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RESUMO 

 

 

MILHOMEM, Raquel Lange. Avaliação dos testículos de ratos submetidos à torção 

testicular antes, durante e após a puberdade, e o efeito do tratamento com L-arginina. 2013.    

90f. Dissertação (Mestrado em Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

Torção testicular (TT) é uma síndrome urológica comumente encontrada em recém 

nascidos, crianças e adolescentes. Neste trabalho foi estudada as lesões morfológicas e a 

função reprodutiva em ratos adultos que sofreram TT, em diferentes idades de maturidade 

sexual e o efeito protetor da L-arginina, contra os danos causados pela isquemia/reperfusão na 

torção testicular. Dezoito ratos pré-púberes (4 semanas de vida) dezessete púberes (6 semanas 

de vida) e dezessete adultos (9 semanas de vida) foram submetidos à TT. Sob anestesia o 

testículo direito foi rotacionado em 720° e fixado, sendo então destorcido após 4 horas. Vinte 

e quatro ratos (ARG4, n=8, ARG6, n=8 e ARG9 n=8) foram submetidos ao tratamento com 

650mg/kg de L-arginina, por via oral, durante 7 dias. Outros trinta ratos de mesma idade 

sofreram cirurgia simulada (SH4, n=10, SH6, n=10 e SH9, n=10). Com 12 semanas de idade, 

foram submetidos ao acasalamento controlado com 3 fêmeas e ao vigésimo dia de gestação o 

número de fetos, corpos lúteos, absorções e implatações foram contados. Na 14ª semana, os 

ratos foram mortos e os espermatozóides coletados da cauda dos epidídimos, foi anotado o 

peso corporal, o peso e volume testicular. O soro foi usado para dosagem de testosterona. 

Foram avaliadas a concentração, motilidade e a viabilidade espermática. Os testículos 

coletados foram fixados em Bouin, pós-fixados em formalina e processados em parafina. 

Utilizando o programa de imagem Image J, lâminas coradas com HE, mensuramos a altura do 

epitélio, densidade volumétrica e diâmetro do túbulo seminífero. Para avaliar a integridade do 

epitélio seminífero foi utilizado a frequência dos estágios do ciclo do epitélio e o escorre de 

Johnsen. Também foi avaliado a proliferação do compartimento tubular e intertubular, através 

da imunomarcação com PCNA. Os dados foram tabulados e as médias dos grupos 

comparadas pelo teste de ANOVA com pós-teste de Bonferroni ou teste de Kruskal-Wallis 

com pós teste de Dunns (programa Graphpad Prism, com p < 0,05). Os resultados revelaram 

grandes danos produzidos pela injuria testicular, no testículo ipsilateral, com diminuição da 

capacidade reprodutiva, da concentração, viabilidade e mobilidade, do peso e volume 

testicular. Animais TT9 não apresentaram espermatozoides nas amostras coletas. Houve 

diminuição do diâmetro dos túbulos seminíferos e da altura do epitélio, aumento do 

compartimento intertubular, com ênfase dos vasos sanguíneos, aumento da proliferação 

celular estromal e diminuição da proliferação epitelial. Houve diminuição da concentração 

sérica de testosterona no grupo TT4, quando comparado como grupo TT9. Em geral, os 

animais submetidos à torção na fase adulta foram os mais acometidos. Não foram encontradas 

alterações dignas de nota, nos testículo contralaterais. Animais tratados com L-arginina 

obtiveram melhora dos índices reprodutivos, com aumento da potência em todas as idades. 

Houve aumento da concentração espermática no testículo contralateral de ARG4 e ARG6, 

mostrando que a L-arginina atuou como antioxidante. Não houve proteção para as lesões 

causadas pela torção na maioria dos grupos, mas os animais tratados ARG9 apresentaram 

concentração espermática mensuravel, quando comparados aos ratos TT9, que tinham 

azospermia. 

 

Palavras-chave: Torção Testicular. L-arginina. Isquemia/reperfusão. 



 

ABSTRACT 

 

 

MILHOMEM, Raquel Lange. Evaluation of the testes of rats testicular torsion before, during 

and after puberty, and the effect of treatment with L-arginine. 2013. 90f. Dissertation 

(Mestrado em Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências Médicas, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

Testicular torsion (TT) is a urologic syndrome commonly found in infants, children 

and adolescents. In this work, the morphological damage and reproductive function in adult 

rats that underwent TT in different ages of sexual maturity and the protective effect of L-

arginine against damage caused by ischemia / reperfusion in testicular torsion. Eighteen 

prepubertal rats (4 weeks old) seventeen pubertal (6 weeks old) and seventeen adults (9 weeks 

old) underwent TT. Under anesthesia, the right testis was rotated 720 ° and fixed, and then 

distorted after 4 hours. Twenty four rats (ARG4, n = 8, Arg6 n = 8, and Arg9 n = 8) were 

treated with 650mg/kg of L-arginine orally for 7 days. Other thirty rats of the same age 

underwent sham surgery (SH4, n = 10, SH6 n = 10, and SH9 n = 10). At 12 weeks of age, 

were subjected to controlled breeding 3 females and twentieth day of gestation and number of 

fetuses, corpora lutea, implantations,  and absorptions were counted. At 14 weeks, the rats 

were killed and sperm collected from the epididymis tail was also noted body weight, 

testicular weight and volume. The serum was used for measurement of testosterone. We 

evaluated the concentration, motility and sperm viability. The testes were collected and fixed 

in Bouin, post-fixed in formalin and processed in paraffin. Using imaging program Image J, 

HE-stained slides, we measured the height of the epithelium, volume density and diameter of 

the seminiferous tubule. To evaluate the integrity of the seminiferous epithelium was used the 

frequency of the cycle stages of the epithelium and Johnsen’s scorre. Also evaluated was the 

proliferation of the tubular and intertubular compartment by immunostaining with PCNA. 

Data were tabulated and the means of groups were compared by ANOVA with Bonferroni 

post-test or Kruskal-Wallis with Dunns post test (Graphpad Prism, p <.05). The results 

revealed major damage produced by testicular injury in the ipsilateral testis, with decreased 

reproductive capacity, concentration, viability and motility, weight and testicular volume. 

TT9 animals showed no sperm in the samples collected. A decrease of the seminiferous tubule 

diameter and height of the epithelium, increased intertubular compartment, with emphasis on 

blood vessels, increased proliferation and reduced stromal cell epithelial proliferation. There 

was a decrease in serum testosterone group TT4, when compared as a group TT9. In general, 

animals subjected to torsion at 9 weeks were the most affected. There were no notable 

changes in the contralateral testis. Animals treated with L-arginine showed improvement of 

reproductive rates, with increased potency at all ages. There was increased sperm 

concentration in the contralateral testicular ARG4 and ARG6, showing that L-arginine acted 

as an antioxidant. There was no protection for injuries caused by twisting in most groups, but 

animals treated ARG9 showed measurable sperm concentration compared to TT9 mice that 

had azoospermia. 

 

Keywords: Testicular torsion. L-arginine. Ischemia / reperfusion 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A torção testicular (TT) é uma urgência urológica resultado da rotação do cordão 

espermático (RAJU et al, 2011), gerando um comprometimento do suprimento sanguíneo 

testicular. Pode ocorrer em qualquer idade (FAVORITO et al, 2004), entretanto, a distribuição 

etária é bimodal, com dois picos, um no período neonatal (Figura1) e outro com cerca de 13 

anos de idade (GUNTHER et al, 2006). 

 

Figura 1 - Fotografia de testículo de neonato humano 

 

 
Legenda: Aumento do volume escrotal esquerdo, observando-se pele com coloração escurecida 

decorrente da hematocele. 

Fonte: TUCCI et al, 1993. 

 

 

Os testículos são órgãos responsáveis pela produção dos gametas masculinos, os 

espermatozoides, entretanto, além da função celular, esta gônada possui função endócrina 

primordial para formação das características sexuais secundárias e controle da gametogênese 

(MOORE; DALLEY, 2007)  

Localizados no interior da bolsa escrotal, os testículos, são formados na parede dorsal 

da cavidade abdominal, retroperitonialmente, e durante o desenvolvimento fetal, passam pelo 

processo de migração. Ao se deslocarem pelo canal inguinal, carreiam consigo dois folhetos 

serosos (túnica vaginal visceral e parietal), que envolvem a túnica albugínea, cápsula de 

tecido conjuntivo denso que reveste o parênquima testicular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2011). 
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A vascularização é realizada pela artéria testicular, que tem um trajeto tortuoso, e a 

drenagem sanguínea através das veias testiculares, que se ramificam e se moldam em um 

arranjo também tortuoso para formar o plexo pampiniforme, responsável pela 

termorregulação do órgão. A inervação é feita pelos ramos posterior e anterior do nervo 

testicular, ramo do nervo pudendo que emerge das raízes anteriores, dos pares S2, S3 e S4 de 

nervos espinhais (MOORE; DALLEY, 2007). 

Projeções da túnica albugínea formam septos que dividem o órgão em lóbulos, no 

interior destes é possível observar dois tipos de regiões diferenciadas. O compartimento 

tubular se caracteriza por ter epitélio seminífero disposto de forma tubular em uma membrana 

basal, que repousa na túnica própria, entremeado com células de Sertoli. O túbulo seminífero 

é cercado por células mióides, que atuam no processo de contração tubular, para transportar o 

fluido testicular e produtos da espermatogênese ao longo do lúmen das vias reprodutivas. As 

células de Sertoli contribuem de forma fundamental na formação do gameta masculino, atuam 

sustentando, protegendo e nutrindo os espermatozoides em desenvolvimento. Também atuam 

na fagocitose do citoplasma residual liberado pelas espermátides maduras, na forma de corpos 

residuais e secretam fluido usado no transporte pelos ductos genitais, contendo uma proteína 

ligante de andrógeno. Além disso, formam a barreira hemato-testicular, impedindo o contato 

das células haploides com o sistema imunológico (RUSSEL et al, 1990). 

A linhagem germinativa das células espermáticas sofre uma cascata de transformações 

caracterizadas por sucessivas divisões celulares mitóticas e meióticas, controladas pela 

secreção de hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH), denominada 

espermatogênese. Um evento temporal, ordenado e bem definido, em que, células 

germinativas indiferenciadas dão origem aos espermatozoides maduros, é dividido em três 

etapas. A primeira, proliferação, que se caracteriza por mitoses sucessivas (LOUIS 

HERMANO et al, 2010) que transformam as células germinativas em diferentes tipos de 

espermatogônias. Estas por sua vez sofrem crescimento do volume citoplasmático, dando 

origem aos espermatócitos I. A segunda etapa, meiótica, ocorre após duplicação e 

recombinações gênicas (pré-leptóteno, leptóteno, zigóteno, paquíteno e diplóteno), formando 

o espermatócito II, seguido por meióse reducional, dando origem às células haploides 

denominadas espermátides. A terceira etapa é conhecida como metamorfose ou 

espermiogênese, se resume a grandes transformações citoplasmáticas e nucleares, com 

formação de acrossoma, cabeça e flagelo, que culminam no surgimento do espermatozóide. 

O compartimento intersticial se caracteriza por células de tecido conjuntivo, raras, que 

entremeiam a membrana basal e células mioepiteliais. Além destas, células de Leydig, nervos, 
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vasos linfáticos e sanguíneos dividem espaço com alguns macrófagos. Os capilares 

testiculares não são fenestrados e os vasos linfáticos são canais irregulares, ou sinusóides, 

incompletamente delimitados pelas células endoteliais (FAWCETT, 1973). A testosterona é 

produzida pelas células de Leydig, nos testículos adultos, e secretada no líquido testicular 

intersticial, bem como, nos capilares ao redor dos túbulos seminíferos. A concentração deste 

hormônio no tecido é muito alta, cerca de 50 a 100 vezes maior, do que a concentração sérica 

(TURNER, 1985). A produção de testosterona aumenta gradualmente, desde o período pré-

púbere, até a idade adulta, coincidindo com o desenvolvimento de células de Leydig adultas. 

Uma vez formadas, células deste tipo, raramente morrem, ou se dividem (STANLEY et al, 

2012). O hormônio luteinizante (LH), liberado pela hipófise, atua nas células de Leydig, que 

produzem testosterona. Receptores para este hormônio são encontrados nas células de Sertoli 

e nas espermatogônias do túbulo seminífero. Por difusão, a testosterona atravessa os espaços 

linfáticos, peritubulares, atua sobre o compartimento intertubular, estimulando a 

espermatogênese. O hormônio folículo estimulante (FSH), também secretado pela hipófise, 

estimula a gametogênese masculina, atuando nos receptores das células do compartimento 

tubular (RUSSELL, 1990). 

A torção testicular é caracterizada pela rotação do cordão espermático, gerando 

comprometimento do suprimento sanguíneo do testículo (KUTLU et al, 2010). Os pacientes 

acometidos se apresentam com rubor, edema e dor escrotal (muitas vezes não associada a 

trauma) além de náuseas e vômito (LAVELEE; CASH, 2005). Quanto à etiologia, pode ser 

classificada de duas formas, como intravaginal ou extravaginal (Figura 2) (KAPOOR, 2008). 

