 % vs. 31,8 ± 14,3 %; p=0,78) espermáticas entre os grupos 

ECT10 e CT10. A viabilidade espermática dos animais do grupo ECT10 mostrou-se 

significativamente menor (24%) em comparação ao grupo CT10 (15,9 ± 3,2% vs. 21,1 ± 3,6%; 

p<0,01) (Gráfico 6). 

 Com relação aos níveis séricos de testosterona, não houve alteração no grupo ECT10 

comparado ao grupo CT10 (12,59 ± 2,17 ng/ml vs. 10,08 ± 2,43 ng/ml; p=0.10).  
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            Gráfico 6. Viabilidade espermática 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.3 Análises histomorfométricas 

 

 

 Nenhuma alteração foi observada em relação ao diâmetro do túbulo seminífero (300,2 

± 4,93 µm vs. 302,8 ± 6,33 µm; p= 0,38) e à altura do epitélio seminífero (51,2 ± 1,93 µm vs. 

51,7 ± 2,11 µm; p= 0,64) no grupo ECT10 comparado ao grupo CT10. 

 Nenhuma alteração foi encontrada em relação à densidade volumétrica e ao volume 

absoluto das estruturas do compartimento tubular e intertubular testiculares. Os dados 

estatísticos se encontram na tabela 4. 

 No que se refere ao corpo cavernoso do pênis, nenhuma alteração foi encontrada na 

avaliação da área do corpo cavernoso com túnica albugínea (6,75 ± 0,44 mm² vs. 6,45 ± 0,87 

mm²; p=0,38) e sem túnica albugínea (4,39 ± 0,40 mm² vs. 4,39 ± 0,59 mm²; p=0,99). A área 

da túnica albugínea apresentou aumento significativo de 14% no grupo ECT10 comparado ao 

grupo CT10 (2,35 ± 0,14 mm² vs. 2,06 ± 0,28 mm²; p=0,01) (Figura 19). 

Nenhuma diferença foi observada nos parâmetros de densidade volumétrica das 

estruturas do corpo cavernoso do pênis (Figura 20). 
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Legenda: Animais do grupo controle (CT10) e 

animais do grupo estresse adulto de avaliação tardia 

(ECT10). 

Nota: Dados expressos como média e desvio padrão. 

Fonte: A autora, 2015. 
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Figura 19. Fotomicrografias do corte transversal do pênis dos ratos adultos de avaliação tardia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda: O traçado amarelo indica a mensuração da área do corpo cavernoso com túnica albugínea, e o traçado 

vermelho indica a mensuração da área do corpo cavernoso sem a túnica albugínea. Grupo CT10 (A) e grupo 

ECT10 (B). Tricrômico de Masson, 12x. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Tabela 4. Resultados numéricos das análises estatísticas da densidade volumétrica e do volume 

absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da densidade 

volumétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (CT10) e estressado (ECT10) 

de ratos adultos de avaliação tardia. 
 CT10 ECT10 P value 

Testículo    

Epitélio seminífero Vv (%) 53,4 ± 1,61 52,8 ± 1,15 0,38 

Volume absoluto epitélio seminífero Av (ml) 0,98 ± 0,15 0,96 ± 0,05 0,70 

Túnica própria Vv (%) 3,92 ± 0,58 3,77 ± 0,49 0,55 

Volume absoluto túnica própria Av (ml) 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,59 

Lúmen tubular Vv (%) 32,4 ± 1,58 33,8 ± 1,61 0,08 

Volume absoluto lúmen tubular Av (ml) 0,59 ± 0,07 0,61 ± 0,04 0,49 

Compartimento tubular Vv (%) 89,8 ± 1,78 90,4 ± 0,87 0,35 

Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 1,65 ± 0,23 1,65 ± 0,08 0,96 

