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Maria, Maria 

(M. Nascimento / F. Brant) 

 

“Mas é preciso ter força 

É preciso ter raça 

É preciso ter gana sempre 

Quem traz no corpo a marca 

Maria, Maria 

Mistura a dor e a alegria 

 

Mas é preciso ter manha 

É preciso ter graça 

É preciso ter sonho sempre 

Quem traz na pele essa marca 

Possui a estranha mania 

De ter fé na vida.” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 “Aquele que estuda a forma como as coisas se originaram e 

passaram a existir, quer se trate do estado ou de qualquer 

outra coisa, terá delas a mais bela visão.” 

 

Aristóteles 
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RESUMO 

 
LIMA, Graziela Domingues de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho 
de 2013. Fertilidade e morfofisiologia epididimária de ratos wistar submetidos a 
ingestão de arsenato e arsenito de sódio. Orientadora: Mariana Machado Neves. 
 

O objetivo deste estudo foi comparar o efeito da exposição a diferentes concentrações 

de arsênio nas formas pentavalentes (arsenato; As+5) e trivalentes (arsenito; As+3) sobre 

parâmetros reprodutivos. Utilizou-se 30 ratos divididos em cinco grupos (n= 6 animais/ 

grupo). Animais controle receberam NaCl a 0,9%, enquanto que os demais foram 

tratados diariamente por via oral com 0,01 e 10mg/L de arsênio, nas formas de arsenato 

e arsenito de sódio por 56 dias. Animais tratados com 10mg/L de arsenito tiveram 

redução na produção espermática diária, no número de espermátides no testículo e por 

grama de testículo, no número de espermatozoides nas regiões epididimárias e no 

percentual de espermatozoides com membranas íntegras (P < 0,05). Já 0,01mg/L de 

arsenito causou redução no número de espermatozoide nas regiões de cabeça/corpo do 

epidídimo e no percentual de espermatozoides íntegros (P < 0,05). Houve aumento no 

percentual de vasos sanguíneos no segmento inicial do epidídimo de animais tratados 

com arsenito (0,01 e 10mg/L) e arsenato (0,01mg/L). Arsenato de sódio, na 

concentração de 10mg/L, alterou o percentual de espermatozoides íntegros e o 

percentual de lúmen sem espermatozoides na cauda do epidídimo (P < 0,05). 81,8% de 

fêmeas conceberam de machos controle, 50% quando os machos foram tratados com 

arsenato 0,01 mg/L e arsenito 10 mg/L e 63,6% quando10mg/L de arsenato foi 

utilizado. Não houve diferença entre os grupos de fêmeas para número de corpos lúteos 

e de implantações (P > 0,05), sendo o potencial de fertilidade (%) de machos tratados 

com arsenato 0,01mg/L (40,6±12,8) e arsenito 10mg/L (40,6±11,7) menor que o dos 

machos controle (71,0±21,4). A perda embrionária pré-implantação foi de 59% para 

machos tratados com arsenato 0,01mg/L e arsenito 10mg/L e 29% para animais 

controle. Pode-se concluir que o arsenito foi mais danoso que o arsenato de sódio para 

parâmetros testiculares, epididimários e espermáticos. Arsênio presente na água de 

beber na concentração de 0,01mg/L alterou parâmetros de fertilidade de ratos quando na 

forma de arsenato de sódio. 
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ABSTRACT 

 
LIMA, Graziela Domingues de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 
2013. Fertility and morphophysiology epididymal of rats wistar subject to intake 
sodium arsenate and arsenite. Adviser: Mariana Machado Neves.  
 
The aim of this study was to compare the effect of exposure to different concentrations 

of arsenic in the pentavalent (arsenate, As+5) and trivalent forms (arsenite, As+3) on 

reproductive parameters. Were used 30 Wistar rats randomly divided into five 

experimental groups (n = 6 animals/group). The control animals received saline, while the 

treated animals were exposed orally to sodium arsenate and arsenite, testing for each 

chemical form with concentrations of 0.01mg/L and 10mg/L, daily for 56 days. Animals 

exposed to 10mg/L of arsenite had reduced daily sperm production, the number of 

spermatids in the testis and per gram of testis, the number of sperm in the epididymal 

regions and the percentage of sperm with intact membranes (P < 0.05). Already 

0.01mg/L arsenite caused a reduction in the number of sperm in the caput/corpus regions 

of the epididymis and the percentage of sperm with intact membranes (P < 0.05). In 

addition, there was increase in the percentage of blood vessels in the initial segment of 

the epididymis to the animals exposed to arsenite (0.01 and 10mg/L) and arsenate 

(0.01mg/L). Sodium arsenate at the concentration to 10mg/L, only changed the 

percentage of sperm with intact membranes and percentage of lumen without sperm in 

the cauda of the epididymis (P < 0.05). Regarding the fertility parameters, there was 

obtained 81.82% of pregnant females to males control, 50% of males exposed with 

arsenate 0.01 mg/L and arsenite 10 mg/L and 63.64% of males exposed to 10mg/L of 

arsenate. 81.8% of the females conceived from males, 50% when the males were treated 

with 0.01 mg/L of arsenate and 10 mg/L of arsenite and 63.6% when 10 mg/L of 

arsenate were used. There was no difference between females groups for number of 

corpora lutea and implantations (P > 0.05), and the fertility potential (%) for the males 

exposed with arsenate 0.01mg/L (40.6 ± 12.8) and arsenite 10mg/L (40.6 ±11.7) was 

lower than the control males (71.0 ± 21.4). The pre-implantation loss was 59% for 

males exposed to arsenite 10mg/L and arsenate 0.01mg/L and 29% for control animals. 

In conclusion, the arsenite was more damaging than sodium arsenate some parameters 

for testicular and epididymal sperm. Arsenic present in drinking water at 0.01mg/L 

altered fertility parameters in the form of sodium arsenate. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A humanidade sempre esteve exposta a diferentes metais e metaloides, que, por 

serem elementos naturais, estão presentes em todo ambiente, como água, ar e solo. No 

entanto, a exposição humana a estes elementos aumentou no último século, devido a 

maior disponibilidade dos mesmos no meio ambiente consequencia de lançamentos de 

origem antrópica, resultado do crescimento industrial e urbano (Carpenter et al., 2002). 

O arsênio é um metaloide considerado na atualidade como o elemento químico 

mais perigoso da Priority List of Hazardous Substances de 2011. A exposição a este 

elemento representa uma grave ameaça a saúde pública. A Organização Mundial da 

Saúde estima que mais de 140 milhões de indivíduos estão expostos ao arsênio por meio 

da água de beber, seja ele proveniente de fontes geológicas naturais ou como resultado 

de atividades antropogênicas, como mineração, processos de fabricação de eletrônicos e 

fundição de metais (States et al., 2011; Naujokas et al., 2013). 

No ambiente, o arsênio ocorre em diferentes formas químicas, como orgânica e 

inorgânica, e estados de oxidação, -3, 0, +3 e +5. Sua toxicidade depende desses dois 

fatores, sendo que as formas inorgânicas trivalentes (arsenito; As+3) e pentavalentes 

(arsenato; As+5) são consideradas as mais tóxicas. A ação do arsênio no organismo está 

relacionada com seu acúmulo em tecidos e células, produção de espécies reativas de 

oxigênio e função de enzimas relacionadas com a metilação, uma das etapas do 

processo de metabolização e eliminação deste elemento. Com isto podem ocorrer 

alterações degenerativas, inflamatórias e neoplásicas em vários sistemas orgânicos,  

como nervoso, respiratório, hematopoiético, cardiovascular e reprodutor (Cui e 

Okayasu, 2008; Chen et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013). 