A primeira é a mais comum, geralmente associada à alteração da túnica vaginal, como 

inserção alta no cordão espermático, o que gera uma pendulação anormal, caracterizada por 

aumento da mobilidade testicular. A incidência é maior, em crianças, adultos e principalmente 

jovens (SESSIONS et al, 2003). A modalidade extravaginal é usualmente vista no período 

natal e pré-natal (KAPOOR, 2008), sem alterações anatômicas identificadas. 
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Figura 2 - Classificação dos tipos de torção testicular 

 

 
Legenda: A) Torção intravaginal; B) Torção extravaginal. 

Fonte: FAVORITO et al, 2004. 

 

 

Essa emergência, relativamente comum, precisa ser tratada rapidamente, para que os 

testículos não sofram danos permanentes. Pois tanto a espermatogênese, quanto à produção de 

esteroides, das células de Leydig, são vulneráveis ao estresse oxidativo, apesar da baixa 

tensão de oxigênio, provocada pela pobre vascularização característica deste tecido 

(ELSHAARI et al, 2011). 

Quando o testículo se torce sobre seu eixo, a irrigação do órgão é interrompida e 

quando não restabelecida em até 6-8 horas gera danos irreversíveis (CUMMINGS et al, 

2002). Após este período, mesmo realizando-se a orquiectomia do testículo, o órgão 

contralateral pode ser afetado, com consequente subfertilidade (PRATER; OVERDORF, 

1991; FILHO et al, 2004). 

O processo de isquemia/reperfusão pode ser dividido em duas fases distintas, a 

primeira ocorre imediatamente antes da reperfusão e se estende por poucas horas. É uma 

situação típica de estresse oxidativo, onde a injúria é, em termos, consideravelmente 

reversível. A segunda fase se estende por horas e até dias, dependendo da manutenção do 

insulto do estresse oxidativo, gerando danos teciduais irreversíveis e inflamação, com aporte 

de infiltrado neutrofílico e recrutamento de macrófagos (FILHO et al, 2004). 

A principal causa do dano testicular é a geração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), durante a reperfusão. Durante o período de hipóxia, o catabolismo de adenosina 

trifosfato (ATP) leva ao acúmulo de metabólitos das purinas, as hipoxantinas. Nesse período a 
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xantino desidrogenase é convertida em xantino oxidase. Quando ocorre a reperfusão, o grande 

aporte de oxigênio é substrato para oxidação das purinas, formação de xantina e esta em ácido 

úrico, como subprodutos dessa reação, aparecem uratos e ROS (SILVA et al, 2010). Esses 

radicais livres são moléculas instáveis ou fragmentos de moléculas sem um par de elétrons em 

suas órbitas exteriores. Inclui-se o radical superóxido (O2-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

e o radical hidroxila (OH) (CÓRDOVA; NAVAS, 2000). Essas substâncias oxidam a 

membrana lipídica, proteínas e o DNA, conduzindo às disfunções e morte celular 

(HEKIMOGLU et al, 2009). 

A tolerância dos tecidos a isquemia é variável e multifatorial, dependendo do tempo de 

isquemia, das necessidades metabólicas dos tecidos, do aporte da circulação colateral e de 

fatores humorais (NETO et al, 2005). O testículo dos mamíferos é extremamente sensível ao 

dano oxidativo de radicais livres; as células germinativas são severamente danificadas e 

morrem depois de expostas a qualquer aumento de tensão de oxigênio (FILHO et al, 2004). 

O óxido nítrico (NO) apresenta um papel controverso, na injúria da 

isquemia/reperfusão (TAHA et al, 2012), ele pode mediar vários fenômenos, como 

citotoxicidade mediada por macrófagos, inibição da ativação, adesão e agregação plaquetária, 

regulação da pressão sanguínea basal e microcirculação medular e glomerular (KUROSE et 

al, 1994). Mantém um estado de vasodilatação persistente, mas, também pode, com o 

aparecimento dos radicais livres, tornar-se um potente oxidante ao combinar-se com o radical 

hidroxila (BOVERIS, 1998). 

Nas células do endotélio vascular, na presença de oxigênio molecular, o terminal 

guanidino nitrogenado da L-arginina (Figura 3) produz o radical livre gasoso, NO, e L-

citrulina em um processo catalisado pela enzima óxido nítrico-sintase (NOS) (KUO; 

SCHROEDER, 1995). Essa enzima, em sua isoforma endotelial, tem sua expressão em 

humanos, significantemente suprimida, pela hipóxia (WONG, 1996). A redução dos níveis de 

NO em tecidos após isquemia/reperfusão pode ser devida à inativação da NOS e inativação do 

próprio NO pelo superóxido, que é produzido nesses tecidos (KUROSE et al, 1994). 
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Figura 3 – Desenho da fórmula estrutural de L-arginina, na síntese de Óxido Nítrico 

 

 
Legenda: O aminoácido L-arginina (C6H14N4O2) é oxidado pela enzima óxido nírtico-sintetase (NOS), em 

presença de fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADPH) e oxigênio (O2), formando 

L-citrulina (C6H13N3O3) e Óxido Nítrico (NO). 

Fonte: COSTA et al, 1999. 

 

 

Alguns pesquisadores tem se concentrado em medicamentos que podem previr a 

injúria da inquemia/reperfusão, o aluporinol, o éster fenetil do ácido caféico, a vitamina E, 

verapamil e o sildenafil, tem mostrado resultados promissores (KEHINDE; BOZLU, 2005; 

SALMASI et al, 2005). A L-arginina também mostrou um forte efeito protetor, observada na 

fase de reperfusão, quando injetada no início do processo isquêmico de fígado de ratos 

(TAHA et al, 2012). É um aminoácido básico, substrato da síntese de importantes moléculas, 

incluindo o NO (WANG et al, 2008), tem ação benéfica contra doenças cardiovasculares, 

pulmonares, renais, gastrintestinais, estimula o sistema imune, bem como a cicatrização 

tecidual e manutenção da integridade do tecido (WU et al, 2008, 2009). Melhora o fluxo 

sanguíneo após a torção testicular e possui efeito protetor no testículo contralateral (BARLAS 

et al, 2002). Em estudos de transplante renal o exame histológico mostrou que a necrose 

tubular aguda foi significativamente diminuída em rins transplantados, tratados com uma 

combinação de L-arginina e α-tocoferol (SHOKEIR et al, 2011). 

Diversos estudos mostram as injúrias da TT em ambos os testículos de ratos púberes e 

adultos, bem como métodos para proteção contra as lesões provocadas pela isquemia e 

reperfusão testicular (AKTAS et al, 2010). Contudo, ainda não foram comparadas alterações 

na função reprodutiva de ratos, tratados com L-arginina, após TT. Além disso, poucos são os 

estudos sobre esta afecção em modelo animal pré-púbere. Até o presente momento, não se 

comparou as alterações provocadas, pela torção testicular, em ratos, à função reprodutiva, 

produção espermática (da amostra de sêmen à avaliação histológica do ciclo do epitélio) em 

diferentes etapas de maturidade sexual. 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfato_de_dinucle%C3%B3tido_de_nicotinamida_e_adenina
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Objetivos gerais 

 

 

O objetivo do presente trabalho foi estudar as alterações testiculares em ratos adultos 

que sofreram TT na idade pré-púbere (4 semanas), púbere (6 semanas) e adulta jovem (9 

semanas), bem como o efeito do tratamento com L-arginina. 

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

Avaliar as alterações morfológicas e reprodutivas causadas pela TT no testículo 

torcido e contralateral, comparando-os com seus controles, nas diferentes idades. 

Avaliar o efeito do tratamento com L-arginina como protetor antioxidante, contra os 

danos causados pela torção testicular no testículo torcido e no testículo contralateral. 
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2 METODOLOGIA 

 

 

2.1 Animais 

 

 

Foram utilizados 82 ratos machos e 246 fêmeas para todo o experimento. Os animais 

foram mantidos em caixas apropriadas em condições controladas de temperatura e ciclo 

claro/escuro. Receberam água e ração comercial (Nuvilab, Nuvital Ltda®, Colombo, Paraná, 

BR) ad libidum durante todo o experimento. 

Os animais machos foram divididos em três grandes grupos, de acordo com a idade 

que os animais sofreram a torção testicular (4, 6 e 9 semanas). Cada grupo foi subdividido em 

três subgrupos contendo até 10 animais cada, como descritos no quadro a seguir: 

 

Quadro 1 - Distribuição dos animais de acordo com a idade cirúrgica e o tipo de intervenção 

 

  GRUPOS 

IDADE 

CIRÚRGICA 
CONTROLE TORCIDO 

TRATADO  

L - ARGININA 

4 SEMANAS 

(Pré-púbere) 
Ctrl 4 (n=10) TT 4 (n=10) ARG 4 (n=08) 

6 SEMANAS 

(Púbere) 
Ctrl 6 (n=10) TT 6 (n=09) ARG 6 (n=08) 

9 SEMANAS 

(Adulto) 
Ctrl 9 (n=10) TT 9 (n=09) ARG9 (n=08) 

Legenda: Grupos Controles – animais que sofreram cirurgia de simulação da torção testicular, em 

idade pré-púbere (Ctrl4), em idade púbere (Ctrl6) e idade adulta (Ctrl9). Grupos Torcidos – 

animais que sofreram a torção testicular, idade pré-púbere (TT4), em idade púbere (TT6) e 

idade adulta (TT9). Grupos Torcidos e Tratados – animais que sofreram cirurgia de torção 

testicular e tratamento com L-arginina por 7 dias a partir da torção, em idade pré-púbere 

(ARG4), em idade púbere (ARG6) e idade adulta (ARG9). 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

Todos os machos foram submetidos à eutanásia com 14 semanas de idade por 

overdose anestésica (tiopental sódico, 100 mg/Kg, injetado por via intraperitoneal). As fêmeas 

foram utilizadas como matrizes no teste de fertilidade. 
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2.2 Torção testicular 

 

Os animais dos grupos que sofreram torção testicular (TT4, ARG4, TT6, ARG6, TT9 

e ARG9), foram mantidos em plano anestésico adequado pela administração de cetamina (80 

mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) pela via intraperitoneal, doses adicionais foram administradas 

individualmente conforme a necessidade. 

O testículo direito foi exposto pela incisão da bolsa escrotal e túnica vaginal e então 

rotacionado em 720 graus, no sentido horário, sendo fixado nesta posição por sutura com fio 

de poligalactina 910 6-0 (JEONG et al, 2010). A bolsa escrotal foi então suturada.  

Os animais dos grupos de cirurgia simulada (Ctrl4, Ctrl6 e Ctrl9), também sobre o 

mesmo protocolo anestésico descrito acima, tiveram os testículos direitos expostos pela 

mesma abordagem cirúrgica e fixados na posição anatômica normal, no entanto não foram 

rotacionados. A bolsa escrotal foi suturada da mesma maneira que nos grupos torcidos. 

Todos os grupos foram mantidos nessas condições durante 4 horas (Figura 4). Após 

este período, a bolsa escrotal foi novamente aberta, as suturas de fixação do testículo foram 

removidas, os testículos dos animais dos grupos TT4, ARG4, TT6, ARG6, TT9 e ARG9 

foram destorcidos e colocados em posição anatômica e a bolsa escrotal suturada com fio de 

poligalactina 910 6-0. 

 

Figura 4 - Fotografia de ratos em plano anestésico, após torção 

 

 
Legenda: Animais em manutenção anestésica, pós-cirúrgica. Acompanhamento de parâmetros respiratórios e 

controle de temperatura. Laboratório de Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Fonte: MILHOMEM, 2012. 
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Alterações macroscópicas dos testículos percebidas nesta ocasião (edema, congestão 

venosa, isquemia) foram anotadas (Figura 5). 

 

Figura 5 - Imagem do procedimento cirúrgico experimental em rato de 9 semanas 

 

 

 

2.3 Tratamento 

 

 

Os grupos tratados (ARG4, ARG6 e ARG9) receberam dose oral diária de L-arginina 

(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO) a 650 mg/kg, por via oral (PICANÇO et al, 2011) 

diariamente, durante 7 dias, a partir da torção, por gavagem. 

 

 

2.4 Teste de fertilidade 

 

 

Na 12ª semana de vida, cada macho (independente do grupo) foi submetido a teste de 

fertilidade com três fêmeas (MOTRICH et al, 2007). Para tal, os machos foram colocados em 

uma caixa com uma fêmea no período de estro, ficando com a fêmea durante um período de 

12 horas. A cópula foi confirmada pela presença de sêmen, visualizada microscopia de luz 

Legenda: Em A, testículo direito, no momento anterior à torção testicular, parâmetros de coloração e 

posicionamento normais. Em B, foto do mesmo testículo, torcido por quatro horas, momentos antes da 

destorção. Alteração de parâmetros colorimétricos e posicionamento. 

Fonte: MILHOMEM, 2012. 
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(Olympus BH-2, Tóquio, Japan), em aumento de 200x, em citologias de amostras vaginais 

(Figura 6). Foi devidamente registrada qual fêmea foi posta para reprodução com qual macho. 

 

Figura 6 – Fotomicrografia de citologia vaginal de rata 

 

 
Legenda: Amostra vaginal, coletada por swab, 12 horas após permanência da fêmea com o macho. A seta aponta 

presença de espermatozóide, confirmando a cópula. Laboratório de Pesquisa Urogenital - Rio de 

Janeiro. 

Nota: Vermelho de Shorr e H-E 200x. 

Fonte: MILHOMEM, 2012. 