Compartimento intertubular Vv (%) 10,1 ± 1,78 9,51 ± 0,87 0,35 

Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,18 ± 0,04 0,17 ± 0,02 0,47 

Pênis    

Músculo liso Vv (%) 7,89 ± 1,36 8,35 ± 0,88 0,40 

Tecido conjuntivo Vv (%) 72,4 ± 3,37 71,6 ± 4,79 0,70 

Espaço sinusóide Vv (%) 19,6 ± 2,85 19,4 ± 4,44 0,92 

Fibras do sistema elástico Vv (%) 1,20 ± 0,50 1,18 ± 0,26 0,92 

Dados expressos como média e desvio padrão 

Vv – densidade volumétrica 

Av – volume absoluto 

Fonte: A autora, 2016. 
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Figura 20. Fotomicrografias do corte transversal do corpo cavernoso do pênis dos adultos de 

avaliação tardia.  
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Legenda. Rato adulto controle (A) e (C). Rato adulto estressado (B) e (D). As imagens da fileira superior foram 

coradas com Tricrômico de Masson, 200x. As imagens das fileiras inferior foram coradas com fucsina resorcina 

de Weigert, 600x. As setas apontam para as fibras do sistema elástico. 

Fonte: A autora, 2016. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A morfologia e a função testicular dependem de condições adequadas de um 

microambiente tais como temperatura adequada, suprimento sanguíneo e estímulo hormonal 

(Damber and Janson 1978; Shalet 2009). O pênis também depende de um complexo mecanismo 

neurovascular e hormonal para manutenção de sua citoarquitetura e função (Dean and Lue 

2005). O estresse, especialmente quando é repetitivo ou crônico, ativa o eixo hipotalâmico-

hipofisário-adrenal, que afeta o funcionamento do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. 

Consequentemente, este mecanismo reduz a quantidade de hormônios sexuais (testosterona e 

estrogênio) em indivíduos estressados (Toufexis, Rivarola et al. 2014).  

Como os testículos são os principais produtores de testosterona, que é essencial para 

manter a função testicular e peniana, alterações morfológicas e funcionais são esperadas em 

testículos e pênis de indivíduos estressados. Este é o primeiro estudo a analisar os efeitos 

imediato e tardio do estresse crônico em testículos e pênis de ratos pré-púberes e adultos. 

 

 

5.1 Testículos 

 

 

Neste estudo, o estresse crônico foi mais prejudicial quando induzido na idade adulta, e 

avaliado imediatamente. Por exemplo, os níveis séricos de testosterona diminuíram somente 

nos ratos adultos submetidos ao estímulo estressor, mas na avaliação tardia, os níveis 

retornaram aos valores normais. O estresse crônico aumenta os níveis de glicocorticoides 

(Ulrich-Lai and Herman 2009), suprimindo assim a liberação de gonadotropinas e atuando 

diretamente nos receptores das células de Leydig, inibindo a biossíntese de testosterona 

(O'Donnell, McLachlan et al. 1994). Isso poderia explicar os baixos níveis do hormônio sexual 

masculino nos ratos adultos estressados de avaliação imediata, e a recuperação dos níveis 

séricos de testosterona nos animais adultos avaliados tardiamente, quando a biossíntese de 

testosterona não foi mais inibida. 

Mudanças nos parâmetros espermáticos como viabilidade e motilidade foram 

encontradas apenas nos ratos submetidos a estímulos de estresse crônico na idade adulta (Lin, 

Yuan et al. 2014). O estudo de Nirupama et al. (Nirupama, Devaki et al. 2013) demonstrou 

alterações na concentração de espermatozoides em ratos adultos submetidos ao estresse por 60 



67 
 

dias. Provavelmente, as mudanças na concentração de espermatozoides só se tornam visíveis 

após períodos mais prolongados de estresse. Embora neste estudo o estresse induzido nos ratos 

adultos não foi suficiente para reduzir a concentração de espermatozoides, a motilidade e 

viabilidade dos espermatozoides foram reduzidas em 19% e 46%, respectivamente, nos animais 

adultos avaliado imediatamente após o último estímulo estressor ter sido aplicado, suficiente 

para prejudicar a função reprodutiva.  