Exposição a altas concentrações de arsênio são tóxicas ao aparelho reprodutor 

masculino (Chang et al., 2007; Ahmad et al., 2008). Estudos relatam que a ação deste 

metaloide está associada a comprometimento da atividade da célula de Leydig, redução 

das concentrações séricas de testosterona e inibição da espermatogênese. Além disso, há 

comprometimento da qualidade seminal e redução do peso de órgãos sexuais acessórios 

como o epidídimo (Pant et al., 2001; Ahmad et al., 2008; Li et al., 2012a; Li et al., 

2012b). 

Historicamente, estudos que avaliam a toxicidade do arsênio sobre o aparelho 

reprodutor masculino têm enfocado a toxicidade do arsenito de sódio sobre as 

características histologicas e a fisiologia testicular, e poucas informações relatam sobre 
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os efeitos deste composto no epidídimo e espermatozoide (Savabieasfahani et al., 1998; 

Pant et al., 2004; Ahmad et al., 2008; Chen et al., 2011). É importante avaliar os efeitos 

do arsênio sobre o epidídimo, ao considerar que este órgão é responsável pela 

maturação espermática, processo no qual os espermatozoides produzidos no testículo 

adquirem motilidade e capacidade fecundante (Cornwall, 2009; Shum et al., 2009).  

São escassos os estudos sobre os efeitos do arsênio em parâmetros 

histomorfométricos e funcionais do epididímo, principalmente quando este elemento 

apresenta-se na água em baixas concentrações. Sabe-se que organizações brasileiras e 

internacionais toleram uma ingestão diária de arsênio na água de beber na concentração 

máxima de 0,01mg/L (BRASIL, 2005; WHO, 2011). Com base no presente exposto, 

formulou-se a hipótese de que a exposição a diferentes concentrações de arsenito causa 

mais danos em parâmetros histofisiológicos epididimários e de fertilidade que o 

arsenato de sódio. Para testá-la, foram estabelecidos os seguintes objetivos:  

 

Objetivo geral: 

- Avaliar o efeito de baixas concentrações de arsênio, nas formas de arsenato e 

arsenito de sódio, sobre parâmetros testiculares, epididimários, espermáticos e de 

fertilidade em ratos Wistar adultos. 

 

Objetivos específicos:  

- Mensurar o peso absoluto e peso relativo de órgãos do aparelho reprodutor 

masculino, considerando diferentes formas químicas e concentrações; 

- Determinar a concentração sérica de testosterona; 

- Comparar os efeitos da ingestão de arsenito e arsenato de sódio sobre os 

epidídimos, analisando parâmetros microscópicos qualitativos, como arquitetura 

tecidual, e quantitativos, como morfometria e proporção volumétrica dos componentes 

tubulares e intertubulares nas quatro regiões do órgão, segmento inicial, cabeça, corpo e 

cauda, em microscopia de luz;  

- Avaliar parâmetros espermáticos, como morfologia, motilidade e cinética 

espermáticas, além da integridade estrutural das membranas, plasmática e acrossomal; 

- Analisar a influência do arsênio, em duas concentrações e formas químicas, no 

número de espermátides testicular, na produção espermática diária, na contagem de 

espermatozoides no epidídimo, bem como no trânsito epididimário. 



 

3 
 

- Comparar a fertilidade de fêmeas hígidas cruzadas com machos expostos ao 

arsenato e arsenito de sódio, a partir de resultados obtidos para taxa de acasalamento, 

taxa de prenhez, peso de ovário, número de corpos lúteos, número de implantações, 

número de fetos, peso de fetos, potencial de fertilidade, taxa de perdas pré e pós 

implantação. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Arsênio 

 

O arsênio é um elemento químico natural amplamente distribuído na crosta 

terrestre, sendo encontrado em água, ar e solo. Fontes geológicas naturais e locais aonde 

ocorre a ação do homem, como mineração, processos de fabricação de eletrônicos, 

incineração de resíduos, combustão do carvão e fundição de metais, podem tornar esse 

elemento disponível no ambiente. A agência internacional Agency for Toxic Substances 

and Disease Registry (ATSDR) considera o arsênio como o elemento químico mais 

perigoso da  Priority List of Hazardous Substances, o que o faz merecedor de atenção 

(ATSDR, 2011; Hughes et al., 2011; WHO, 2011). Isto porque a contaminação do 

homem pode ocorrer por exposição inalatória, em pessoas que trabalham em fundições, 

indústrias de fabricação de vidro e semicondutores, ou oral, via água doce (Jana et al., 

2006). 

Atualmente a contaminação da água pelo arsênio tem sido considerada uma 

ameaça a saúde pública, por ser uma das principais vias de contaminação. A 

Organização Mundial da Saúde estima que mais de 140 milhões de indivíduos estão 

expostos ao arsênio por meio da água de beber (WHO, 2011; States et al., 2011; 

Naujokas et al., 2013). Muitos países como Argentina, Chile, México, China, 

Bangladesh, Índia e Estados Unidos têm relatado aumento das concentrações de arsênio 

na água potável, sendo sua ingestão implicada em diferentes efeitos tóxicos, como 

diaréia, hemorragias gastrointestinais e lesões cutâneas (WHO, 2011; Naujokas et al., 

2013). Os maiores focos endêmicos estão localizados em Bangladesh, onde estima-se 

que mais de 50 milhões de pessoas estão expostas a concentrações tóxicas de arsênio na 

água, sendo esta exposição implicada em cardiopatias e diferentes tipos de câncer, como 

de pulmão, bexiga e pele (Jiang et al., 2012; George et al., 2013). 

Com relação ao Brasil, são poucas as informações sobre a ocorrência natural e 

antropogênica do arsênio. Estudos integrados do ambiente e exposição humana a este 

elemento químico foram realizados em apenas três áreas do território nacional, 

Quadrilátero Ferrífero – Minas Gerais, Vale do Ribeira – Paraná/São Paulo e Santana – 

Amapá, onde constatou-se grande quantidade deste elemento químico liberada para o 

ambiente devido a mineração de ouro, refino de metais, intemperismo de rochas e 

associação deste composto ao minério de manganês lavrado (Figueiredo et al., 2007). 
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O arsênio é um metaloide pertencente ao grupo 15 (5A) da classificação 

periódica dos elementos químicos, com número atômico 33 e massa atômica 74,92 u. 

Este metaloide está presente na natureza em diferentes formas químicas, orgânica e 

inorgânica, e estados de oxidação, -3, 0, +3 e +5, na forma de óxidos de arsênio ou sais 

destes óxidos. Sua toxicidade varia de acordo com suas características químicas, sendo 

que os compostos inorgânicos são 100 vezes mais tóxicos que os orgânicos, e os 

compostos trivalentes 60 vezes mais tóxicos que os pentavalentes (Chatterjee et al., 

1995; Hughes et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013).  

A solubilidade do arsênio em água, nas formas químicas de arsenito e arsenato, é 

um fator importante para sua absorção nas regiões gastrointestinais do aparelho 

digestório, que correesponde de 60 a 90% do arsênio total ingerido (Deschamps e 

Matschullat, 2007). Após ser absorvido, o arsênio é rapidamente distribuído pelo sangue 

à diferentes órgãos, como rins, pulmões, testículo, epidídimo e fígado (Pant et al., 2001; 

Cui e Okayasu, 2008), sendo este último o principal local de sua biotransformação. 