 

No vigésimo dia de gestação as fêmeas sofreram eutanásia, por overdose de tiopental 

sódico intraperitoneal. O útero foi exposto e o número de sítios de implantação foi contado e 

anotado. O número de corpos lúteos de ambos os ovários foi contado sob magnificação. O 

número de fetos formados, e não formados foi contado, e o peso e a circunferência torácica de 

cada feto a termo foram quantificados. 

A potência, ou habilidade do macho de copular, foi calculada como a proporção do 

número de fêmeas copuladas para o número de fêmeas postas para copular. O índice de 

fertilidade foi calculado como a relação do número de sítios de implantação para o número de 

corpos lúteos. A fecundidade foi calculada como a proporção entre o número de ratos machos 

que geraram pelo menos um feto viável para o número de ratos postos para acasalar, como 

exposto a seguir: 

 

• O índice de perda pré-implantação foi calculado pela fórmula: 

[número de corpos lúteos]  –  [número de sítios de implantação] 

50 m 
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[número de corpos lúteos] 

• O índice de perda pós-implantação foi calculado pela fórmula: 

[número de sítios de implantação]  –  [número de fetos a termo] 

[número de sítios de implantação] 

 

 

2.5 Avaliações dos espermatozóides 

 

 

Imediatamente após a eutanásia os epidídimos de ambos os testículos foram coletados. 

A cauda do epidídimo foi ressecada, seccionada e lavada em 5 ml de tampão (PBS/BSA 0,5% 

- SIGMA®) para coleta dos espermatozoides (OZAKI et al, 2002). Foram avaliadas 

concentração espermática (Figura 7), motilidade e integridade e funcionamento da membrana 

plasmática através do teste hipo-osmótico (JEYENDRAN et al, 1984). 

 

Figura 7 - Fotomicrografia da câmara de Neubauer espelhada 

 

 
Legenda: Amostra de concentrado espermático, utilizada para análise de motilidade e concentração. 

Nota: 100x. 

Fonte: MILHOMEM, 2012. 

 

100 m 
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Alíquotas de amostras foram diluídas, conforme o grau de turbidez e depositadas em 

câmara de Neubauer, para visualização em microscópio de contraste de fase (Nikon H550S, 

Tóquio, Japão). Foram realizadas micrografias sequencias, através da câmera acoplada 

(Basler, Ahrensburg, Alemanha) e a motilidade espermática foi mensurada, em percentual, 

através da diferença do número total de espermatozoides quantificados (n=200) pelo o 

número de espermatozóides imóveis durante a análise. Para concentração, foram contados 5 

quadrantes menores, no interior do quadrante central da câmara de Neubauer e o número 

aproximado foi atingido através da fórmula demonstrada a seguir: 

 

 

• Concentração = N° de sptz x (fator de correção) x (fator de diluição) 

 

 
Onde, fator de correção = 50000; 

Fator de diluição = 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 (dependendo da diluição das amostras se = 0, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 

1:5, respectivamente). 

 

 

As análises de concentração e motilidade foram realizadas sempre pelo mesmo 

avaliador e ao mesmo tempo no microscópio com contrate de fases, para melhor identificação 

da mobilidade da cauda (em aumento de 100x). Para o teste hipo-osmótico, foi feita diluição 

em solução hiposmótica de 100 mOsm/L e mantidos por 30 minutos à temperatura de 37ºC. 

Após este período, foi coletado 10 l da solução, desprezado sobre lâmina previamente 

aquecida à 37ºC e identificada, coberto com lamínula e levada para avaliação direta em 

microscopia de luz em aumento de 200x (Olympus BH-2, Tóquio, Japão). Foi então avaliado 

o percentual de espermatozoides apresentando dobramento de cauda, em 200 

espermatozoides. 

 

 

2.6 Avaliação do nível de testosterona sérica 

 

 

Amostras sanguíneas, de aproximadamente 5 ml, foram coletadas de cada animal, 

durante plano anestésico profundo, através de punção intracardíaca, conforme mostra a figura 

8. 
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Figura 8 - Fotografia de rato no momento da coleta de sangue 

 

 
Legenda: Punção intracardíaca, em plano anestésico profundo, por sobredose de tiobarbitúrico (IP). Laboratório 

de Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

As amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio tipo "falcon" (15 mL), para 

extração do soro, e foi utilizado 3.000 rpm por 3 minutos em centrífuga. Com auxílio de 

pipeta analítica, foram extraídos em média, 1,5mL de soro por amostra, que posteriormente 

foram separadas alíquotas, acondicionados em "eppendorfs" e congelados. Para a análise foi 

utilizado o método de ensaio imuno-enzimático (ELISA), com o kit para detecção de 

testosterona (E90458Ge,USCN, Houston, EUA).  

 

 

2.7 Avaliações biométricas 

 

 

Os testículos foram pesados (g) em balança de precisão e o volume (cm
3
) medido pelo 

método de Scherle (SCHERLE, 1970). Os animais foram pesados (g) semanalmente. 

 

 

2.8 Análises estruturais 

 

 

Cada testículo foi fixado por imersão em solução de Bouin por 24 horas. Após este 

período o órgão foi clivado (com lâmina de microtomia) para pós-fixação em formalina 10% 
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e glutaraldeído 2,5%. Após o processamento histológico de rotina as lâminas foram coradas 

pela Hematoxilina-Eosina (H-E) para as seguintes análises: 

 

 

2.8.1 Diâmetro do túbulo seminífero 

 

 

Para esta análise, 5 túbulos seminíferos de 5 campos aleatórios de 5 cortes, de cada 

testículo, foram micrografados através da câmera (Olympus DP71, Tóquio, Japão), acoplada 

ao microscópio (Olimpus BX51, Tóquio, Japão), no aumento de 100 vezes, utilizando o 

programa de captura (ImagePro, versão 5.0.1.26). Ao total, 125 túbulos seminíferos de cada 

testículo foram mensurados (m) através do programa de tratamento de imagem (ImageJ, 

versão1.46). Com a ferramenta "straight" foi traçada uma linha reta, a partir da túnica própria, 

até o outro lado, passando pelo centro do túbulo. Sempre utilizando os túbulos mais 

arredondados possíveis (Figura 9). 

 

Figura 9 - Fotomicrografia de secção transversal de túbulos seminíferos de testículo de rato, 

para análise de diâmetro do túbulo seminífero 

 

  
Legenda: Túbulos seminíferos, de testículo contralateral, de rato do grupo controle. Linha traçada com 

ferramenta "straight", aferição dos túbulos arredondados. Laboratório de Pesquisa Urogenital - Rio 

de Janeiro. 

Nota: H-E, 100x, resolução 2040x1536 

Fonte: MILHOMEM, 2012. 

100 m 
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2.8.2 Altura do epitélio do túbulo seminífero 

 

 

Para a altura do epitélio, 5 túbulos seminíferos de 5 campos aleatórios de 5 cortes, de 

cada testículo, foram micrografados através da câmera (Olympus DP71, Tóquio, Japão), 

acoplada ao microscópio (Olympus BX51, Tóquio, Japão), no aumento de 200 vezes, 

utilizando o programa de captura (ImagePro, versão 5.0.1.26). Ao total, 125 túbulos 

seminíferos de cada testículo foram mensurados (m) através do programa de tratamento de 

imagem (ImageJ, versão1.46). Com a ferramenta "straight" foram traçadas três linhas 

distribuídas uniformemente, da túnica própria até a célula mais apical do epitélio seminífero 

(das células germinativas às espermátides). Foi utilizada a média das mensurações em m 

(Figura 10). 

 

Figura 10 - Fotomicrografia de secção transversal de túbulos seminíferos de testículo de rato, 

para análise de altura do epitélio seminífero 

 

 
Legenda: Túbulos seminíferos, de testículo contralateral, de rato do grupo controle. Linhas traçada com 

ferramenta "straight", aferição dos túbulos arredondados. Laboratório de Pesquisa Urogenital - Rio 

de Janeiro. 

Nota: H-E, 200x, resolução 2040x1536. 

Fonte: MILHOMEM, 2012. 

 

50 m 
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2.8.3 Densidade volumétrica das diferentes estruturas testiculares 

 

 

Para esta análise, foram utilizados 5 campos aleatórios, de cada corte, foram 

micrografados através da câmera (Olympus DP71, Tóquio, Japão), acoplada ao microscópio 

(Olympus BX51, Tóquio, Japão), no aumento de 400 vezes, utilizando o programa de captura 

(ImagePro, versão 5.0.1.26). Foi montada uma grade de 100 pontos (Figura 11), através do 

programa de tratamento de imagem (ImageJ, versão1.46). O compartimento tubular 

(membrana basal, epitélio seminífero e lúmem) e a região intertubular (interstício e vasos 

sanguíneos) que foram quantificadas, se sobrepunham à interseção da cruz da grade de 100 

pontos. Após a contagem de um total de 2500 pontos por testículo, foi feita a média dos 

percentuais encontrados e o resultado desta análise foi denominado de Densidade Volumétrica 

(VV). Os dados foram tabulados em planilha do programa Excel (Microsoft 2007). 

 

Figura 11 - Fotomicrografia de secção transversal de túbulos seminíferos de testículo de rato, 

para análise densidade volumétrica 

 

  
Legenda: Testículo contralateral, de rato do grupo controle, sobreposição de grade de 100 pontos no parênquima 

e estroma testicular. Laboratório Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Nota: H-E, 400x, resolução 2040x1536. 

Fonte: MILHOMEM, 2012. 

25 m 
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2.8.4 Comprimento total dos túbulos seminíferos 

 

 

Com base nos parâmetros de densidade volumétrica do compartimento tubular, 

volume testicular e diâmetro tubular médio, o comprimento total dos túbulos, em metros, foi 

calculado utilizando a fórmula a seguir: 

• Volume do Cilindro = π x r2 
x h 

Onde π= 3,14, r= raio e h= altura. 

O volume total dos túbulos foi encontrado multiplicando a densidade volumétrica das 

estruturas do compartimento tubular com o volume testicular. Para o raio do túbulo 

seminífero, foi utilizado o parâmetro diâmetro tubular médio, dividido por dois. O valor de π 

foi considerado com 3,14. A variável altura foi considerada com sendo o comprimento total 

dos túbulos, sendo mensurada em metros. A fórmula abaixo resume o calculo utilizado para 

esta análise: 

 

•{ ( Vv[ct] x VT )/ (D[ts]/2)
2
 x π } 

Onde: Vv[ct] = densidade volumétrica do compartimento tubular, 

VT = volume do testículo, 

D[ts] = diâmetro do túbulo seminífero, 

π = 3,14 

 

 

2.8.5 Avaliação do Escore de Johnsen  

 

 

Esta análise qualitativa foi realizada diretamente em microscopia de luz (Nikon 

H55OS, Japan) com aumento de 400x. Foi utilizado este escore para avaliação da lesão do 

epitélio seminífero de 50 túbulos por testículo. Segundo este escore (JOHNSEN, 1970), um 

valor de 1 a 10 é dado a cada um dos túbulos de acordo com a maturação das células 

germinativas: 10 para espermatogênese completa, com muitos espermatozóides e epitélio 

germinativo organizado com espessura regular deixando um lúmen aberto; 9 para muitos 

espermatozóides presentes, mas epitélio germinal desorganizado com descamação ou 

obliteração do lúmen; 8 para apenas alguns poucos espermatozóides; 7 para nenhum 
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espermatozóide mas muitas espermátides presentes; 6 para nenhum espermatozóide e poucas 

espermátides (menos de 5); 5 para nenhum espermatozóide e espermátide mas vários 

espermatócitos presentes; 4 para poucos espermatócitos (menos de 5) e nenhuma espermátide 

ou espermatozóide; 3 para apenas espermatogônias e células germinativas presentes; 2 para 

ausência de células germinativas mas presença de células de Sertoli; 1 para ausência de 

células presentes na seção tubular.  

 

 

2.9 Avaliação dos Estágios do Ciclo do Epitélio Seminífero 

 

 

Para tal tal análise, as lâminas foram coradas por técnica histoquímica, com Ácido 

Periódico de Shiff (PAS), contracorados em H-E. O reativo de Shiff é composto por fucsina 

básica e tem como característica marcar glicoproteínas , derivadas do complexo de Golgi, 

presentes no citoplasma das espermátides, conferindo a coloração roxo-púrpura aos 

componetes do acrossoma ao redor do núcleo. Os estágios do ciclo do epitélio seminífero 

foram caracterizados com base no desenvolvimento do sistema acrossomal e morfologia do 

núcleo da espermátide (SILVA et al, 2010). A frequência relativa de cada fase foi 

determinada através da avaliação de 150 túbulos seminíferos em 5 cortes, de ambos os 

testículo, através da câmera (Olympus DP71, Tóquio, Japão), acoplada ao microscópio 

(Olympus BX51, Tóquio, Japão), em aumento de 1000 vezes, sob imersão em óleo (Nikon, 

Tóquio, Japão), utilizando o programa (ImagePro, versão 5.0.1.26).  