Mudanças morfológicas mais evidentes nos túbulos seminíferos foram observadas no 

grupo estresse adulto de avaliação imediata. Além dos parâmetros alterados dos túbulos 

seminíferos, o peso e o volume testiculares foram reduzidos, caracterizando atrofia do órgão. 

Isso mostrou claramente que os efeitos do estresse crônico foram mais pronunciados nos ratos 

adultos. Os ratos pré-púberes submetidos ao estresse crônico e avaliados imediatamente após o 

término do estímulo estressor mostraram uma diminuição significativa no peso corporal. 

Embora os ratos submetidos ao estímulo estressor não tenham tido acesso a comida e água 

durante 2 h por dia, os grupos controles também foram submetidos a essa restrição durante o 

mesmo período. A perda de peso nos ratos estressados durante a puberdade foi demonstrado 

em estudos anteriores (de Souza, Silva et al. 2012). O maior gasto energético em situações de 

estresse pode explicar a perda de peso (Goldstein 2010). A perda de peso indicou que outros 

órgãos podem ser afetados pelo estresse crônico, conforme demonstrado pelos diâmetros 

reduzidos dos túbulos seminíferos nos ratos submetidos ao estresse crônico. As condições de 

estresse crônico durante a infância podem levar a depressão e ansiedade, bem como obesidade 

e síndrome metabólica (Goldstein 2010). Crianças e adolescentes com aumento da atividade do 

eixo hipotalâmico-hipofisário-adrenal têm maior ganho de peso na idade adulta (Anderson, 

Cohen et al. 2006; Goldstein 2010). O estresse crônico causou diferentes e permanentes 

(sistêmico e testicular) mudanças na idade adulta quando aplicado antes da puberdade. Os ratos 

pré-púberes avaliados tardiamente tiveram aumento do peso corporal, indicando uma tendência 

para a obesidade no futuro. O estresse crônico aplicado antes da puberdade resultou em 

importantes alterações testiculares, com alterações tardias na idade adulta. Alterações 

morfológicas foram encontradas na avaliação realizada 6 semanas após o fim do estímulo 

estressor, mas nenhuma alteração foi encontrada imediatamente. Por exemplo, o espaço 

ocupado pelo interstício foi aumentado, enquanto que o espaço ocupado pelo compartimento 

tubular diminuiu somente quando avaliados mais tarde. 

Os resultados do presente estudo destacam a importância de evitar estímulos de estresse 

na infância, visto que ratos expostos ao estresse crônico antes da puberdade desenvolveram uma 

redução significativa na densidade do compartimento tubular, e um aumento na densidade do 
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compartimento intertubular, quando avaliados 6 semanas após o último estímulo estressor. 

Como os testículos não apresentaram alterações de volume e peso, o compartimento tubular 

dos animais parece ter sido reduzido, sugerindo que um efeito tardio do estresse crônico pode 

causar comprometimento funcional no futuro. Nenhum estudo investigou os efeitos do estresse 

crônico na função reprodutiva em homens que sofreram algum tipo de estresse antes da 

puberdade. Almeida et al. (Almeida, Kempinas et al. 2000) mostraram que os ratos submetidos 

a estímulos de estresse por imobilização antes da puberdade apresentaram redução da 

fertilidade. Embora o estresse tenha sido mais intenso do que o aplicado em nosso trabalho, 

nossos resultados reforçam a ideia de que as mudanças provocadas pelo estresse crônico antes 

da puberdade pode ser de caráter permanente. Com base nas alterações morfológicas nos 

testículos dos ratos pré-púberes, podemos supor que o dano testicular seja mais permanente se 

o estresse crônico ocorrer na infância. Os ratos submetidos ao estresse crônico na idade adulta 