Arsenito e arsenato entram nos hepatócitos por meio de proteínas de membranas 

específicas. O arsenito é transportado para dentro do compartimento intracelular pelas 

aquagliceroporinas tipo 7 e 9 ou por hexoses permeases, enquanto que o arsenato entra 

via transportadores de fosfato (Liu et al., 2002; Watanabe e Hirano, 2013). Dentro dos 

hepatócitos o arsenato é biotransformado em arsenito por meio de reações de oxi-

redução. O arsenito intracelular resultante ou não desta reação se conjuga com a 

glutationa e é metilado pela enzima arsênio-metiltransferase, produzindo ácido 

metilarsônico e ácido dimetilarsônico (Ren et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013). 

Estes compostos são transportados para fora do espaço intracelular via proteínas 

transportadoras ATP-dependentes, sendo liberados na bile e na corrente sanguínea para 

serem excretados principalmente por fezes e urina (Ren et al., 2011; Watanabe e Hirano, 

2013). 

A intoxicação por arsênio pode resultar em efeitos agudos ou crônicos, 

dependendo do tempo de exposição. Os mecanismos pelos quais o arsênio tem efeitos 

tóxicos estão relacionados com produção de espécies reativas de oxigênio e alteração 

em estrutura do DNA, síntese de proteínas e proliferação celular (Ren et al., 2011; 

States et al., 2011; Li et al., 2012b; Wang et al., 2013). Com isto podem ocorrer 

alterações degenerativas, inflamatórias e neoplásicas em vários sistemas orgânicos, 

como nervoso, respiratório, hematopoiético, cardiovascular e reprodutor (Ahmad et al., 

2008; Chen et al., 2011; Flora, 2011; Naujokas et al., 2013). 
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2.2 Arsênio e sua toxicidade sobre o aparelho reprodutor masculino 

 

Uma vez que o testículo desempenha função na produção de espermatozoides e 

andrógenos (Russell et al., 1990) e o epidídimo seja responsável pela maturação 

espermática (Sullivan et al., 2005; Cornwall, 2009), agentes tóxicos que alterem a  

fisiologia destes órgãos podem causar redução na produção e viabilidade espermáticas, 

influenciando na fertilidade (Ahmad et al., 2008; Fossato et al., 2011).  

Vários estudos têm caracterizado a ação nociva do arsênio sobre a morfologia e 

a função testicular, sendo poucas as informações sobre seus efeitos em epidídimo, 

espermatozoides e parâmetros de fertilidade. Efeitos conhecidos do arsênio na 

reprodução envolvem diminuição da androgênese testicular, inibição da 

espermatogênese, redução do peso testicular e de órgãos sexuais acessórios, como 

próstata e epididimo, além de diminuição da motilidade espermática e do número de 

espermatozoides epididimais (Jana et al., 2006; Chang et al., 2007; Ahmad et al., 2008; 

Chiou et al., 2008; Reddy et al., 2011). 

  

2.2.1 - Testículo 

 

O testículo é o órgão responsável pela produção de espermatoizes e andrógenos. 

São órgãos pares revestidos por uma espessa cápsula de tecido conjuntivo denso, a 

albugínea testicular, a qual emite septos para o interior do órgão até a região do 

mediastino, dividindo o testículo em lóbulos. Histologicamente e funcionalmente, o 

testículo dos mamíferos pode ser dividido em dois compartimentos, compartimento 

intertubular e tubular (Russell et al., 1990; França e Godinho, 2003). 

No compartimento intertubular encontram-se as células de Leydig, célula 

responsável pela produção de testosterona, vasos sanguíneos e linfáticos, nervos, 

fibroblastos, macrófagos e mastócitos (Russell et al.,1990). O compartimento tubular 

representa de 70 a 90% do parênquima testicular na maioria dos mamíferos. Os túbulos 

seminíferos são constituídos por túnica própria, epitélio seminífero e lúmen. A túnica 

própria reveste o túbulo externamente, apresentando em sua constituição células 

mioides, fibras colágenas e membrana basal, sendo responsável pela movimentação de 

fluido testicular através do lume tubular (Russell et al., 1990). No epitélio seminífero 

são encontrados dois tipos celulares, as células germinativas e as células de Sertoli. A 

célula de Sertoli é responsável pela manutenção da integridade do epitélio seminífero e 
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pela secreção de fluido para formar o lume, além de participar do processo de 

espermiogênese, realizar fagocitose, permitir a movimentação de células no epitélio, 

secretar proteínas e regular o ciclo espermatogênico, através das junções com as demais 

células (Skinner e Griswold, 2005). Já as células germinativas, após secessívas divisões, 

se diferenciarão gradativamente em espermatozoides durante o processo de 

espermatogênese (França et al., 2005).   

A espermatogênese é um processo complexo e sincronizado, que ocorre nos 

túbulos seminíferos e dura cerca de 40 a 60 dias na maioria dos mamíferos (França et 

al., 2005). Durante este processo, uma espermatogônia (célula diploide) sofre uma série 

de divisões e se diferencia gradativamente em espermatozoide (célula haplóide). 

Baseado em características morfológicas e funcionais, o processo espermatogênico pode 

ser dividido em três fases: 1) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as 

espermatogônias sofrem rápidas e sucessivas divisões mitóticas; 2) a fase meiótica ou 

espermatocitogênica, na cada espermatócito dará origem a quatro espermátides 

haploides e durante a qual ocorre uma divisão reducional e outra equacional; 3) fase de 

diferenciação ou espermiogênica, onde cada espermátide arredondada passa por 

mudanças estruturais e bioquímicas diferenciando-se em espermatozoide, um tipo 

celular especializado para alcançar e fertilizar o ovócito (França e Russell, 1998).  

Estudos relatam que a toxicidade causada pelo arsênio no testículo se deve 

principalmente ao esgotamento de enzimas antioxidantes testiculares, como a 

glutationa, e a elevação da concentração de espécies reativas de oxigênio (Chang et al., 

2007; Reddy et al., 2011). Ahmad et al. (2008) observaram que o arsênio foi capaz de 

reduzir o diâmetro dos túbulos seminíferos, causar alterações degenerativas nas células 

de Leydig e comprometer a espermatogênese de ratos tratados com 6 mg/kg arsenito de 

sódio por 30 dias. Pant et al. (2004) encontraram acúmulo significativo de arsênio nos 

testículos e órgãos sexuais acessórios, além de redução significativa em marcadores de 

enzimas testiculares, como 17-β hidroxiesteroide-desidrogenase, sorbitol desidrogenase 

e fosfatase ácida, alteração nestas enzimas sugerem danos as células da linhagem 

germinativa. O acúmulo de arsênio no testículo também está relacionado ao aumento na 

atividade de enzimas testiculares como a γ-glutamiltranspeptidase. Aumento 

significativo na atividade desta enzima indica que o arsênio pode interferir na fisiologia 

normal das células de Sertoli, afetando o desenvolvimento de espermatócitos e 

espermátides (Pant et al., 2004). Ratos wistar expostos oralmente ao trióxido de arsênio, 

nas concentrações de 50mg/L e 100mg/L, por 90 dias, apresentaram danos no DNA de 
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espermatócitos primários. Este dano leva a alterações na fertiliade e danos reprodutivos, 

tais como aborto espontâneo e doenças genéticas (Nava-Hernández et al., 2009). 