A espermiogênese de ratos possui 19 fases (Figura 12), classificadas de acordo com a 

morfologia do núcleo e o sistema acrossomal (LEBLOND; CLERMONT, 1952). As três 

primeiras fases 1-3 são consideradas Fase de Golgi, onde ocorre a formação da vesícula 

idiossomal, dos grânulos pró-acrossomais e sua união, resultando no grânulo acrossomial. Na 

fase seguinte, Fase Capuchão, 5-7, o grânulo acrossômico se torna achatado e sai da 

membrana do idiossome, acompanhando o núcleo da espermátide, até cobrir 1/3 (um terço) do 

mesmo. Na Fase do Acrossoma, 8-14, o núcleo começa a se alongar e o citoplasma se 

direciona para porção caudal, a cabeça se fixa no ângulo dorsal. E a última fase, Maturação, 

15-19, a membrana desaparece, o acrossoma se estende ao longo do ângulo dorsal, exposição 

da região ventral e perda de afinidade do acrossoma com o corante. Terminando com o 

espermatozoide completo, pronto para ser carreado pelo fluxo espermático gerado pelas 

células mioepiteliais. 
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Figura 12- Desenho esquemático da metamorfose das espermátides 

 

 
Legenda: A imagem está mostrando as 19 fases da espermiogênese de ratos. 

Fonte: LEBLOND; CLERMONT, 1952. 

 

 

Segundo Leblond e Clermont (1952), a espermatogênese nos ratos foi dividida em 

XIV estágios com base nas diferentes fases da espermiogênes (Figura 13). O intervalo de 

tempo, em um segmento do túbulo, entre o início da formação de espermátides e seu término 

é conhecido como ciclo do epitélio, com duração de aproximadamente 13 dias no rato. São 

necessários, aproximadamente, 4 ciclos e meio (AMANN; SCHANBACHER, 1983) para que 

uma espermatogônia do Tipo A, se transforme em espermatozóides, isto são 65 dias, no rato 

(LOUIS HERMANO et al, 2010). 

De acordo com as análises de Lebond e Clermont (1952) os estágios iniciais (I-VI) se 

caracterizam por exibir em diferentes camadas de uma mesma região do túbulo, células da 

linhagem germinativa, como as espermatogônias do Tipo A, indeterminadas, ou do TipoB, em 

um nível superior espermatócitos I em paquíteno, mais espermátides jovens em 

desenvolvimento inicial (fase 1 a 8), contracenando com espermátides maduras, mais 

próximas do lúmen, em estágio finais de desenvolvimento (fase 15 à 19). 

A característica marcante do Estágio VII é a presença de espermátides imaturas na fase 

19, que começam a perder reatividade com PA-FSA, no lúmen do túbulo. No Estágio VIII 
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ocorre, a dispersão de espermatozoídes livres no lúmem e corpos residuais (resíduo 

citoplasmático). 

Nos estágios mais avançados (IX-XIV), após o lançamento dos espermatozoides 

prontos na luz do túbulo, que são carreados pela onda de contração mioepitelial, ocorre o 

alongamento e achatamento do núcleo das espermátides mais jovens, formando uma camada 

sólida. Corpos residuais desaparecem gradativamente. As poucas espermatogônias Tipo A se 

encontram em mitose, os espermatócitos formam duas camadas, uma primeira, na forma 

imatura (pré-leptóteno, leptóteno, zigóteno e paquíteno) e na segunda maduros (paquíteno e 

diplóteno), ou espermatócito II. Ao fim de um ciclo, um novo ciclo se inicia. 

 

Figura 13- Diagrama esquemático dos estágios do ciclo do epitélio seminífero de ratos 

 

 
Legenda: Os estágios indicados pelos números romanos de I – XIV, em cada coluna, com seus diferentes tipos 

celulares. Onde espermatogônia do Tipo A (A1-4), intermediária (In) e do Tipo B (B). Espermatócito 

primário em Pré-leptóteno (Pl), Leptóteno (L), Zigóteno (Z), Paquíteno (P) e Diplóteno (D). 

Espermatócito secundário (II) e desenvolvimento da Espermátide de 1 -19. (M) representa divisão 

mitótica. 

Fonte: LOUIS et al, 2010. 

 

Foram classificados os XIV estágios do ciclo (conforme descritos anteriormente), 

entretanto, como a mudança de Estágio II para o III ocorre de forma muito sutil, 

convencionou-se a classificação conjunta, neste trabalho. A frequência relativa dos estágios 

foi atingida pelo cálculo em percentual. 
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2.10 Avaliação da Proliferação Testicular 

 

 

Para esta avaliação foi utilizada uma técnica imunohistoquímica, pelo método de 

imunomarcação do antígeno nuclear de proliferação (PCNA), com anticorpo monoclonal anti-

mouse anti-PCNA (18110, Camarillo, EUA), contracoradas em H-E. Foram micrografadas, 

no aumento de 400 vezes, com auxilio do programa (DP Controller, versão 3.3.1.222), através 

da câmera (Olympus DP71, Tóquio, Japão), acoplada ao microscópio (Olimpus BX51, 

Tóquio, Japão). Ao total, 20 campos, de cada testículo, foram selecionados de maneira 

aleatória, em pelo menos duas lâminas, com cortes imunomarcados. Com o programa de 

imagem (ImageJ, versão1.46), através da ferramenta "cell counter" e "freehand selections", 

foi possível quantificar o número de núcleos em proliferação, em uma dada área (mm
2
). As 

análises foram realizadas tanto no compartimento tubular, quanto no intertubular. Os 

resultados obtidos foram tabulados no programa Excel 2007, realizando o cálculo da média de 

células em proliferação sobre a média da área calculada em mm². 

 

Figura 14 - Fotomicrografia de secção transversal de túbulos seminíferos de testículo de rato, 

análise de proliferação celular 
 

 
Legenda: Túbulos seminíferos com núcleos de células germinativas imunomarcadas, evidenciando a proliferação 

do epitélio. Laboratório Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Nota: PCNA, 400x, resolução 2040x1536. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

25 m 
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2.11 Análise estatística 

 

 

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

ANOVA com pós-teste de Bonferroni (para os dados paramétricos) ou teste de Kruskal-

Wallis com pós-teste de Dunns (para os dados não-paramétricos). Para tal, foi utilizado o 

software Graphpad Prism. As diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 
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3 RESULTADOS 

 

 

Este estudo revelou que a torção testicular experimental de 720° por 4 horas, causou 

severos danos morfofuncionais nos testículos ipsilaterais de ratos adultos, independente da 

idade de maturidade sexual que ocorreu. 

 

 

3.1 Resultado do teste de fertilidade 

 

 

Os resultados obtidos através do teste de fertilidade, de todos os grupos, foram 

organizados na tabela 1, e mostram que ocorreu diminuição na maioria dos parâmetros 

analisados, nos animais torcidos (TT4, TT6 e TT9). Apesar disto, não houve diferença em 

relação à fecundidade, perda pós-implantação, peso dos fetos, circunferência torácica fetal e 

número de fetos por ninhada, entre os grupos controle, torcido e torcido tratado com L-

arginina, nas diferentes idades. Não houve diferença nos resultados do teste de fertilidade 

entre os animais que sofreram TT, independente da idade, como mostra a tabela 2. Entretanto, 

animais que foram submetidos ao tratamento com L-arginina apresentaram melhor 

desempenho na avaliação de potência, onde os grupos tratados com 4, 6 ou 9 semanas 

apresentaram respectivamente desempenho 66%, 287% e 146% melhor que os animais que 

sofreram somente TT com a mesma idade (Figura 15).  

O grupo submetido à torção na fase púbere (TT6) apresentou menor perda pós-

implantação (0,12±0,11) e índice de fertilidade maior (0,85±0,19) do que o grupo Ctrl6, 

(0,22±0,39 e 0,82±0,19, respectivamente), contudo, não foram observadas diferenças 

estatísticas significativas de tais parâmetros, nestes animais. 
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Tabela 1 - Parâmetros do Teste de Fertilidade, animais de 4, 6 e 9 semanas de idade, do grupo 

controle, torcidos e torcidos tratados com arginina 

 

 
CTRL4 TT4 ARG4 

Fetos por ninhada 11,00±2,57 11,31±1,62 11,68±1,28 

Peso dos Fetos (g) 2,28±0,21 2,38±0,27 2,35±0,20 

Perda Pré-implantação (%) 0,10±0,15 0,13±0,07 0,04±0,07 

Perda Pós-implantação (%) 0,10±0,14 0,05±0,08 0,05±0,05 

Fertilidade (%) 0,89±0,15 0,78±0,30 0,95±0,08 

Fecundidade (%) 1,00±0,0 0,90±0,31  1,00±0,00 

Potência (%) 0,61±0,15
a,b 

0,50±0,23
a 

0,83±0,24
b
 

Circunferência Torácica Fetal 

(cm²) 
2,91±0,20 2,99±0,15 3,439±1,84 

 
CTRL6 TT6 ARG6 

Fetos por ninhada 10,57±2,27 10,75±2,36 10,94±2,35 

Peso dos Fetos (g) 2,54±0,23 2,46±0,07 2,39±0,25 

Perda Pré-implantação (%) 0,14±0,09 0,17±0,18 0,10±0,09 

Perda Pós-implantação (%) 0,22±0,39 0,12±0,11 0,05±0,10 

Fertilidade (%) 0,82±0,19 0,85±0,19 0,89±0,09 

Fecundidade (%) 0,90±0,31 0,67±0,47 1,00±0,00 

Potência (%) 0,56±0,32
a 

0,33±0,28
b
 0,96±0,12

b
 

Circunferência Torácica Fetal 

(cm²) 
2,96±0,06 2,92±0,09 2,89±0,17 

   CTRL9 TT9 ARG9 

Fetos por ninhada 9,62±3,81 7,78±5,97 10,66±1,69  

Peso dos Fetos (g) 2,41±0,13 2,38±0,27 2,28±0,32  

Perda Pré-implantação (%) 0,07±0,13 0,08±0,08 0,03±0,05  

Perda Pós-implantação (%) 0,01±0,03 0,05±0,07 0,08±0,06  

Fertilidade (%) 0,92±0,13 0,77±0,30 0,97±0,05  

Fecundidade (%) 1,00±0,00 0,60±0,51 1,00±0,00  

Potência (%) 0,58±0,20
a,b 

0,50±0,23
a 

0,79±0,25
b
  

Circunferência Torácica Fetal 

(cm²) 
3,014±0,17 2,77±0,03 2,84±0,14 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Tabela 2 - Parâmetros do Teste de Fertilidade, animais do grupo torcido com 4, 6 e 9 semanas 

de idade 

 

 
TT4 TT6 TT9 

Fetos por ninhada  11,31±1,62 10,75±2,36 7,78±5,97 

Peso dos fetos (g) 2,38±0,27 2,46±0,07 2,38±0,27 

Perda pré-implantação (%) 0,13±0,07 0,17±0,18 0,08±0,08 

Perda pós-implantação 0,05±0,08 0,12±0,11 0,05±0,07 

Fertilidade 0,78±0,30 0,85±0,19 0,77±0,30 

Fecundidade 0,90±0,31 0,67±0,47 0,60±0,51 

Potência 0,50±0,23 0,33±0,28 0,50±0,23 

Circunferência Torácica Fetal (cm²) 2,99±0,15 2,92±0,09 2,77±0,03 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

Figura 15 - Resultado do Teste de Fertilidade, avaliação do parâmetro de potencia 
 

 
Legenda: Animais tratados apresentando melhor desempenho, independente da idade de torção e tratamento. 

Animais do grupo tratado com 6 semanas mostraram-se melhores do que o grupo controle. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

3.2 Resultados das avaliações espermáticas 

 

 

A avaliação dos espermatozóides revelou diminuição da concentração nos testículos 

torcidos de todos os grupos que sofreram a torção. Houve diminuição de 97,2% no 

concentrado espermático dos animais de 4 semanas, 72,41% no de 6 semanas e os animais de 
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9 semanas, não apresentaram espermatozóides, no testículo torcido. O tratamento com L-

arginina promoveu melhora no percentual (Figura 18 e 19) nos animais de 4 e 6 semanas, 

entretanto não houve diferença significativa entre testículos torcidos e tratados. Foi possível 

verificar a presença de espermatozóides nas amostras coletadas do epidídimo de 5 dos 8 

animais submetidos à TT e tratados com L-arginina, com 9 semanas de idade, apesar da média 

do grupo ter sofrido diminuição de 93%, quando comparado com o grupo controle (Tabela 3). 

 

Figura 18 - Fotomicrografias de Câmara de Neubauer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Espermatozóides coletados da cauda do epidídimo direito de animal controle (A), tratado (B) e torcido 

(C) de ratos submetidos à cirurgia com 4 semanas de idade, mostrando uma significante diminuição 

na concentração espermática no sêmen do testículo torcido, em relação ao que não sofreu torção e ao 

que foi submetido ao tratamento com arginina. Laboratório Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Nota: 100x. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

A 

B 

C 

______ 

100µm 

______ 

100µm 

______ 

100µm 
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Tabela 3 - Avaliação espermática de ratos submetidos à torção testicular, animais do grupo 

torcido, controle e torcido tratados com L-arginina (4, 6 e 9 semanas de idade) 

 

 CTRL4 TT4 ARG4 

Concentração espermática  

(sptz x10
6
/ml) 

4,66±2,166
a
 0,13±0,2149

b 
2,019± 3,63

b 

Motilidade espermática (%) 51,10±16,21 10,60±18,09 10,30±11,90 

Viabilidade espermática (%) 18,75± 5,018 3,20± 6,746 6,125± 8,64 

 CTRL6 TT6 ARG6 

Concentração espermática  

(sptz x10
6
/ml) 

4,06± 2,10
a 

1,12± 1,79
b 

0,36 ± 0,66
b 

Motilidade espermática (%) 49,50±15,55 18,00±28,39 14,44±25,35 

Viabilidade espermática (%) 22,75± 11,3 7,17± 10,0 9,00± 10,72 

 CTRL9 TT9  ARG9 

Concentração espermática  

(sptz x10
6
/ml) 

6,200± 5,65
a 

0,00±0,00
b 

0,431± 0,61
b 

Motilidade espermática (%) 41,70±20,12 - 6,625±9,531 

Viabilidade espermática (%) 16,55± 4,34 - 4,50± 4,803 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 

Fonte:MILHOMEM, 2013. 