mostraram várias mudanças na morfologia testicular, nos parâmetros espermáticos e nos níveis 

séricos de testosterona quando avaliados logo após o fim do estímulo estressor. No entanto, 

apenas a viabilidade espermática foi reduzida quando os ratos foram avaliados tardiamente. A 

redução da viabilidade espermática foi maior (46%) nos ratos avaliados imediatamente após o 

término do estímulo estressor do que nos ratos avaliados tardiamente (24%). Portanto, os efeitos 

do estresse crônico em ratos adultos foram quase completamente revertidos após a interrupção 

do estímulo estressor. Algumas alterações na produção de espermatozoides foram relatadas em 

até 4 meses após a interrupção do estímulo estressor (Nirupama, Devaki et al. 2013). Embora o 

estresse crônico tenha promovido alterações significativas nos parâmetros testiculares 

estudados nos ratos adultos, os testículos recuperaram-se quase completamente após o fim do 

estímulo estressor. Homens com estilo de vida estressante são mais propensos a problemas de 

fertilidade (Nordkap, Jensen et al. 2016). Um relato mostrou que o estresse paterno no trabalho 

está associado com diminuição no número de concepções (Lee, Paek et al. 2009). Nossos 

resultados sugerem que se houver uma mudança nos hábitos, retirando-se a fonte estressora, os 

danos podem ser revertidos, e isto deveria ser um fator importante a ser considerado no 

tratamento da infertilidade. Ainda, essas mudanças no estilo de vida beneficiaria não somente 

o homem, mas também o casal, além de trazer melhorias para a sua vida social. 
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5.2 Pênis 

 

  

O estresse crônico também pode provocar disfunção erétil (Hedon 2003). Esta condição 

está relacionada a distúrbios psicológicos e/ou hormonais desencadeados por fatores 

estressantes com redução principalmente da testosterona (Hehemann and Kashanian 2016). No 

entanto, ainda pouco se conhece sobre os potenciais efeitos deletérios do estresse crônico sobre 

as estruturas penianas, em especial ao principal tecido erétil, o corpo cavernoso.  

Algumas condições conhecidas, como doenças cardiovasculares e tabagismo, podem 

desencadear disfunção erétil, pois estão relacionadas a baixas concentrações de testosterona 

sérica (Park, Ko et al. 2012; Canat, Canat et al. 2015). Um estudo realizado por nosso grupo 

mostrou que o estresse crônico diminui os níveis de testosterona associada a alterações 

estruturais do corpo cavernoso do pênis (de Souza, Silva et al. 2012). O presente estudo 

observou que somente animais adultos, logo após o último estímulo estressor, apresentaram 

redução estatisticamente significativa de testosterona sérica. Isto sugere que animais adultos 

são mais vulneráveis a alteração hormonal sob situações de estresse por imobilização. Este 

grupo apresentou as alterações estruturais mais importantes.  

A ereção peniana basicamente envolve o relaxamento do músculo liso do espaço 

sinusoidal, vasodilatação arterial e veno-oclusão (van Driel 2015). Se alguma dessas estruturas 

for danificada, pode prejudicar a ereção. Neste estudo, os animais adultos estressados de 

avaliação imediata apresentaram diminuição significativa da densidade volumétrica do músculo 

liso. Também foi observado diminuição de fibras do sistema elástico e aumento da densidade 

volumétrica do tecido conjuntivo, o que pode comprometer a complacência do órgão. Um 

estudo realizado em biópsia de pênis de homens com DE, mostrou redução significativa das 

fibras do sistema elástico (Costa, Carrerete et al. 2006), o que reforça a diminuição da 

complacência. Foi observado que nestes animais, as áreas do corpo cavernoso avaliadas com e 

sem túnica albugínea reduziram. Essas alterações estruturais associadas à redução significativa 

da testosterona nestes animais mostram a importância deste hormônio na manutenção dos 

constituintes penianos. 