Carvalho (2009), ao tratar camundongos com arsenato de sódio na concentração 

de 1,0 mgL-1 por 84 dias, observou acúmulo de arsênio no testículo e redução na altura 

do epitélio seminífero. Mata (2009) observou acúmulo de arsênio no testículo e redução 

no peso absoluto e do parênquima deste órgão em camundongos expostos oralmente a 

100 mg/L-1de arsenato de sódio, por 70 dias. 

 

2.2.2 - Epidídimo  

 

Os espermatozoides saem dos testículos imóveis e incapazes de fertilizar um 

ovócito. Eles só adquirem motilidade e capacidade fecundante após sua passagem pelo 

ducto epididimário (Shum et al., 2009).  

O epidídimo consiste em um único e longo ducto, altamente enovelado e 

contorcido, que conecta os ductos eferentes ao ducto deferente (Sullivan, 2004). 

Anatomicamente o epidídimo pode ser dividido em quatro regiões principais, segmento 

inicial, cabeça, corpo e cauda. Esta regionalização baseia-se no estudo da altura do 

epitélio, do diâmetro tubular e da variação na frequência dos diferentes tipos celulares 

que compõem seu epitélio (Hermo e Robaire, 2002; Cornwall, 2009).  

Cada região do epidídimo apresenta funções distintas, sendo que o segmento 

inicial está relacionado com a absorção de fluidos vindos do testículo, as regiões da 

cabeça e corpo estão envolvidas com os processos iniciais e tardios de maturação 

espermática, como a aquisição da motilidade progressiva e da capacidade de 

reconhecimento e fertilização do ovócito, enquanto que a região da cauda está associada 

com o armazenamento espermático e com a fagocitose de espermatozoides anormais 

(Robaire e Viger, 1995; Cornwall, 2009).  

Histologicamente o epitélio epididimário é classificado como 

pseudoestratificado prismático com estereocílios, O epitélio é composto por uma 

população variada de células que incluem as células principais, basais, apicais, halo, 

claras e estreitas (Hermo e Robaire, 2002; Oliva et al., 2009). Estas células exercem 

funções diferenciadas, que são necessárias para a função deste órgão, como secreção e 

absorção de proteína (células principais), endocitose (células claras), atividade 

secretória responsável pela acidificação do fluido luminal (células claras e estreitas), 
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defesa imune, fagocitose e produção de antioxidantes (células basais) (Hermo e 

Robaire, 2002; França et al., 2005; Cornwall, 2009).  

As células principais constituem cerca de 80% do epitélio epididimário. Estas 

células possuem em sua membrana apical proteínas transportadoras, como a aquaporina 

9, que semelhante as aquagliceroporinas presentes nos hepatócitos, pertence a uma 

classe de proteínas que formam poros na membrana plasmática e estão relacionadas 

com o transporte de água e outros solutos (Agre et al., 1995; Pastor-Soler et al., 2001). 

As células principais mostram uma morfofuncionalidade diferente entre as regiões do 

epidídimo. No entanto, independente do segmento considerado, na região apical destas 

células estão presentes junções de oclusão que são responsáveis pela formação da 

barreira hemato-epididimária. Neste sentido, o epitélio epididimário é responsável por 

criar um microambiente altamente especializado responsável pelo transporte, 

maturação, estocagem e proteção espermática (Robaire e Viger, 1995; Hermo e Robaire, 

2002). 

A maturação espermática é definida pela aquisição da habilidade de fertilização 

pelos espermatozoides (Sullivan et al., 2005; Cornwall, 2009). Este processo envolve 

uma interação orquestrada entre o espermatozoide e proteínas que são produzidas e 

secretadas pelo epitélio epididimário, sendo a presença delas região-dependente 

(Robaire et al., 2006; Cornwall, 2009). O fluido luminal do ducto epididimário contém 

diversas proteínas e enzimas, como as enzimas antioxidantes gamaglutamiltransferase e 

óxido nítrico-sintetase. A produção de espécies reativas de oxigênio em 

espermatozoides está associada à função fisiológica normal, mas o descontrole e o 

excesso de tais espécies representam um dos maiores fatores relacionados com a 

infertilidade, comprometendo a motilidade do espermatozoide e a sua viabilidade em 

promover fertilização (Oliva et al., 2009).  

O transporte dos espermatozoides através do ducto epididimário depende do 

gradiente de pressão hidrostática diferencial entre as porções proximal e distal do ducto 

epididimário, da atividade contrátil da parede do ducto, controlada pelo sistema nervoso 

autônomo e da ação de andrógenos (Cosentino e Cockett, 1986; Robaire e Viger, 1995; 

Klinefelter, 2002). A regulação destes mecanismos garante um tempo do trânsito 

espermático adequado para a ocorrência da maturação espermática (Kempinas et al., 

1998; França et al., 2005). O tempo da passagem dos espermatozoides pelo ducto 

epididimário é espécie-específico, variando de 3 a 15 dias (Cosentino e Cockett, 1986). 

No rato, o tempo de trânsito é de 8 dias (Robb et al., 1978; França et al., 2005) e uma 



 

10 
 

alteração nesse tempo pode alterar o processo de maturação espermática. Dados da 

literatura mostram que o atraso no tempo de trânsito pelo epidídimo não altera a 

capacidade fértil dos gametas, mas quando ele é acelerado a fertilidade fica 

comprometida (Kempinas et al., 1998). Este prejuízo ocorre porque o tempo disponível 

dos processos requeridos para a aquisição da capacidade fértil fica diminuído. Uma 

alteração no tempo de trânsito espermático também altera a quantidade de 

espermatozoides disponíveis para a ejaculação (Klinefelter, 2002). 

São poucos os trabalhos avaliando a ação do arsênio na morfofisiologia 

epididimária. Mata (2009) observou acúmulo de arsênio no epidídimo de camundongos 

expostos oralmente a 100 mg/L-1de arsenato de sódio, por 70 dias. Carvalho (2009) 

também relatou acúmulo de arsênio no epidídimo de camundongos expostos oralmente 

a 1,0 mgL-1  de arsenato de sódio, por 84 dias. Reddy et al. (2011) relataram redução de 

peso do epidídimo de camundongos expostos oralmente a 4 mg/L de arsenito de sódio, 

por 35 dias. Li et al. (2012b) observaram redução de peso e alteração na arquitetura 

tecidual do epidídimo, como redução na área de lúmen e lúmen com espermatozoides, 

de camundongos expostos oralmente, via água de beber, a 2 e 4 mg/L de trióxido de 

arsênio, por 60 dias. Estes autores também relataram que este composto reduziu a 

expressão do gene Ddx3y, que está relacionado à funcionalidade do epidídimo 

comprometendo sua fisiologia normal (Li et al., 2012b ). 

 

2.2.3 Espermatozoides e fertilidade 

 

Os espermatozoides são morfologicamente divididos em cabeça e cauda. A 

cabeça contém o núcleo haploide, com cromatina altamente compactada, e o acrossoma, 

uma estrutura de dupla parede situada entre a membrana plasmática e a porção anterior 

do núcleo. Ele é derivado do complexo de Golgi, sendo formado durante a etapa final da 

espermatogênese, a espermiogênese. No rato e no hamster a cabeça do espermatozoide é 

alongada em formato de gancho (Hafez, 1970; Alberts et al., 2004; Robaire et al., 2006).  