 

 

Figura 19 - Resultado Avaliação Espermática, concentração de espermatozóides 

 

 
Legenda: Animais tratados com 9 semanas aumento na concentração, quando comparados com torcidos de 

mesma idade (amostras coletadas da cauda do epidídimo direito). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Nos parâmetros de motilidade e viabilidade, não foram avaliadas as amostras que não 

continham células espermáticas. Os resultados desta análise revelaram que os animais que 

sofreram TT, com 4 e 6 semanas de idade, sofreram diminuição da motilidade espermática, 

em 79,3% e 63,6% respectivamente (Figura20). A viabilidade espermática também se 

mostrou diminuída nos animais que sofreram TT, em 82,9% no grupo de 4 semanas e 68,5% 

no de 6 semanas (Figura 21). Não houve diferença na avaliação de motilidade entre os 

animais que sofreram TT com 4 e 6 semanas de idade. Animais que sofreram TT e foram 

tratados com arginina, em fase pré-púbere (ARG4) não apresentaram diferença na motilidade 

e na viabilidade, quando comparados ao grupo de mesma idade somente torcido. A mesma 

tendência foi observada na motilidade do grupo ARG6, entretanto, não houve diferença 

significativa na viabilidade, quando comparados ao grupo controle de mesma idade (Figura 

21). O testículo contralateral, dos animais tratados em idade pré-púbere (ARG4), apresentou 

aumento de 58% na concentração espermática, quando comparado com o contralateral do 

grupo controle (Figura 22). 

 

Figura 20 - Resultado avaliação espermática, parâmetro de motilidade 

 

 
Legenda: Animais torcidos sofreram diminuição da motilidade espermática (amostras coletadas da cauda do 

epidídimo direito). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Figura 21 - Resultado avaliação espermática, parâmetro de viabilidade 

 

 
Legenda: Animais torcidos sofreram diminuição da viabilidade espermática. Animais tratados com 6 semanas, 

não apresentaram diferença significativa, quando comparados ao seu grupo controle (amostras 

coletadas da cauda do epidídimo direito). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

Figura 22 - Resultado da avaliação da concentração espermática no testículo contralateral 
 

 

 
Legenda: Testículo contralateral de animais torcidos e tratados com arginina com 4 semanas de idade maior que 

controle da mesma idade (amostras coletadas da cauda do epidídimo esquerdo). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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3.3 Resultados das avaliações biométricas 

 

 

Na avaliação biométrica, foi possível observar a diminuição do peso e volume dos 

testículos torcidos dos animais submetidos à torção, quando comparados com animais do 

grupo controle. Essa perda foi de 62,9% em peso e 64,3% em volume no grupo de 4 semanas, 

de 45,7% no peso e 48,1% no volume para animais de 6 semanas e de 45,1% no peso e 51,0% 

no volume de animais de 9 semanas (Figura 23). As médias dos resultados das avaliações 

biométricas foram organizadas na tabela 4. Não houve diferença entre o peso e volume 

testicular de animais torcidos em diferentes idades. Nos grupos torcidos e tratados com 

arginina com 4 e 9 semanas, o peso e volume testicular direito, mostrou-se estatisticamente 

semelhantes aos dos animais do grupo controle, como mostram as figuras 24 e 25. Entretanto, 

no grupo torcido e tratado com arginina com 6 semanas tais parâmetros acompanharam o 

padrão dos animais torcidos de mesma idade, com perda de 50,36% no peso e 54,3% no 

volume. 

O volume do testículo contralateral de animais de 4 e 6 semanas, tratados com L-

arginina (ARG4 e ARG6) apresentou-se maior (1,854±0,093 e 1,796±0,104) do que o 

contralateral dos seus controles (1,516±0,083 e 1,562±0,176) (Figura 26). 

Em relação ao peso dos ratos, não foram encontradas diferenças entre os grupos, 

exceto animais do grupo tratado ARG4, que tiveram aumento no ganho de peso final, quando 

comparados com o grupo torcido de mesma idade (Figura 27). 
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Tabela 4 - Avaliações biométricas de ratos submetidos à torção testicular, animais do grupo 

torcido, controle e torcido  tratados com L-arginina (4, 6 e 9 semanas de idade) 

 
  

CTRL4 TT4 ARG4 

Peso testicular direito(g) 1,476±0,136a 0,5470±0,55b 0,967±0,72a,b 

Peso testicular esquerdo(g) 1,573±0,066 1,604±0,096 1,874±0,108 

Volume testicular direito(cm
3
) 1,428±0,138a 0,5100±0,54b 1,017±0,73a,b 

Volume testicular esquerdo(cm3) 1,516±0,083a  1,553±0,083a 1,854±0,093b 

Peso corporal(g) 358,2±26,94a,b 344,8±36,50b 386,4±32,92a 

   
CTRL6 TT6 ARG6 

Peso testicular direito(g) 1,493±0,134a 0,81±0,38b 0,7411±0,364b 

Peso testicular esquerdo(g) 1,611±0,060 1,63±0,22 1,788±0,100 

Volume testicular direito(cm
3
) 1,542±0,140a 0,80±0,39b 0,7044±0,368b 

Volume testicular esquerdo(cm3) 1,562±0,176a 1,6±0,22a,b 1,796±0,104b 

Peso corporal(g) 364,2±30,29 370±16,6 369,1±27,08 

   
CTRL9 TT9 ARG9 

Peso testicular direito(g) 1,493±0,134a 0,82±0,41b 0,9588±0,460a,b 

Peso testicular esquerdo(g) 1,611±0,060 1,62±0,16 1,856±0,219 

Volume testicular direito(cm
3
) 1,531±0,519a 0,75±0,41b 0,7044±0,36a,b 

Volume testicular esquerdo(cm3) 1,683±0,140 1,69±0,15 1,796±0,104 

Peso corporal(g) 365,1±37,53 400±17,5 369,4±44,63 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
 

Figura 23 - Testículos de ratos adultos submetidos à torção testicular, com 4 semanas de idade 
 

 
Legenda: Em A, da esquerda para direita, testículo contralateral, torcido e sua respectiva cauda do epidídimo 

(animal do grupo torcido e tratado com L-arginina). Em B, testículo de animal do grupo somente 

torcido, da esquerda para a direita, testículo, seu epidídimo e testículo contralateral. Laboratório 

Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

A B 
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Figura 24 – Peso dos testículos ipsilaterais dos ratos 
 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, nas diferentes idades em que foram operados. 

Mostrando aumento do peso do testículo torcido, de animais do grupo torcido e tratado com 4 e 9 

semanas de idade. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

Figura 25 - Volume dos testículos ipsilaterais dos ratos 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, nas diferentes idades em que foram operados. . 

Mostrando aumento do volume do testículo torcido, de animais do grupo torcido e tratado com 4 e 9 

semanas de idade. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Figura 26 - Volume dos testículos contralaterais dos ratos 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, nas diferentes idades em que foram operados. 

Mostrando aumento do volume do testículo contralateral de ratos submetidos à torção e Tratamento 

com 4 e 6 semanas de idade. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

Figura 27 - Peso corporal final dos ratos 

 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, nas diferentes idades em que foram operados. 

Mostrando ganho de peso maior em animais torcido e tratados com 4 semanas , quando comparados 

com seus controles. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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3.4 Resultados das análises estruturais 

 

 

Os resultados destas análises morfométricas estão dispostos na tabela 5. 

 

3.4.1 Resultados do Diâmetro do túbulo seminífero 

 

 

As análises histológicas revelaram alterações morfológicas (Figura 28), com 

diminuição do diâmetro do túbulo seminífero, nos testículos torcidos quando comparados com 

seus controles, de 38,6% para animais de 4 semanas, 33, 8% para os de 6 semanas e 30,3% 

para os de 9 semanas. Não houve diferença significativa entre o testículo contralateral dos 

grupos torcidos e animais dos grupos controles. 

 

Tabela 5 - Avaliações morfométricas dos túbulos seminíferos, de testículo ipsilateral de 

animais do grupo torcido, controle e torcido  tratados com L-arginina (4, 6 e 9 

semanas de idade) 

 

 Crtl4D TT4D ARG4D Crtl6D TT6D ARG6D Crtl9D TT9D ARG9D 

Diâmetro do túbulo 

seminífero (µm) 
270±17,9a 166±61b 230,3±85,63a 300±21,8a 198±89,2b 204,7±41,95b 312±12,1a 217±23,3b 203,7±15,47b 

Altura do epitélio 

seminífero (µm) 
47,6±5,81a 15,3±20b 26,59±20,45a,b 48,3±7,56a 15,6±19,8b 17,14±13,86b 54,7±2,63a 0,00±0,00b 20,8±15,5b 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Figura 28 – Fotomicrografia de secção transversal de túbulos seminíferos de testículo direito 

 

 
Legenda: Em A, animal do grupo controle, sem alterações, em B, animal torcido, com perda de arranjo 

morfológico, diminuição do diâmetro dos túbulos evidente e necrose de coagulação (Grupo 9 

semanas). Em C e D, animais controle e torcido (6 semanas), com perda de epitélio, apresentando 

também diminuição do diâmetro e alguns túbulos preservados. Em E e F, animais dos grupos controle 

e torcido (4 semanas), mostrando o contraste na organização tecidual do compartimento tubular, com 

perda de diâmetro dos túbulos e alteração do arranjo interbular. Laboratório Pesquisa Urogenital - Rio 

de Janeiro. 

Nota: (A e B) H-E 400x, (C e D) H-E, 200x e (E e F) H-E, 100x. 

Fonte: Milhomem, 2013. 

 

 

  

______ 

25µm 

______ 

25µm 

______ 

50µm 
______ 

50µm 

______ 

100µm 
______ 

100µm 



48 

 

Os resultados dos grupos, tratados com L-arginina, mostraram que o diâmetro do 

túbulo seminífero, de animais operados com 4 semanas (ARG4), apresentou considerável 

aumento de 27,8%, tornando-se estatisticamente semelhante ao grupo controle (Figura 29). 

 

Figura 29 – Diâmetro do túbulo de testículos ipsilaterais dos ratos 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, nas diferentes idades em que foram operados. 

Mostrando que animais torcido e tratados com 4 semanas de vida, obtiveram aumento do diâmetro do 

túbulo, quando comparados aos torcidos em mesma idade. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

3.4.2 Resultados da altura do epitélio seminífero 

 

 

A partir da avaliação da altura do epitélio do túbulo seminífero, foi possível 

observar que os testículos ipsilaterais de animais que sofreram TT, com 4 e 6 semanas de 

idade, apresentaram diminuição significativa do epitélio testicular, de 67,9% e 57,9%, 

respectivamente, quando comparados com seus respectivos controles (Figura 30). Não houve 

diferença significativa entre o testículo contralateral dos grupos torcidos e animais do grupo 

controle. Animais submetidos à torção com 9 semanas, sofreram maior dano, não sendo 

possível aferir a altura do epitélio, no testículo torcido. Não houve diferença entre os animais 
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do grupo que sofreu a TT, independente da idade em que foram operados. Os resultados dos 

grupos tratados com arginina demonstraram que, a altura do epitélio em animais de 4 semanas 

de idade, não sofreu diferença significativa em relação ao grupo controle. Foi possível 

mensurar o epitélio de 6 dos 8 testículos submetidos à torção com 9 semanas de idade e  

tratamento com L-arginina e, neste caso, o mesmo apresentou-se 61,4% menor que o do 

testículo da cirurgia simulada. 

 

Figura 30 – Altura do epitélio seminífero de testículos ipsilaterais dos ratos 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, em diferentes idades. Mostrando diminuição 

significativa do epitélio testicular, no testículo de ratos submetidos à torção com 4 e 6 semanas de 

vida. Grupo ARG4 com aumento da altura do epitélio, quando comparado com o grupo torcido de 

mesma idade (TT4). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

3.4.3 Resultados da densidade volumétrica das diferentes estruturas testiculares 

 

 

Em relação à densidade volumétrica testicular, foram avaliados o compartimento 

tubular (túnica própria, epitélio seminífero e lúmen do túbulo) e compartimento intertubular 

(interstício e vasos). Nos testículos torcidos de animais, de diferentes idades(4, 6 e 9 

semanas), foram observadas diminuição significativa da densidade volumétrica do 

compartimento tubular (Figura 31 e Tabela 6 e 7) com diminuição do epitélio seminífero. 

Animais operados com 4, 6 e 9 semanas de idade, apresentaram diminuição significativa da 
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densidade do epitélio seminífero (Figura 32), quando comparados aos grupos controle 

(p<0,05). 