Quando os animais adultos foram avaliados seis semanas após o último estímulo 

estressor, houve recuperação das estruturas cavernosas afetadas e dos níveis séricos de 

testosterona. Entretanto, nestes animais os índices de testosterona aumentaram, embora não 

estatisticamente significativo, em relação grupo controle, o que pode estar relacionado a um 

mecanismo compensatório. A área da túnica albugínea, que não havia sido alterada com o 
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estresse, apresentou-se maior nestes animais. Isso talvez possa estar relacionado ao aumento 

não significativo da testosterona. Estes resultados mostraram a importância da testosterona na 

integridade das estruturas cavernosas do pênis. Este dado é ainda reforçado pelo estudo de 

Miranda et al. que mostraram que a reposição de testosterona em ratos após dois meses 

submetidos à orquiectomia, a musculatura lisa do corpo cavernoso do pênis retorna ao normal 

(Miranda, Gallo et al. 2012).  

As alterações nos corpos cavernosos peniano dos animais adultos sob estresse crônico, 

mencionadas anteriormente, são condizentes com alterações encontradas na DE. No entanto, 

após longo período sem estresse, houve recuperação das estruturas cavernosas, concomitante 

normalização da testosterona. Este dado é importante, pois homens com DE, em que o estresse 

é o agente causador, a indicação da retirada do fator estressante nesses indivíduos pode 

normalizar a função erétil sem a necessidade de medicamentos.  

De Souza et al. (de Souza, Silva et al. 2012) mostraram que ratos estressados 

cronicamente antes da puberdade até a fase adulta apresentam redução da testosterona sérica, 

do músculo liso do corpo cavernoso e aumento do tecido conjuntivo. Diferente deste presente 

estudo, de Souza et al. não privaram os animais do grupo controle de água e comida. A restrição 

alimentar provoca um aumento dos níveis plasmáticos de corticosterona em ratos e isso indica 

que pode causar um período de estresse nesses animais. Embora isso aconteça, é considerado 

um estressor de baixa intensidade (Spolidoro, Baroncelli et al. 2011). Baseado nesta informação 

podemos sugerir que a restrição alimentar nos animais do grupo controle pode ter provocado 

um estresse de baixa intensidade, e por isso nossos resultados diferem dos resultados 

encontrados por de Souza et al. (2012).  

No entanto, o que chamou a atenção foram as alterações observadas no grupo pré-púbere 

avaliado tardiamente. Foram observadas que nestes animais as fibras do sistema elástico 

sofreram redução significativa. Esta alteração pode comprometer a complacência do órgão e 

prejudicar a ereção. Em homens, não existem dados na literatura sobre os efeitos a longo prazo 

no pênis após serem submetidos a situações de estresse crônico antes da puberdade. Este é o 

primeiro estudo que mostrou que o estresse crônico aplicado antes da puberdade pode lesionar 

uma estrutura do corpo cavernoso peniano na idade adulta, mesmo após longo período sem 

estímulo estressor. Isso pode explicar ou ajudar na elucidação de questões relacionadas a 

problemas de ereção em adultos que sofreram algum tipo de estresse na infância. Este resultado 

mostrou a importância de se evitar na infância a exposição a fatores estressantes, cujas 

consequências podem se manifestar na idade adulta. 
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Embora o estudo tenha utilizado ratos para estudar os efeitos do estresse crônico no 

corpo cavernoso peniano, mostramos, baseados em estudos anteriores, que ainda são 

considerados bons modelos. Pinheiro et al. (2000) mostraram que existem diferenças quanto à 

disposição e quantidade dos principais componentes do corpo cavernoso do pênis do rato 

comparado ao do homem, e ressaltam a importância desse conhecimento para utilização desses 

animais como modelos experimentais para DE (Pinheiro, Costa et al. 2000). Quando se compara 

estudos experimentais nesses animais com estudos clínicos em homens, o corpo cavernoso do 

pênis de rato se comporta de maneira similar ao do homem na presença de baixas concentrações 

de testosterona (de Souza, Silva et al. 2012; Iacono, Prezioso et al. 2012). Estas considerações 

mostraram que o rato pode ser considerado um bom modelo. 