A cauda é formada por um longo flagelo composto de quatro segmentos, peça de 

ligação, peça intermediária, peça principal e terminal. Na peça intermediária existe um 

grande número de mitocôndrias que possuindo a função de produzir a energia necessária 

para a motilidade espermática. O axonema do flagelo se inicia na região da peça 

intermediaria e se mantém ao longo de toda a cauda. Ele apresenta nove pares de 

microtúbulos periféricose um par central, além de duas proteínas contráteis principais, a 
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dineína e a tubulina, que utilizama adenosina trifosfato (ATP), produzido pelas 

mitocôndrias presentes na peça intermediária, no mecanismo da motilidade espermática 

(Gilbert, 2003; Alberts, 2010; Robaire et al., 2006). 

Análises espermáticas in vitro permitem avaliar parâmetros morfofuncionais de 

espermatozoides que podem ser correlacionados com a fertilidade. Motilidade, 

morfologia e concentração espermáticas são importantes parâmetros para avaliação do 

potencial reprodutivo de machos, sendo a determinação da porcentagem de 

espermatozoides móveis, um dos testes mais utilizado para predizer a qualidade seminal 

(Verstegen et al., 2002). A quantificação da motilidade espermática pode ser feita por 

subjetivamente, usando uma estimativa visual do número de espermatozoides móveis 

(Verstegen et al., 2002; Amann e Hammerstedt, 2004). Para reduzir a subjetividade, 

sistemas automáticos para análise computadorizada de sêmen (CASA) vêm sendo 

desenvolvidos com o objetivo de fornecer dados acurados da motilidade dos 

espermatozoides e resumo estatístico de suas subpopulações (Verstegen et al., 2002).  

As anormalidades morfológicas nos espermatozoides têm sido classificada por 

localização do defeito, cabeça, peça intermediária e cauda, ou de acordo com seu efeito 

na fertilidade. Os defeitos maiores incluem a maioria das anormalidades na cabeça e 

peça intermediária, gota citoplasmática proximal e alterações individuais presentes em 

porcentagem elevada, enquanto que defeitos menores incluem cabeças de 

espermatozoides destacadas e gota citoplasmática distal (Menon et al., 2011). 

Outro parâmetro espermático analisado é a integridade estrutural das membranas 

plasmática e acrossomal. Esta análise é feito utilizando a combinação de dois 

fluorocromos, o diacetato de carboxifluoresceina (DACF) e o iodeto de propídeo (IP), e 

se baseia na permeabilidade do DACF à membrana plasmática e na impermeabilidade 

do IP. O DACF, um éster não fluorescente e apolar, é hidrolisado por esterases não 

específicas no interior da célula, resultando na formação de 6- carboxifluoresceina, 

composto impermeável à membrana plasmática que emite flurescência verde nos 

compartimentos celulares onde há integridade de mambrana. Já o IP, corante de forte 

afinidade por ácidos nucléicos, apenas cora células com membrana plasmática lesada, 

dando à mesma coloração vermelha fluorescente (Harrison e Vickers, 1990; Neves, 

2008). 

Li et al. (2012b), ao tratarem oralmente camundongos com 2 e 4 mg/L de 

trióxido de arsênio por 60 dias, observaram aumento do percentual de espermatozoides 

imóveis e com malformações. Chang et al. (2007) verificaram redução na motilidade 
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espermática e redução no número de espermatozoides epididimários em camundongos 

tratados com 20 e 40 mg/L de arsenito de sódio. Jana et al. (2006) também observaram 

redução no número de espermatozoides da cauda epididimária em ratos tratados com 5 

mg/kgPC de arsenito de sódio.  

 No que se refere ao arsênio, não foram encontrados trabalhos que avaliam a 

capacidade fecundante e taxas de fertilidade de machos após a administração de 

diferentes formas químicas deste elemento. Apesar das análises de concentração 

espermática, motilidade e morfologia destas células predizerem a fertilidade do animal, 

o uso de testes in vivo com fêmeas, seja por monta natural seja por inseminação 

artificial, é a comprovação da capacidade do macho em gerar proles. Modelos animais 

que visem avaliar a fertilidade in vivo são importantes para compreender a toxicidade 

reprodutiva de uma substância ou elemento (Favareto et al., 2011; Garcia et al., 2012). 

Fernandes et al. (2007) observaram menor número de fetos vivos em fêmeas acasaladas 

com machos tratados com 125 mg/Kg/dia do herbicida diuron após 30 dias de 

tratamento. Garcia et al. (2012) relataram redução no potencial reprodutivo de 

camundongos machos tratados com 5mg/Kg/dia do fármaco finasteride por 56 dias após 

acasalamento natural com fêmeas hígidas. 
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ARTIGO 

 

Fertilidade e morfofisiologia epididimária de ratos wistar submetidos a ingestão de 

arsenato e arsenito de sódio 

 

1. Introdução  

 

O arsênio é um metaloide tóxico encontrado naturalmente em solo, ar e água. 

Atualmente o aumento dos lançamentos antrópicos deste elemento no ambiente, 

especialmente na água potável, é considerado um  problema de saúde pública 

(Carpenter et al., 2002; WHO, 2011; Naujokas et al., 2013). O arsênio ocorre em 

diferentes formas químicas e estados de valência e, sob a forma de óxidos de arsênio ou 

sais destes óxidos, sendo as formas inorgânicas trivalentes (arsenito) e pentavalentes 

(arsenato) as mais comuns (Ren et al., 2011).  

As formas inorgânicas trivalentes são consideradas as mais tóxicas devido a sua 

reatividade com compostos contendo enxofre, como grupos tiol, sulfidrila (Neves et al., 

2004; Hughes et al., 2011) e resíduos de cisteína (Kurooka et al., 2013). Uma vez 

absorvidos, o arsenito e o arsenato são biotransformados no fígado em metabólitos 

metilados menos tóxicos, como os ácidos metilarsônico e dimetilarsônico. Parte destes 

compostos são eliminados via urina e fezes, enquanto que o restante se distribui pelos 

tecidos, como hepático, renal, testicular e epididimário (Pant et al., 2001; Cui et al., 

2008; Ren et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013), podendo alterar a estrutura do DNA 

e proliferação celular (Ren et al., 2011; States et al., 2011). Com isto podem ocorrer 

alterações degenerativas, inflamatórias e neoplásicas em vários sistemas orgânicos, 

como nervoso, respiratório, hematopoiético, cardiovascular e reprodutor (Chen et al., 

2011; Naujokas et al., 2013). 

Estudos sobre toxicidade do arsênio têm avaliado os efeitos do arsenito de sódio 

sobre as caracteristicas histologicas e a fisiologia do testículo, no entanto, poucas 

informações de seus efeitos sobre o epidídimo, espermatozoides e fertilidade estão 

disponíveis. Exposição a altas concentrações de arsênio são tóxicas ao aparelho 

reprodutor masculino (Chang et al., 2007; Ahmad et al., 2008). Efeitos deletérios desta 

exposição têm sido associados a alterações estruturais do parênquima testicular, redução 

das concentrações séricas de testosterona, inibição da espermatogênese, além de 
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redução do peso do epidídimo e do número de espermatozoides no seu interior (Chang 

et al., 2007; Fernandes et al., 2007; Ahmad et al., 2008).  