 

Tabela 6 - Resultados das análises estatísticas da densidade volumétrica, do compartimento  

tubular, de animais, do grupo torcido e controle, com 4, 6 e 9 semanas 
 

 
CTRL4D TT4D Valor de p 

Vv epitélio seminífero (%) 32,3±5,3 8,75±11,9 0,0005 

Volume absoluto epitélio seminífero (mL) 0,4±0,0 0,07±0,13 0,0001 

Vv túnica própria (%) 6,6±2,0 5,83±1,83 0,3538 

Volume absoluto túnica própria (mL) 0,0±0,0 0,03±0,03 0,0010 

Vv lúmen tubular (%) 32,6±7,1 33,2±6,3 0,8485 

Volume absoluto lúmen tubular (mL) 0,4±0,1 0,15±0,14 0,0001 

Vv compartimento tubular (%) 71,6±7,9 47,8±17,0 0,0008 

Volume absoluto compartimento tubular (mL) 1,0±0,1 0,25±0,31 0,0001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabe

 
CTRL6D TT6D 

Valor 

de p 

Vv epitélio seminífero (%) 45,3±4,9 25,9±17,5 0,0038 

Volume absoluto epitélio seminífero (mL) 0,6±0,0 0,26±0,24 0,0001 

Vv túnica própria (%) 6,6±1,9 5,76±0,93 0,2266 

Volume absoluto túnica própria (mL) 0,1±0,0 0,04±0,01 0,0001 

Vv lúmen tubular (%) 38,6±7,7 38,8±11,4 0,9733 

Volume absoluto lúmen tubular (mL) 0,6±0,1 0,32±0,18 0,0023 

Vv compartimento tubular (%) 90,6±2,9 73,4±17,9 0,0079 

Volume absoluto compartimento tubular (mL) 1,3±0,1 0,63±0,43 0,0013 

 
CTRL9D TT9D 

Valor 

de p 

Vv epitélio seminífero (%) 39,4±5,8 0,84±1,78 0,0001 

Volume absoluto epitélio seminífero (mL) 0,5±0,2 0,00±0,01 0,0001 

Vv  túnica própria (%) 5,1±1,0 3,72±2,53 0,2070 

Volume absoluto túnica própria (mL) 0,0±0,0 0,02±0,02 0,0087 

Vv lúmen tubular (%) 40,4±7,3 42,7±28,5 0,3277 

Volume absoluto lúmen tubular (mL) 0,5±0,2 0,31±0,23 0,1119 

Vv compartimento tubular (%) 85,6±1,7 47,3±31,2 0,0001 

Volume absoluto compartimento tubular (mL) 1,1±0,5 0,34±0,26 0,0016 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013    
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la 7 - Resultados das análises estatísticas da densidade volumétrica, do 

compartimento tubular, de animais, dos grupos tratados com 4, 6 e 9 semanas 

 
ARG4D ARG6D ARG9D 

Vv epitélio seminífero (%) 15.23±18.07 6.23±8.84 0.04±0.14 

Volume absoluto epitélio seminífero (mL) 0.275±0.324 0.06±0.10 0.005±0.011 

Vv túnica própria (%) 3.31±1.74 4.87±1.26 3.30±0.52 

Volume absoluto túnica própria (mL) 0.06±0.030 0.03±0.02 0.03±0.017 

Vv lúmen tubular (%) 29.60±14.19 46.18±13.60 40.07±15.66 

Volume absoluto lúmen tubular (mL) 0.54±0.25 0.33±0.20 0.36±0.24 

Vv compartimento tubular (%) 48.15±28.08 57.28±18.52a 48.40±5.051 

Volume absoluto compartimento tubular (mL) 0.88±0.49 0.43±0.30a 0.39±0.26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 
Fonte: MILHOMEM, 2013    
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Figura 31 - Fotomicrografias de secções transversais de túbulos seminíferos de testículo de 

rato 
 

 
Legenda: A coluna da esquerda mostra testículos contralaterais de animais dos grupos torcidos com 4, 6 e 9 

semanas de idade, evidenciando organização morfológica do compartimento tubular e intersticial 

(respectivamente A, C e E). Na coluna da direita temos testículo ipsilateral de animais torcidos com 4 

e 6 semanas de idade, evidenciando túbulos preservados, onde foi possível mensurar a altura do 

epitélio seminífero (respectivamente B, D). F - Testículo ipsilateral de animai torcido com 9 semanas 

de idade, evidenciando túbulos sem epitélio, onde não foi possível mensurar o epitélio. Laboratório 

Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Nota: (A e B) H-E, 100x, (C e D) H-E, 200x e (E e F) H-E, 400x. 

Fonte: Milhomem, 2013 
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Figura 32 – Densidade volumétrica do epitélio seminífero, em testículos ipsilaterais de ratos 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle e torcido, em diferentes idades. Mostrando diminuição da densidade 

volumétrica do testículo ipsilateral de ratos submetidos à torção com 4, 6 e 9 semanas de idade. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

Não houve diferença entre a densidade volumétrica do lúmen do túbulo seminífero, 

quando comparados animais torcidos e controles, independente da idade. A densidade do 

compartimento intertubular dos testículos ipsilaterais de todos os grupos torcidos aumentou 

significativamente, quando comparados com seus grupos controles (Figura 33). 

 

 

Figura 33 – Densidade volumétrica do compartimento intertubular 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle e torcido, em diferentes idades. Mostrando aumento da densidade 

volumétrica do testículo ipsilateral de ratos submetidos à torção com 4, 6 e 9 semanas de idade. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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A densidade volumétrica, dos vasos se mostrou aumentada, nos animais torcidos em 

idade pré-púbere e adulta (TT4 e TT9), entretanto o volume absoluto dos vasos (mL) se 

apresentou significativamente maior apenas no grupo TT4, quando comparado com seus 

controles. Houve aumento do mesmo parâmetro, em animais torcidos e tratados com 4 

semanas de idade (ARG4) (Figura 34 e 35). Os animais do grupo tratado apresentaram 

alterações nas análises do compartimento tubular e intertubular, quando comparados com os 

grupos torcidos. Em particular, o grupo tratado com 4 semanas de idade, sofreu um notável 

aumento do valor absoluto do componente vascular, presente no espaço intersticial. Não 

houve diferença entre os testículos contralaterais e os testículos torcidos.  

 

Figura 34 – Resultados das análises estatísticas do volume absoluto de vasos 

 
Legenda: Animais do grupo torcido, tratado e controle, com 4, 6 e 9 semanas. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Figura 35 - Fotomicrografias de secções transversais de túbulos seminíferos 
 

 
Legenda: Em A, testículo contralateral de animal CTRL9, apresentando vaso sanguíneo evidente. Em B, 

testículo de animal TT9. Em C e D, testículo ipsilateral de animais torcidos com 4 semanas de idade, 

grupo tratado torcido respectivamente. Laboratório Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Nota: (A e B) H-E, 200x e (C e D) H-E, 400x. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
 

 

Em relação ao volume absoluto da túnica própria, não houve diferença entre animais 

torcidos e tratados nas idades púberes e adultos. Entretanto, o grupo tratado na idade pré-

púbere apresentou um aumento do valor absoluto da túnica própria, não apresentando 

diferença significativa para o grupo controle (Figura 36). 

O volume absoluto do epitélio seminífero em animais tratados na idade pré-púberes 

apresentou um aumento, não apresentando diferença significativa para o grupo controle, o que 

não foi observado em animais tratados em idade púbere e adulta. A média do volume absoluto 

do epitélio seminífero, de testículos torcidos, foi significativamente maior do que nos 

testículos do grupo tratado na idade púbere (Figura 37). 

O volume absoluto do lúmen dos túbulos seminíferos se revelou maior em animais 

tratados com 4 semanas, quando comparados ao grupo torcido de mesma idade (Figura 38). 

Não houve diferença, em relação a este parâmetro, entre testículos ipsilaterais de animais 

torcido e tratado com 6 e 9 semanas. Além disso, nos grupos de 9 semanas de idade, não 

houve diminuição significativa do volume absoluto do lúmen em nenhum dos grupos 

submetidos à torção, quando comparados ao grupo controle. 
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Figura 36 – Resultados das análises estatísticas do volume absoluto da túnica própria 
 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, em diferentes idades. Mostrando preservação 

significativa da densidade da túnica própria, no testículo de ratos submetidos à torção e tratados com 4 

e semanas de vida. Grupo ARG4 com aumentado, quando comparado com o grupo torcido de mesma 

idade (TT4). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

Figura 37 – Resultados das análises estatísticas do volume absoluto do epitélio 
 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, em diferentes idades. Mostrando preservação 

significativa da densidade do epitélio, no testículo de ratos submetidos à torção e tratados com 4 e 

semanas de vida. Grupo ARG4 com aumentado, quando comparado com o grupo torcido de mesma 

idade (TT4). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Figura 38 – Resultados das análises estatísticas do volume absoluto do lúmen 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado, em diferentes idades. Mostrando preservação 

significativa da densidade do lúmen, no testículo de ratos submetidos à torção e tratados com 4 e 

semanas de vida. Grupo ARG4 com aumentado, quando comparado com o grupo torcido de mesma 

idade (TT4). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

3.4.4 Resultados do comprimento total dos túbulos seminíferos 

 

 

O resultado do comprimento tubular revelou diminuição nos testículos ipsilaterais de 

animais submetidos à torção com 4  semanas de idade, quando comparados com seus 

controles. Animais de 6 e 9 semanas de idade não apresentaram diferença em relação ao seus 

controles. Em relação aos animais tratados em idade pré-púbere, o comprimento tubular 

apresentou um aumento, não apresentando diferença significativa para o grupo controle. Não 

houve diferença entre os animais dos grupos torcido, tratado e controle com 6 e 9 semanas de 

idade (Figura 39 e tabela 8). 
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Figura 39 – Comprimento tubular nos testículos ipsilaterais dos ratos 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado (animais com 4, 6 e 9 semanas). Mostrando diminuição 

do comprimento tubular de ratos submetidos à Torção com 4 e 6 semanas de idade e a preservação, 

em animais torcidos e tratados em mesma idade (ARG4 e ARG6). 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

Tabela 8 - Resultados das análises do comprimento tubular, do testículo direito, de animais, 

do grupo controle, torcido e torcido tratado com 4, 6 e 9 semanas 

Dado expressos em média e desvio padrão, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013 

 

 

3.4.5 Resultados do Escore de Johnsen 

 

 

Os resultados das análises do escore de Johnsen mostraram que os testículos dos 

grupos torcidos sofreram diminuição significativa, independente da idade, quando 

comparados com seus respectivos controles (p<0,05). Houve diferença significativa entre os 

testículos ipsilaterais entre os grupos torcidos com 6 e 9 semanas de idade, onde, os animais 

operados com 9 semanas obtiveram menor grau na escala. Não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os testículos contralaterais de nenhum dos grupos. Animais 

submetidos ao tratamento com arginina não demonstraram diferença significativa neste 

parâmetro, quando comparados com seus controles, bem como com os grupos torcidos 

(Figura 40). 

 Ctrl4 D TT4 D ARG4 D Ctrl6 D TT6 D ARG6 D Ctrl9 D TT9 D ARG9 D 

Comprimento 

tubular (m) 
18.0±4.45a 9.29±7.11b 13.01±13.36a,b 19.6±3.01 9.63±7.28 12.63±7.63 16.1±7.63 10.4±7.15 13.68±7.91 
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Figura 40 – Escore de Johnseh de testículos ipsilaterais dos ratos 

 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado torcido (animais com 4, 6 e 9 semanas). Mostrando 

diminuição do escore nos animais submetidos à torção, e torcido tratados em todas as idades.  

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

3.4.6 Resultados da Avaliação dos estágios do ciclo do epitélio seminífero 

 

 

Animais torcidos com 9 semanas de idade não apresentaram epitélio seminífero, portanto 

não puderam ser avaliados. A análise do ciclo do epitélio revelou que houve diminuição do 

número de túbulos quantificáveis, entretanto, as estruturas preservadas, passíveis de 

mensuração não demonstraram grandes alterações, entre animais torcidos e o grupo controle, 

nas diferentes idades. Os animais que foram tratados com L-arginina com 9 semanas de idade 

e que apresentaram epitélio seminífero com possibilidade de avaliação só o mostraram nos 

estágios I, IV e VII. (Os resultados destas análises estão dispostos na tabela 9 e figuras 41, 42 

e 43). 
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Tabela 9 - Frequência dos Estágios do Ciclo do Epitélio de animais (grupo torcido, torcido 

tratado e controle, com 4, 6 e 9 semanas) 

 

 
I II - III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV 

CTRL4D 3,0 14,6 7,4 7,4 7,4 13,8 19,2 7 2,6 1,8 4,8 5,8 5,2 

TT4D 2,7 10,0 1,3 4,0 9,3 12,7 14,7 6,7 4,0 0,7 3,3 11,3 6,7 

ARG4D 2,5 22,5 4,5 3,5 4,5 10,5 10,5 5,5 2,5 1,0 2,0 8,5 2,0 

CTRL6D 5,2 17,4 6,2 9,6 7,2 11 17 4,2 1,8 2,8 3,4 5,6 8,4 

TT6D 4 13,5 4 10,5 4 8,5 16,5 4,5 1,5 0 2,5 10 5,5 

ARG6D 1,3 6,7 2,7 4,7 4,0 8,7 4,7 3,3 0,7 2,0 2,0 2,7 2,7 

CTRL9D 6,9 18,9 6,9 9,8 6,9 10,2 18,2 3,6 0,9 2,4 2,4 6,4 6,4 

TT9D 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

ARG9D 2,0 0,0 1,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Dados expressos em média, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

Figura 41 - Frequência dos Estágios do Ciclo do Epitélio de animais de 4 semanas 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido, e torcido e tratado. Colunas em preto representam animais do 

grupo controle. Colunas quadriculadas representam animais do grupo torcido e colunas listradas, 

animais torcidos e tratados. Mostrando diminuição da frequência do estágio IV em animais torcidos. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05.  