A função erétil desses animais não foi avaliada. Contudo, fundamentado em nossos 

resultados, podemos afirmar que o estresse crônico é prejudicial ao corpo cavernoso peniano, 

aplicado antes ou após a puberdade, e pode estar associado ao aparecimento de disfunção erétil. 

Um estudo em ratos mostrou que a função erétil pode ser comprometida por estresse por 

imobilização. Ao estimular o nervo cavernoso nesses ratos, tanto a pressão intracavernosa 

quanto o tempo de detumescência diminuíram (Bal, Murat et al. 2009). Mesmo que não sejam 

observadas alterações significativas logo após o último estímulo estressor no grupo pré-púbere 

de avaliação imediata, estas não podem ser ignoradas, pois podem manifestar-se muito tempo 

depois. Esse fato importante deve ser considerado, não devendo ser um fator excludente na 

avaliação da disfunção erétil. 

O estudo foi realizado em um modelo animal dentro de condições experimentais 

controladas, de modo que os resultados podem não representar exatamente os eventos que 

poderiam ocorrer em homens estressados. As alterações testiculares e penianas podem variar 

de acordo com o tipo, intensidade e duração do estímulo estressor, bem como a idade do 

organismo. Portanto, as diferenças entre os resultados do presente estudo e a literatura 

pertinente ao assunto podem ser imputadas a esses fatores. 
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CONCLUSÕES 

 

 

O estresse crônico induziu alterações testiculares e penianas antes e após a puberdade. 

As mudanças foram mais significativas quando o estímulo estressor foi induzido na idade 

adulta. A maioria das alterações identificadas nos ratos estressados durante a vida adulta são 

revertidas após o fim da indução do estímulo estressor.  

Nos ratos estressados antes da puberdade, as alterações testiculares e penianas são mais 

evidentes após longo período sem o estímulo estressor.  

Estes resultados sugerem que o estresse crônico pode estar relacionado a problemas 

ligados à fertilidade masculina e disfunção erétil. 
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APÊNDICE A – Soluções utilizadas no experimento 

 

 

A - SOLUÇÃO DE BOUIN 

 

70% Ácido pícrico saturado (700 mL) 

25% Formaldeído  (250 mL) 

5% Ácido acético glacial (50 mL) 

 

B - FORMALINA TAMPONADA 

 

Formalina tamponada neutral (pH=7,4) de Lillie 

Formaldeído pa (40%) ................................................... 100ml 

Na2HPO4 (Fosfato de sódio bibásico anidro pa).............. 6,5g 

NaH2PO4H2O (Fosfato de sódio monobásico, pa)............ 4,0g 

Água destilada............................................................... 900ml 

* Gotejar NaOH ou HCl na solução até conseguir o pH desejado 

 

C -PBS – solução estoque – PH 7,2 

 

NaCl (Cloreto de sódio) .......................................... 40,0g 

KCl (cloreto de potássio) ........................................ 1,0g 

NaH2PO4 ................................................................ 1,0g 

Na2HPO4 ................................................................ 5,75g 

Água destilada ....................................................... 1L 

* Diluir 1:10 para solução de trabalho 

 

D - PBS / BSA 0,5% 

 

0,5 g de Albumina Sérica Bovina 

100 ml PBS – Solução trabalho 
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APÊNDICE B. Protocolos de ensaio imunoenzimático e de histoquímica 

 

A - MÉTODO DE ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO (ELISA) 

 

Análise de testosterona sérica 

 

Os reagentes devem atingir a temperatura ambiente antes do uso. 

Os calibradores, controles e as amostras devem ser testados em duplicata. 

Uma vez que o procedimento tenha sido iniciado, todas as etapas devem ser 

cumpridas sem interrupção. 