Informações detalhadas sobre os efeitos do arsênio em parâmetros 

histomorfométricos e funcionais do epidídimo são importantes para o conhecimento de 

sua toxicologia reprodutiva, ao considerar que ele é o órgão responsável pela maturação 

espermática (Cornwall, 2009). Sabe-se que organizações brasileiras e internacionais 

toleram uma ingestão diária de arsênio na água de beber na concentração máxima de 

0,01mg/L (BRASIL, 2005; WHO, 2011) e não existem informações sobre os danos 

causados por esta concentração em órgãos genitais masculinos. Portanto, o objetivo 

deste trabalho foi comparar os efeitos da exposição subcrônica de baixas concentrações 

de arsênio, nas formas de arsenato e arsenito de sódio, sobre parâmetros 

histomorfométricos epididimários, espermáticos e de fertilidade. 

 

2 Material e métodos 

 

2.1 Animais 

 

Ratos Wistar machos (n = 30, 70 dias de idade, peso 255-300g) e fêmeas (n = 

59, 65 dias de idade, peso 214-270g), oriundos do Biotério Central da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV), foram mantidos no Biotério do Departamento de Educação 

Física (UFV) alojados individualmente em caixas de polipropileno (30 cm x 20 cm x 13 

cm) e em condições controladas de temperatura (21 ± 2ºC) e luminosidade (12 - 12h 

claro/escuro). Cada animal recebeu diariamente 30 g de ração peletizada, sendo 

realizada a pesagem das sobras para cálculo do consumo médio semanal. A água foi 

fornecida ad libitum e foi utilizada para administração oral das quantidades de arsênio. 

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com o Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFV; número de protocolo 19/2011).  

 

2.2 Tratamentos 

 

Os machos foram pesados (0.01 g, AS500C, Marte) e aleatoriamente divididos 

em cinco grupos experimentais (n = 6 animais/grupo). Os animais do grupo controle 

receberam solução de cloreto de sódio (NaCl) a 0,9%, enquanto que os demais animais 
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receberam para hidratação por via oral água contendo a 0,01 mg/L ou 10 mg/L de 

arsênio nas formas de arsenato (Na2HAsO4.7H2O; Sigma-Aldrich Co., St. Luis, MO) ou 

arsenito (AsNaO2, Sigma-Aldrich Co., St. Luis, MO) de sódio. A concentração de 0,9% 

da solução de cloreto de sódio foi escolhida para o grupo controle por apresentar 

condutividade média semelhante à das soluções de arsenato e arsenito de sódio, o que 

minimiza possíveis efeitos na ingestão do líquido. As soluções foram fornecidas 

diariamente por 56 dias, período equivalente ao tempo total de duração de um ciclo do 

epitélio seminífero (Russell et al., 1990) e substituídas por água filtrada até o final do 

experimento. 

 

2.3 Acasalamento natural 

 

No 57º dia de experimento, duas fêmeas hígidas foram colocadas na caixa de 

cada macho e permitiu-se o acasalamento por três dias. Foi feito esfregaço vaginal de 

todas as fêmea nos dias 2 e 3 após o contato com o macho, para a confirmação de monta 

a partir da visualização de espermatozoides no esfregaço. Para tal, utilizou-se uma haste 

flexível contendo algodão umidecido com soro fisiológico em uma das extremidades. A 

haste foi inserida pela vulva, na fêmea contida, e gentilmente rolada contra a parede 

vaginal (Byers et al., 2012). O material colhido foi transferido para uma lâmina de vidro 

e corada por panótico rápido (Larboclin), sendo analisada em microscópio óptico 

(Olympus CX-40) no aumento de 400x.  

Após o período de acasalamento natural, machos e fêmeas foram separados. As 

fêmeas foram mantidas em caixas de polipropileno (30 cm x 20 cm x 12 cm) por mais 

16 dias, recebendo diariamente água filtrada ad libitum e 30 g/animal de ração 

peletizada. Os machos foram mantidos por mais três dias e eutanásiados, tempo 

necessário para reposição da reserva espermática da cauda do epidídimo. 

 

2.4 Pesagem e coleta dos órgãos reprodutivos dos machos 

 

No 64º dia de experimento, os machos foram pesados (0.01 g, AS500C, Marte) 

e anestesiados utilizando-se cloridrato de xilazina (10mg/kg/intraperitoneal) e cloridrato 

de quetamina (150mg/kg/intraperitoneal). Após abertura da cavidade abdominal, 

testículos, epidídimos, vesícula seminal (sem glândula de coagulação) e próstata ventral 
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foram removidos e seus pesos (absoluto e relativo ao peso corporal) foram 

determinados. Os pesos relativos foram calculados utilizando a seguinte fórmula: 

 

Peso relativo (g/100g): 
peso do órgão (g) 

X 100 
peso corporal final do animal (g) 

 

2.5 Concentração sérica de testosterona 

 

Durante a anestesia, coletou-se o sangue de cada macho por punção cardíaca. O 

sangue foi centrifugado a 4.2 xg por 15 minutos e o soro transferido para microtubos e 

armazenado a -20˚C. A concentração sérica de testosterona foi determinada pela técnica 

de quimioluminescência utilizando kit Access® Immunoassay Systems Testosterone 

(REF 33560) e equipamento Access®2 Immunoassay Systems da Beckman Coulter®. O 

resultado foi expresso em ng/mL. 

 

2.6 Processamento histológico e histomorfometria epididimária 

 

O epidídimo direito foi imerso em solução fixadora Karnovsky (glutaraldeído a 

4% e paraformaldeído a 4% em tampão fosfato de sódio 0,2M/pH 7,3) por 24 horas e, 

posteriormente, segmentado de acordo com as quatro regiões do órgão, segmento 

inicial, cabeça, corpo e cauda. Em seguida, os fragmentos foram desidratados em série 

etanólica crescente (70%, 80%, 90% e álcool absoluto) e incluídos em glicol metacrilato 

(Leica, Historesin®). Cortes histológicos semi seriados de 3 µm de espessura foram 

obtidos utilizando-se micrótomo rotativo (Leica, RM225) com navalhas de vidro. As 

lâminas contendo os cortes histológicos foram coradas com azul de toluidina/borato de 

sódio 1% e montadas com Entellan® (Merck).  

As secções do ducto epididimário foram analisadas em microscópio óptico 

Olympus CX-40, nos diferentes aumentos, quanto a organização e arquitetura tecidual, 

como aspectos tubulares e do epitélio que caracterizam cada região, bem como 

possíveis alterações histológicas. 

Quanto a morfometria, foram capturadas dez imagens digitais de campos 

histológicos aleatórios de cada região epididimária utilizando fotomicroscópio 

(Olympus BX-50) na objetiva de 10x, sendo essas analisadas pelo software para 
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análises de imagem Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, 

EUA).  

Os diâmetros, tubular e luminal, foram obtidos a partir da mensuração de 25 

secções transversais aleatórias de túbulos epididimários, de cada região, por animal. O 

diâmetro tubular foi obtido tomando-se uma medida equidistante da porção basal de 

uma célula principal à porção basal da célula principal oposta, enquanto que o diâmetro 

luminal foi mensurado a partir da distância equidistante da porção apical de uma célula 

principal à porção apical da célula principal oposta. Nas mesmas secções foi obtida a 

altura do epitélio epididimário, medindo da porção basal de uma célula principal até a 

porção apical da mesma célula. O valor encontrado para a altura do epitélio, em cada 

túbulo, representou a média de duas medidas tomadas de forma diametralmente opostas. 