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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Figura 42 - Frequência dos Estágios do Ciclo do Epitélio de animais de 6 semanas 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido, e torcido e tratado. Colunas em preto representam animais do 

grupo controle. Colunas quadriculadas representam animais do grupo torcido e colunas listradas, 

animais torcidos e tratados. Mostrando diminuição da frequência do estágio II- III e VIII em animais 

torcidos e tratados. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05.  

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

Figura 43 - Frequência dos Estágios do Ciclo do Epitélio de animais de 9 semanas 
 

 

  
Legenda: Animais dos grupos controle e torcido e tratado. Colunas em preto, animais do grupo controle. Colunas 

em cinza representam animais do grupo torcido e colunas em preto, animais torcidos e tratados. 

Mostrando diminuição generalizada da frequência dos estágios em animais torcidos e tratados. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05.  

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

Animais submetidos ao tratamento com arginina apresentaram um aumento da 

frequência em relação ao estágio IV, no grupo de 4 semanas, não apresentando diferença 

significativa para o grupo controle. Entretanto animais tratados com 6 semanas de idade 

apresentaram diminuição da frequência do estágio VIII, quando comparados com o grupo controle e 

torcido de mesma idade, bem como do estágio II-III, quando comparado ao seu controle. A figura 44 

exemplifica muito dos achados histológicos das análises, onde, apesar dos túbulos seminíferos dos 

grupos tratados possuírem epitélio, não foi possível destingir o estágio, pois o ciclo estava incompleto. 
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Figura 44 - Fotomicrografia de secções transversais de túbulo seminíferos 
 

 
Legenda: Em A estágio VIII do ciclo do epitélio de testículo preservado. Na imagem B, testículo comprometido, 

existem raras células da linhagem germinativa, mas não são encontradas espermatócitos ou 

espermátides. Em C, túbulo seminífero, de aniamal tratado, contendo epitélio em estágio 

indeterminado. Camada de espermatogônias preservadas, espermatócitos em paquíteno e espermátides 

jovens, em desenvolvimento acrossomal, na fase 7, não são observadas espermátides maduras. 

Laboratório Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Nota: PAS 1000x 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

3.5 Resultados das análises da proliferação celular 

 

 

Os resultados da análise de proliferação celular foram organizados na tabela 10. 

 

Tabela 10 – Analise da Proliferação celular, nos diferentes compartimentos do testículo de 

ratos (grupo torcido, torcido e tratado e controle, com 4, 6 e 9 semanas) 
 

 Proliferação Celular (cels/mm²) 

GRUPOS Compartimento tubular Compartimento intertubular 

Ctrl4D 1,3x10
3
±439

a 
349±454 

TT4D 343±426
b 

601±291 

ARG4D 841±658
a,b 

236,4±162,9 

Ctrl6D 1,2x10
3
±230

a 
874±686

a 

TT6D 723±394
a,b 

821±247
a,b

 

ARG6D 293,2±489,0
b 

175,9±123,2
b 

Ctrl9D 1,7x10
3
±424

a 
401±191

a 

TT9D 267±233
b 

828±219
a 

ARG9D 168,8±226,8b
 

173,8±109,7
b 

Dados expressos em média, com p < 0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

A B C 

______ 

25µm 

______ 

25µm 
______ 

25µm 
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3.5.1 Proliferação celular da região tubular 

 

 

Esta análise revelou diminuição significativa da proliferação celular do epitélio 

seminífero do testículo ipsilateral de animais submetidos à torção com 4e 9 semanas de idade, 

quando comparados aos seus controles figura 45. Não foi encontrada diferença entre animais, 

do grupo torcido, de diferentes idades. 

 

Figura 45 - Fotomicrografia de secções transversais de túbulo seminíferos 

 
Legenda: Testículo ipsilateral, em lâminas imunomarcadas com PCNA. Em A, epitélio seminífero de animal 

controle, apresentando proliferação da camada germinativa. Em B, túbulo de animal tratado e em C de 

animal torcido. Laboratório Pesquisa Urogenital - Rio de Janeiro. 

Nota: PCNA 200x. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

Animais torcidos, submetidos ao tratamento com arginina com 4, 6 e 9 semanas de 

idade, apresentaram diminuição da proliferação celular do epitélio seminífero, quando 

comparados com os respectivos grupos controles. O grupo torcido e tratado com 4 semanas de 

idade apresentou aumento da proliferação celular do epitélio, não apresentando diferença 

significativa para o grupo controle (Figura 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B A C 

_____ 

50µm 

_____ 

50µm 

_____ 

50µm 
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Figura 46 - Proliferação celular do epitélio de testículos ipsilaterais dos ratos 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado (animais com 4, 6 e 9 semanas). Mostrando diminuição 

da proliferação, nos testículos torcido em fase pré-púbere e adulta (TT4 e TT9). E aumento, nos 

ratos torcidos, tratados com 4 semanas de vida. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

 

3.5.2 Proliferação celular da região intersticial 

 

 

O resultado desta análise revelou que não houve alteração significativa da proliferação 

celular da região intertubular dos testículos ipsilaterais, de animais submetidos à torção, 

quando comparados aos seus controles. Não foi encontrada diferença entre animais do grupo 

torcido com 4, 6 e 9 semanas de idade  

O tratamento com L-arginina promoveu diminuição significativa da proliferação 

celular da região intersticial dos animais submentidos ao tratamento com 6 e 9 semanas de 

idade, como mostra a figura 47. 
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Figura 47 - Proliferação celular da região intersticial de testículos ipsilaterais dos ratos 

 

 
Legenda: Animais dos grupos controle, torcido e tratado (animais com 4, 6 e 9 semanas). Mostrando diminuição 

da proliferação, nos testículos torcidos e tratados em fase púbere e adulta (ARG6 e ARG9). E 

preservação, nos ratos torcidos e tratados com 4 semanas de vida. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 

 

3.6 Dosagem de testosterona sérica 

 

Os resultados desta análise revelaram que, com 14 semanas de idade, os animais do 

grupo torcido com 9 semanas de idade apresentaram concentrações séricas de testosterona 

significativamente maiores do que os animais que sofreram TT com 4 semanas de idade, 

como ilustra a figura 48. 

 

Figura 48 - Testosterona sérica dos ratos adultos 

 

 

Legenda: Animais dos grupos torcidos (com 4, 6 e 9 semanas). Mostrando diminuição da concentração sérica de 

testosterona, em animais TT4, quando comparados com TT9. 

Nota: Dados expressos em média e desvio padrão, onde p<0,05. 

Fonte: MILHOMEM, 2013. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que a TT de 720
o
 com 

duração de 4 horas produz grandes danos morfofuncionais no testículo torcido de ratos, 

independente da idade em que ocorreu a torção. Entretanto as mesmas alterações não foram 

observadas, quando avaliamos os testículos contralaterais. A literatura mostra uma 

metodologia bastante variada, onde fatores como a espécie animal, idade, o modo de se 

produzir a isquemia, a duração e o tipo de avaliações, dificultam a comparação dos trabalhos 

(SILVA et al, 2010). 

Os resultados do efeito da isquemia e reperfusão nos testículos contralaterais e 

ipsilaterais, provocados por torção testicular, em literatura, são controversos e discrepantes, 

mas corroborando nossos achados, alguns alegam não haver danos, no testículo contralateral 

em modelos animais de TT (FILHO et al, 2004; TURNER, 1985; BECKER; TURNER, 1995; 

NAGLER et al, 1984), enquanto outros, reportam severas alterações histológicas e 

bioquímicas, que induzem ao dano tecidual do testículo contralateral(CONSENTINO et al, 

1985). 

Lorenzine (2012) relata não haver alterações em testículos contralaterais, de ratos pré-

puberes, submetidos à isquemia, por torção de 1080° do cordão espermático, em longo prazo 

(1, 5, 10 e 90 dias), onde foram avaliados critérios morfológicos (altura de epitélio, diâmetro 

do túbulo seminífero, escorre de Johnsen e número de células germinativas nos túbulos em 

estágios VII e VIII, do ciclo do epitélio). Para corroborar esse relato, usando a torção 

unilateral, de ratos adultos, com 720° por uma, duas e quatro horas, Turner (1985) não 

observou alterações na espermatogênese do testículo contralateral, após 30 e 60 dias. 

No presente trabalho, apesar do testículo contralateral não ter apresentado alteração 

morfofuncional, as alterações morfológicas que ocorreram nos testículos torcidos podem ter 

sido geradas pelos radicais livres, que oxidam o lipídio das membranas celulares, quando o 

tecido é submetido à hipóxia ou isquemia, respondem com aumento da permeabilidade 

vascular, edema intra e extracelular e finalmente com apoptose ou necrose celular (FILHO et 

al, 2004). A preservação da espermatogênese do contralateral é essencial para manutenção da 

fertilidade do paciente (LORENZINI et al, 2012). Em relação aos testículos torcidos, 

independente da idade em que ocorreu a torção, danos teciduais diversos forma encontrados 

após a TT de 720
o
 por 4 horas, como a diminuição do diâmetro do túbulo, altura do epitélio, 

comprimento tubular, escorre de Johnsen, a da proliferação epitelial. O estudo das frequências 
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dos estágios do ciclo de epitélio seminífero (VIGUERAS et al, 2003) foi utilizado na 

avaliação da espermatogênese do testículo contralateral, após torção e mostrou haver lesão , 

principalmente, em número considerável de túbulos seminíferos entre os estágios VI e XI. 

Ainda, neste estudo, constatou-se que os estágios IX e XI foram mais afetados quando 

comparados ao restante dos estágios. Já Jeffrei (2000) avaliou os estágios com base no grau 

de apoptose, e verificou que depois de 4 horas de torção testicular os estágios II e III do ciclo 

de epitélio seminífero foram os mais afetados. Em nosso estudo, somente o estágio IV dos 

animais pré-puberes que sofreram TT teve a frequência reduzida. Deste modo, não foi 

possível correlacionar as lesões testiculares às alterações de frequência dos estágios do ciclo 

de epitélio seminífero. Nos animais que sofreram torção testicular com 9 semanas de idade o 

dano no epitélio foi tão intenso, que não foi possível avaliar a frequência dos estágios do ciclo 

de epitélio seminífero.  

Os relatos de Becker e Turner (1995) verificaram que a TT de 720
o
 por 4 horas é 

suficiente para causar danos significativos no testículo torcido de ratos e outro estudo alega 

diminuição da função reprodutiva de todos os animais submetidos à torção de 720°, por 9 

horas, seguido de destorção (PAKYZ et al, 1990). Sua análise Lorenzini et al. (2012) 

corroborou nossos achados, onde a contagem de células germinativas, de acordo com os 

critérios de análise do ciclo de epitélio, revelou não haver efeito, a longo prazo, sobre a 

espermatogênese do testículo contralateral, e que a orquiectomia do ipsilateral não é 

necessária para prevenção da espermatogênese contralateral. Entretanto os animais no estudo 

de Lorenzini não foram submetidos à reperfusão testicular. Em contrapartida, Heindel et al, 

(1990) e Parkyz et al (1990), com torção de 1080°, com reperfusão, encontraram danos, como 

redução da fertilidade e do diâmetro do túbulo no testículo contralateral. 

Consentino et al.(1985), também demonstrou que a orquiectomia do testículo torcido 

causa menos disfunção reprodutiva que a destorção. Em relatado (PAKYZ et al, 

1990).mostrou que ratos submetidos à torção, sem tratamento (ciclosporina e prednisona), 

tiveram redução do percentual de gravidez das fêmeas que foram submetidas ao 

acasalamento. Seus resultados  afirmam que a taxa de fertilidade dos ratos do grupo 

orquiectomizado, pós-torção, não se mostrou diferente de animais hemicastrados, e do grupo 

controle. O que nos sugere que, ratos submetidos à orquiectomia unilateral, apesar de 

apresentarem índices reprodutivos mais baixos do que o grupo controle, conseguem manter a 

capacidade reprodutiva (PAKYZ et al, 1990). Apesar destes dois trabalhos utilizarem tempos 

de torção maiores, nossos achados, mostraram que não houve diminuição da função 

reprodutiva em ratos adultos que sofreram TT de 720
o
 por 4 horas seguida de destorção, 
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independente da idade em que a torção ocorreu. Esta discordância pode ser justificada 

principalmente pela diferença no tempo de TT que foi de 4 horas no nosso trabalho e de 9 

horas no trabalho de Pakyz et al. (1990) e 9 a 12 no estudo de Cosentino et al. (1985). Isto 

demonstra que o tempo de torção é um fator importante e que deve ser levado em 

consideração no prognóstico da TT. 