Preparar as soluções de trabalho da testosterona Livre conjugado e tampão de 

lavagem. Pipetar 50l de cada amostra de controle, calibrador e amostras nos poços 

devidamente identificados. 

Pipetar 100l da solução de conjugado de trabalho em cada poço. 

Agitar suavemente a placa por 10 segundos, e em seguida incubar a placa a 37 ° C 

durante 1 hora. 

Lavar os poços três vezes com 300l de tampão de lavagem por poço 

Tocar a placa firmemente contra o papel absorvente, para garantir que ele esteja 

seco. Pipetar 150l de substrato de Tetrametilbenzidina e peróxido de hidrogênio (TMB) 

para cada poço a intervalos de tempo 

Incubar a placa a 37 ° C durante 10-15 minutos (ou até que o calibrador 0 alcança a 

cor azul). 

Pipetar 50l de solução de paragem em cada poço com os mesmos intervalos de 

tempo tal como feito com o substrato TMB. 

Ler a placa num leitor de microplaca a 450 nm dentro de 20 minutos após a adição 

da solução de paragem. 
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B – HISTOQUÍMICA 

 

Hematoxilina e eosina 

 

Desparafinar em estufa à 60ºC (10 minutos) 

Desparafinar em duas mudas de xilol (5 minutos cada) 

Hidratar em duas mudas de álcool absoluto (5 minutos cada) 

Hidratar em álcool 90%, 80% e 70% (3 minutos cada) 

Lavar em água destilada (1 minuto) 

Corar em hematoxilina de Delafeld (3 minutos) 

Lavar em água corrente (3 minutos) 

Corar em solução aquosa de eosina (1 minuto) 

Lavar em água destilada (1 minuto) 

Desidratar em álcool 70%, 80% e 90% (1 minuto cada) 

Desidratar em duas mudas de álcool absoluto (3 minutos cada) 

Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada) 

Montar com entellan e lamínula 

 

Resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidação 

 

 Desparafinar em estufa à 60ºC (10 minutos) 

 Desparafinar em duas mudas de xilol (5 minutos cada) 

 Hidratar em álcool absoluto e 90% (3 minutos cada) 

 Oxidação em Oxona (45 minutos) 

 Lavar em água corrente (3 minutos) 

 Desidratar em álcool 70% e 90% (3 minutos cada) 

 Corar em solução de Weigert (60 minutos) 

 Hidratar em álcool 90%  e 70% (3 minutos cada) 

 Lavar em água destilada (1 minuto) 

 Corar em solução de orange G (10 segundos) 

 Lavar em água destilada (1 minuto) 



82 
 

Desidratar em álcool 70%, 90% e absoluto (3 minutos cada) 

Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada) 

Montar com entellan e lamínula 

 

Tricrômico de Masson 

 

 Desparafinar em estufa à 60ºC (10 minutos) 

 Desparafinar em duas mudas de xilol (5 minutos cada) 

 Hidratar em álcool absoluto, 90%, 80%  e 70% (3 minutos cada) 

 Lavar em água destilada (1 minuto) 

 Corar em solução de hematoxilina de Delafeld (2 minutos) 

 Lavar em água corrente (3 minutos) 

 Corar em solução de Ponceau-fucsina ácida (5minutos) 

 Lavar em água destilada (5 minutos) 

 Imergir em ácido fosfomolíbdico 1% (5 minutos) 

 Corar em solução de azul de anilina (2 minutos) 

 Imergir 2x em água acética 1% (5 minutos cada) 

 Desidratar 2x em álcool absoluto (3 minutos cada) 

 Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada) 

 Montar com entellan e lamínula 
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APÊNDICE C. Primeiro artigo publicado. 
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APÊNDICE D. Segundo artigo submetido 
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ANEXO  – Autorização da Comissão de Ética para o Cuidado e Uso de Animais 

Experimentais 

 