A proporção volumétrica dos componentes dos compartimentos tubular e 

intertubular de cada região foi determinada com o uso de uma grade com 266 

interseções incididas sobre dez imagens digitalizadas, por região e por animal, 

totalizando 2660 pontos. Foram contabilizadas interseções coincidentes sobre 

componentes do compartimento tubular, epitélio, lúmen com presença de 

espermatozoides, lúmen sem espermatozoides e túnica própria, e intertubular, tecido 

conjuntivo, vasos sanguíneos e músculo liso. 

 

2.7 Avaliação espermática 

 

A cauda do epidídimo esquerdo foi seccionada várias vezes em placa de Petri, 

com auxílio de lâmina de barbear, para se obter o fluido rico em espermatozoides. O 

fluido foi diluído em 500 µl de meio diluidor Tris-citrato-frutose (3,025 g de Tris, 1,7 g 

de ácido cítrico, 1,25 g de frutose e 100 mL água destilada) a 37°C, sendo retiradas 

alíquotas para análises de morfologia, motilidade e cinética espermáticas e avaliação da 

integridade estrutural das membranas plasmática e acrossomal. 

 

2.7.1 Morfologia espermática 

 

Uma alíquota de 50µl do fluido foi fixada em 100µL de paraformaldeído a 4% 

tamponado, sendo mantido refrigerado a -20ºC. Foram analisados 100 espermatozoides 

em preparação úmida utilizando microscópio de contraste de fase no aumento de 1000x, 

sendo a morfologia classificada quanto a defeitos de cabeça (núcleo e acrossoma), peça 
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intermediária (quebrada, fracamente dobrada e fortemente dobrada) e peça principal 

(fracamente enrolada e fortemente enrolada). Os resultados foram expressos em 

porcentagem. 

 

2.7.2 Motilidade e cinética espermática 

 

A motilidade e cinética espermática foram avaliadas por sistema automático de 

análise de espermatozoides (Sperm Class Analyzer - Automatic system of sperm 

analysis by computer, MICROPTIC S.L.©, Barcelona, Espanha). O programa foi 

ajustado para os padrões de movimentação dos espermatozoides de roedor pré-existente. 

Foram observados três campos com frequência de aquisição de imagens de 25 

imagens/s. Foram analisados os seguintes parâmetros: motilidade total (MT, %), 

motilidade progressiva (MP, %), velocidade curvilínea (VCL, µm/s), velocidade linear 

progressiva (VSL, µm/s), velocidade média da trajetória (VAP, µm/s), amplitude de 

deslocamento lateral de cabeça (ALH, µm), retilinearidade (STR, %) e linearidade 

(LIN, %). 

 

 2.7.3 Integridade estrutural das membranas plasmática e acrossomal 

 

A integridade estrutural das membranas, plasmática e acrossomal, dos 

espermatozoides foi avaliada pela técnica de fluorescência utilizando-se dois 

fluorocromos, o diacetato de carboxifluoresceína (DACF) e o iodeto de propídio (IP), 

segundo o protocolo proposto por Harrison e Vickers (1990) e modificado por Zúccari 

(1998). Para tanto, foi adicionado aos 40μL da solução de trabalho (20μL de DACF, 

10μL de IP, 10μL de formalina 40%, 960μL de citrato de sódio) 10 μL de fluido, sendo 

a solução final incubada por oito minutos em banho-maria a 37ºC. Os espermatozoides 

foram avaliados em microscópio de epifluorescência (Nikon, Eclipse 80i), no aumento 

de 400X. 

 Foram avaliados 200 espermatozoides, considerando-se três categorias: íntegros 

(membrana plasmática e acrossomal íntegras; DACF+/IP-), lesados (membrana 

plasmática e acrossomal lesadas; DACF-/IP+) e semi-lesados (membrana plasmática 

íntegra e membrana acrossomal lesada; DACF+/IP+). O resultado foi expresso em 

porcentagem. 
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2.8 Produção diária de espermatozoides, número de espermatozoides e tempo de 

trânsito epididimário 

 

O parênquima testicular foi pesado e homogeneizado em 5 ml de solução salina-

triton resfriada (NaCl a 0,9% e 0,05% Triton X 100 v/v) por 3 minutos. Em seguida, o 

homogenato foi diluído 10 vezes (1:10) na mesma solução e transferido para a câmara 

de Neubauer, onde foi contabilizado o número de espermátides (estágio 19 da 

espermiogênese) resistentes a homogeneização em duas câmaras de Neubauer por 

animal. Para determinar a produção diária de espermatozoides, o número de 

espermátides por testículo foi dividido por 6,1, que é o número de dias em que as 

espermátides maduras estão presentes no epitélio seminífero de ratos (Robb et al., 1978, 

Kempinas et al., 1998). 

Espermatozoides da cabeça/corpo e da cauda do epidídimo foram contabilizados 

conforme descrito por Robb et al. (1978) e modificado por Kempinas et al. (1998). O 

epidídimo foi seccionado, sendo que 200 mg de tecido da cabeça/corpo e 100 mg de 

cauda foram homogeneizados em 1 mL de solução salina-triton por 3 minutos. Em 

seguida, cada homogenato obtido foi diluído 20 vezes (1:20) e os espermatozoides 

contabilizados em câmara de Neubauer. Para o cálculo do tempo de trânsito em cada 

região epididimária em dias, o número total de espermatozoide de cada segmento foi 

dividido pela produção espermática diária (Robb et al., 1978, Kempinas et al., 1998). 

 

2.9 Variáveis reprodutivas das fêmeas acasaladas 

 

As fêmeas foram eutanasiadas no 17º dia após o primeiro dia de acasalamento 

utilizando cloridrato de xilazina (10mg/kg/intraperitoneal) e quetamina 

(150mg/kg/intraperitoneal) para sedação e anestesia, seguido de deslocamento cervical. 

Após abertura da cavidade abdominal, retirou-se o aparelho reprodutor feminino para 

avaliação dos ovários e do útero. Os ovários foram dissecados, pesados e avaliados 

quanto a presença e quantidade de corpos lúteos. Já os cornos uterinos foram dissecados 

e abertos para quantificação das áreas de implantação e dos fetos. 

A partir dessas avaliações foram determinadas as seguintes variáveis 

reprodutivas: taxa de acasalamento (nº de fêmeas com espermatozoides presentes no 

esfregaço vaginal / nº de fêmeas colocadas para acasalar X 100; números absolutos e 

percentual), taxa de prenhez: (nº de fêmeas prenhes / nº de fêmeas com espermatozoides 
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presentes no esfregaço vaginal X 100; números absolutos e percentual), potencial de 

fertilidade (sítios de implantação / corpo lúteo X 100), número de fetos, peso dos fetos 

(g), taxa de perda pré-implantação (nº de corpos lúteos - nº de implantações / nº de 

corpos lúteos X 100) e taxa de perda pós-implantação (nº de implantações - nº de fetos 

vivos / nº de implantações X 100) (Guerra et al., 2011). 

 

2.10 Análise estatística 

 

Os resultados foram avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-

Wilk, sendo que os dados com distribuição normal submetidos a análise de variância 

(ANOVA) e teste de Student Newman Kells, para comparação entre médias. Já os 

resultados não paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis, sendo suas 

médias comparadas pelo teste de Dunn. Os resultados foram expressos como média ± 

erro padrão da média (EPM). As diferenças foram consideradas significativas quando P 

< 0,05. Já os resultados obtidos para as taxas de acasalamento e prenhez, foram 

analisados descritivamente. 