Tais achados sugerem que os danos gerados pela isquemia, atuam de forma pontual, 

mostrando que um curto período de isquemia causa perda das células germinativas, enquanto 

que, longos períodos isquêmicos, levam primeiro à perda de células de Sertoli e depois das 

células de Leydig (BAKER e TURNER, 1994). Nosso estudo utilizou a torção do cordão 

espermático a 720º, por 4 horas, seguida de reperfusão e avaliação a longo prazo, com 

comprometimento do epitélio seminífero nos testículos torcidos, mas sem alterações nos 

testículos contralaterais que foram suficientes para manter a função reprodutiva. Muitas 

teorias vêm sugerindo a explicação da injúria da espermatogênese no testículo contralateral, 

como a indução autoimune, da necrose de células germinativas no testículo torcido 

(HEINDEL et al, 1990), produção de espécie reativas de oxigênio (Vigeras et al, 2004) e 

reflexo simpático do contralateral (TANDER et al, 1988). Um estudo de Arap et al. (2007) 

sugere que anticorpo antiespermático pode de ser usado como marcador de função testicular, 

pós-cirúrgica. Dondero et al. (1980) demonstrou in vitro, que linfócitos-T, isolados de 

testículos atróficos humanos, secretam factor de inibição de macrófagos na presença de 

esperma.  

O tratamento com a L-arginina no período de reperfusão a longo prazo, mostrou-se 

capaz de exercer um efeito protetor sobre os testículos torcidos, independente da idade de 

torção. Entretanto, tal efeito foi melhor observado em animais do grupo pré-púbere, onde as 

alterações causadas pela TT foram significativamente reduzidas em importantes parâmetros 

avaliados como no peso e volume do testículo torcido, diâmetro do túbulo seminífero, altura 

do epitélio, comprimento tubular e proliferação celular do epitélio. Além disso, o tratamento 

com a L-arginina nos animais que sofreram a torção no período pré-púbere também foi capaz 

de aumentar o volume e a concentração espermática do testículo contralateral, o que 

certamente foi responsável pelo aumento da potência dos animais na avaliação de fertilidade. 

Tal fato sugere que, esse aminoácido atua estimulando o efeito compensatório, no testículo 

não lesionado. Segundo Garner e Hafez (2004), algumas espécies animais contêm quantidades 

variadas de histonas ricas em arginina, nos espermatozoides. Estas proteínas nucleares básicas 

são importantes para condensação e estabilização do DNA espermático.  
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Um achado importante em relação ao grupo de operado com 9 semanas de idade, no 

qual os testículos torcidos não tratados apresentaram-se aspérmicos com grande alteração 

tubular, o que impossibilitou a análise do epitélio, foi a recuperação parcial da 

espermatogênese após tratamento com a L-arginina. Animais de mesma idade apresentaram 

espermatozóides mensuráveis em análise de concentração, motilidade e viabilidade 

espermática. Não houve recuperação completa do parênquima testicular, contudo, foi possível 

avaliar a presença de alguns túbulos contendo epitélio parcialmente preservado e/ou 

preservado em estágios I, IV e VII. Contudo, o tratamento com a arginina não causou o 

mesmo efeito no testículo torcido do grupo operado com 6 semanas de idade, no qual foi 

possível observar um decréscimo de túbulos em estágios II-III e VIII, quando comparados ao 

grupo controle de mesma idade. Não houve diferença nos estágios do ciclo do epitélio do 

testículo contralateral 

A L-arginina também atuou no ganho de peso dos animais do grupo pré-púbere, 

quando comparados com animais torcidos de mesma idade. Não houve diferença entre o peso 

dos animais púberes e adultos. Baseado nos pressupostos de que a infusão de aminoácidos 

pode aumentar a secreção de hormônio de crescimento (GH), e que o metabolismo deste 

hormônio está relacionado com a secreção do fator de crescimento semelhante à insulina 

(IGF-I), Fayh et al. (2007), realizou estudo com humanos adultos (17 anos), demonstrando 

que a suplementação de L-arginina durante sete dias foi ineficaz para aumentar a secreção de 

GH e IGF-I em indivíduos adultos do sexo masculino. Isto sugere que o efeito da arginina no 

crescimento pode ser tardio e maior em animais mais jovens, pois os animais de 4 semanas de 

idade, além de receberem o aminoácido no período pré-púbere, foram avaliados 70 dias após 

o tratamento, diferente dos grupos tratados com 6 e 9 semanas de idade que foram avaliados 

respectivamente 56 e 35 dias após o tratamento. O ganho de peso corporal após o tratamento 

com a arginina do grupo pré-púbere foi acompanhado da recuperação do peso e do volume do 

testículo torcido, bem como do aumento do volume do contralateral. Além deste achado, 

também foi encontrado um aumento do diâmetro do túbulo, da densidade volumétrica dos 

vasos sanguíneos e do lúmen do compartimento tubular, em relação ao grupo torcido. 

Animais que sofreram a TT na idade adulta, também apresentaram recuperação no peso e 

volume testicular, e os que sofreram a TT na puberdade, aumento do volume do testículo 

contralateral.  

Os animais tratados com L-arginina apresentaram maiores índices reprodutivos, apesar 

da TT não ter causado nenhuma disfunção significativa da função reprodutiva. O grupo que 

sofreu a TT e tratamento com a arginina com 9 semanas de idade foi o que apresentou mais 
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alteração no teste de fertilidade, mostrando maior potência. Este resultado pode estar 

relacionado com o efeito protetor mediado pelo NO, que atua como vasodilatador e melhora o 

fluxo sanguíneo após a torção (BARLAS et al, 2002). 

A testosterona atua de maneira imperativa sobre a habilidade de cópula dos machos, 

através da libido. Apesar de haver diferença nas concentrações de testosterona sérica dos 

animais torcidos, onde pré-púberes sofreram diminuição significativa, quando comparados 

com os adultos, não houve diferença na potência entre animais deste grupo. Esse resultado 

revelou que houve prejuízo da função secretora das células de Leydig, mais evidente em 

animais pré-púberes, o que pode ser resposta à crescente produção de testosterona durante o 

desenvolvimento sexual dos machos (STANLEY et al, 2012), logo uma lesão no inicio do 

desenvolvimento gonadal pode gerar sequelas maiores do que em células já formadas. Com 

aproximadamente 20 dias, o espermatócito em fase de leptóteno, está presente no epitélio 

germinativo, e as divisões das células de Sertoli cessam e começa a maturação. Com 30 dias, 

as células de Leydig alcançam a maturidade (RAMALEY, 1979) e com 45 dias de idade, o 

rato atinge a puberdade, com espermatozóide aparecendo nos túbulos seminíferos e células de 

Sertóli maduras (CLERMONT; PEREY, 1957). 

Em estudo com ratos pré-púberes, submetidos à torção e tratados com 

imunomoduladores, como a ciclosporina e prednisona, não houve diferença entre as 

concentrações séricas de testosterona, quando comparados com o grupo controle (PAKYZ et 

al, 1990). Heindel et al, 1990, afirmaram em seu estudo experimental, com ratos em diferentes 

idades (30 a 70 dias), submetidos à torção de 1080°, por 9 horas, seguido de destorção, que o 

grupo torcido com 70 dias, foi o único a sofrer redução da concentração sérica de testosterona, 

contradizendo os achados do presente estudo. O que nos indica que apesar de não haver 

proteção completa aos danos teciduais causados pela isquemia e reperfusão em nosso modelo 

experimental de TT, a L-arginina atuou como antioxidade no tecido do testículo torcido e 

contralateral, aumento parâmetro de fertilidade (potência) em animais torcidos na pré e 

puberdade e aumento da concentração espermática do contralateral em animais tratados.  
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CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados revelaram que 4 horas de torção testicular de 720°, em ratos, é capaz de 

gerar danos morfológicos aos testículos ipsilaterais, independente da idade e maturidade 

sexual em que a TT ocorreu. Houve diminuição do peso e volume testicular em todas as 

idades. Entretanto tais danos não geraram alteração da função reprodutiva em idade adulta. 

O uso da L-arginina não foi capaz de melhorar significativamente os parâmetros 

espermáticos em ratos que sofreram torção testicular de 720
o
 por 4 horas, independente da 

idade em que a TT ocorreu. Entretanto, recuperou a produção de espermatozóides no grupo 

que sofreu a TT em fase adulta e aumentou a concentração de espermática nos grupos tratados 

em fase pré-púbere e púbere, em relação ao controle de mesma idade. 

O uso da arginina melhorou a morfologia testicular, recuperou o epitélio seminífero no 

grupo que sofreu a TT quando adultos e o grupo mais beneficiado com o tratamento foi o dos 

animais que foram submetidos à TT na pré-puberdade, agindo como antioxidante e 

protegendo o tecido contra os danos causados pelos radicais livres. 
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APÊNDICE A – Soluções utilizadas no experimento 

 

SOLUÇÃO DE BOUIN 

 

 70% Ácido pícrico saturado 3000.0 mL 

 25% Formaldeído 1000.0 mL 

 5% Ácido acético glacial 200.0 mL 

 

 

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 

 

PBS 

 

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 

 

 

PBS / BSA 0,5% 
 

 0,5 g de Albumina Sérica Bovina 

 100 ml PBS – Solução trabalho 

 

SOLUÇÃO HIPO-OSMÓTICA 

 

 Citrato de sódio dihidratado (Na3C6H5O7.2H2O )..........   0,735g 

 Frutose............................................................................    1,351 g 

 Água destilada.................................................................   1000ml 
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APÊNDICE B – Protocolo de análise de testosterona sérica 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 50l de cada amostra de controle, calibrador e amostras nos poços 

devidamente identificados.  

 Pipetar 100l 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 300l de tampão de lavagem por poço 

 Tocar a placa firmemente contra o papel absorvente, para garantir que ele esteja seco. 

Pipetar 150l 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 50l 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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APÊNDICE C – Protocolo de coloração histoquímica  

 

HEMATOXILINA E EOSINA 

 

 Desparafinar em estufa à 60ºC (10 minutos) 

 Desparafinar em duas mudas de xilol (10 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 

 

PICROSIRIUS RED 

 

 Desparafinar em estufa à 60ºC por 10 minutos 

 Desparafinar em duas mudas de xilol 5% (10 minutos cada),  

 Hidratar em etanol de concentrações decrescentes (100%, 90% e 70%) e água 

destilada (3 minutos cada)  

 Corar em solução de Sirius red 0,1% (1 hora)  

 Dois banhos de HCL 0,01N (1 minuto cada)  

 Lavar em água destilada  

 Corar em hematoxilina (3 minutos) 

 Lavar em água corrente (2 minutos)  

 Desidratar em etanol de concentrações crescentes de 70% e 90% (2 minutos cada) e 

duas mudas de etanol 100% (3 minutos cada)  

 Clarificar em dois banhos de xilol (5 minutos cada)  

 Montar em entellan e lamínula 
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Obs: com polarização: 

 Birrefringência em espessas fibras de colágeno tipo I – amarelo ou vermelho 

 Fraca birrefringência em delgadas fibras de colágeno tipo III - verde 
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APÊNDICE D – Protocolo de coloração imunohistoquímica antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA) 

 

 Desparafinar em estufa à temperatura de 60ºC (10 minutos) 

 Desparafinar em 3 banhos de xilol (5 minutos cada)  

 Hidratar em etanol de concentrações crescentes (duas mudas de etanol 100% por 2 

minutos cada, e em etanol 90%, 80% e 70% por 3 minutos cada) 

 Recuperação do sítio antigênico (banho em solução de Tris-EDTA + 0,5ml de tween 

diluídos em 1000ml de água destilada) - overnight em estufa à temperatura de 60ºC  

 Banho em PBS (3 minutos)  

 Inibição da peroxidase endógena através do banho em solução de peróxido de 

hidrogênio 30% em metanol na proporção 1:9 (15 minutos)  

 3 banhos em PBS (2 minutos cada) 

 Bloqueio proteico com solução de bloqueio (reagente A) por 10 minutos  

 Anticorpo anti-PCNA (1:100 em PBS BSA 1%) por 60 minutos em estufa à 37ºC  

 3 banhos em PBS (2 minutos cada)  

 Anticorpo secundário: anticorpo de largo espectro (reagente B) por 20 minutos  

 3 banhos em PBS (2 minutos cada)  

 Complexo protéico de estreptoavidina e peroxidase (reagente C) - se liga as biotinas 

do anticorpo secundário (10 minutos)  

 3 banhos em PBS (2 minutos cada)  

 Diaminobezendina (DAB) - cromógeno que se liga a peroxidase do complexo proteico 

de estreptoavidina (1 gota de cada reagente D1, D2 e D3 diluídos em 1 ml de água 

destilada) - 3 minutos protegido da luz 

 Lavar em água destilada e corar em hematoxilina a 50% (3 minutos)  

 Lavar em água destilada (3 minutos)  

 Desidratar em etanol 70% e 90% ( 1 minuto cada) e em duas mudas de etanol 100% ( 

5 minutos cada) 

 Clarificar em duas mudas de xilol ( 5 minutos cada)  

 Montar em entellan e lamínula 

Obs: Tris-EDTA (1,21g de tris, 037g de EDTA) 
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APÊNDICE E – Artigo publicado 
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ANEXO - Comissão de ética para o cuidade e uso de animais experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