  

3. Resultados 

 
3.1 Consumo alimentar semanal, peso corporal e peso absoluto e relativo dos órgãos 

reprodutivos 

 

As médias para consumo alimentar semanal, peso corporal, peso absoluto e 

relativo dos órgãos reprodutivos, bem como ganho de peso corporal, não diferiram entre 

os animais do grupo controle e os animais que receberam oralmente uma das duas 

concentrações de arsenato ou  arsenito de sódio (P > 0,05; Tab. 1). 
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Tabela 1. Consumo alimentar semanal (CAS), Peso corporal (PC), Ganho de PC e peso 

absoluto e relativo dos órgãos genitais de ratos Wistar tratados com diferentes 

concentrações de arsênio, nas formas de arsenato e arsenito de sódio. 

 Controle 

 

Arsenato de sódio Arsenito de sódio 

 0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L 
 

CAS (g)  
 

192,80±6,23 
 

179,27±3,73 
 

194,95±4,12 
 

188,81±4,39 
 

191,17±3,80 

PC inicial (g) 276,52±7,37 273,02±3,65 274,53±6,25 267,45±4,17 281,86±2,69 

PC1 (g) 406,83±11,69 392,05±4,79 407,78±7,17 405,40±7,83 418,72±11,26 

PC final2 (g) 398,61±7,96 376,26±6,11 395,79±5,90 390,09±5,96 400,57±9,17 

Ganho PC (g) 122,09±4,84 103,24±6,88 121,26±3,22 122,64±6,89 118,71±7,47 

      

Testículo (g) 1,86±0,03 1,74±0,04 1,81±0,05 1,78±0,04 1,80±0,02 

Testículo (g/100g) 0,47±0,01 0,46±0,01 0,46±0,01 0,46±0,01 0,45±0,02 

Epidídimo (g) 0,62±0,03 0,60±0,03 0,62±0,01 0,57±0,02 0,65±0,04 

Epidídimo (g/100g) 0,16±0,01 0,16±0,01 0,16±0,00 0,15±0,01 0,16±0,01 

Glândula vesicular (g) 1,04±0,06 1,16±0,08 1,08±0,06 0,99±0,03 1,21±0,02 

Glândula vesicular (g/100g) 0,26±0,01 0,31±0,02 0,27±0,02 0,25±0,00 0,30±0,01 

Próstata ventral (g) 0,50±0,04 0,47±0,02 0,44±0,05 0,43±0,04 0,58±0,02 

Próstata ventral (g/100g) 0,13±0,01 0,13±0,01 0,11±0,01 0,11±0,01 0,15±0,01 

Valores expressos em média ± EPM. P > 0,05.  
156 dias de tratamento; 263 dias de experimento.  
Ganho de PC (g) = PC final-PC inicial 
 

3.2 Concentração sérica de testosterona 

 
A concentração média de testosterona sérica dos animais expostos ao arsenato 

nas concentrações de 0,01 mg/L (1,18 ± 0,45 ng/mL) e 10 mg/L (0,66 ± 0,15 ng/mL) e 

arsenito de sódio nas respectivas concentrações (1,09 ± 0,29 ng/mL e 0,59 ± 0,17 

ng/mL) não foi diferente do observado para  os animais do grupo controle (0,53 ± 0,06 

ng/mL; P > 0,05). 

 

3.3 Histomorfometria epididimária 

 
 A análise histológica do epidídimo dos animais tratados com arsenato e arsenito 

de sódio não mostrou alterações na sua arquitetura tecidual, quando comparados aos 

animais controle. Os cortes histológicos de todas as regiões (Fig. 3 A - F) apresentaram 

secções de túbulo arredondado, compostos por epitélio pseudoestratificado prismático 

com estereocílios e presença de espermatozoides no lúmen (Fig. 3 G e H). Além disso, 
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não foram encontradas alterações no compartimento intertubular. Apenas no segmento 

inicial de ratos tratados com 0,01 mg/L de arsenato de sódio e com as duas 

concentrações de arsenito de sódio observou-se uma maior quantidade de vasos 

sanguíneos em diferentes diâmetros (Fig. 3 D e E). Na região da cabeça do epidídimo de 

todos os animais experimentais observou-se a formação de vesículas apicais originadas 

do epitélio epididimário e liberação de corpos multivesiculares das células claras (Fig. 3 

H). 
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Figura 3 - Fotomicrografia de secções transversais do epidídimo. Segmento inicial de animais A) grupo controle; B e 
C) tratados com arsenato de sódio (0,01 mg/L e 10 mg/L, respectivamente); D, E e F) tratados com arsenito de sódio 
(0,01 mg/L, 10 mg/L e 10 mg/L, respectivamente). Região da cabeça em animais G e H) tratados com arsenato de 
sódio a 10 mg/L. lu: compartimento luminal, ep: epitélio, es: espermatozoide, asterisco: compartimento intertubular, 
seta: vaso sanguíneo, tp: túnica própria, ncp: núcleo de célula principal, nce: núcleo de célula estreita, ncb: núcleo de 
célula basal, nca: núcleo de célula apical, ncc: núcleo de célula clara, nch: núcleo de célula halo, cp: célula principal, 
cc: célula clara, ec: estereocílios, va: vesícula apical, cv: corpos multivesiculares. Coloração: Azul de Toluidina. 
Barra de escala: 40µm (A,B,C,D e F) e 10 µm (G e H). 
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Com relação a morfometria, o segmento inicial apresentou aumento no 

percentual médio de vasos sanguíneos nos animais tratados com 0,01mg/L de arsenato 

de sódio e com as duas concentrações de arsenito de sódio, em relação aos animais do 

grupo controle (P < 0,05; Tab. 2), sendo o maior aumento observado no tratamento com 

10mg/L de arsenito de sódio. Não houve diferença entre os grupos para o percentual dos 

demais componentes tubulares e intertubulares avaliados, bem como para a morfometria 

dos diâmetros, tubular e luminal, e altura de epitélio (P > 0,05).   

A morfometria e a proporção volumétrica das regiões da cabeça e corpo não 

apresentaram diferenças entre as médias para os grupos experimentais (P > 0,05), 

enquanto que a cauda apresentou diferença entre os tratamentos apenas no percentual de 

lúmen sem espermatozoide, que foi maior nos animais tratados com 10mg/L de arsenato 

e arsenito de sódio (P < 0,05; Tab. 2). 
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Tabela 2 – Proporção volumétrica (%) dos componentes tubulares e intertubulares, 

diâmetro tubular (DT; µm) e luminal (DL; µm) e altura epitelial (AE; µm) de ratos 

Wistar tratados com diferentes concentrações de arsênio, nas formas de arsenato e 

arsenito de sódio. 

  Controle 
 

Arsenato de sódio Arsenito de sódio 

  0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L 

Segmento 
Inicial 

 

EP 
 

46,07±20,60 
 

51,14±22,87 
 

47,64±21,30 
 

44,25±19,78 
 

44,02±19,68 
LCE 24,82±11,10 14,73±6,59 13,88±6,20 14,94±6,68 16,04±7,17 
LSE 2,61±1,16 2,65±1,19 2,99±1,33 4,08±1,82 4,70±2,10 
TP  7,18±3,21 7,12±3,18 7,51±3,35 9,05±4,04 9,13±4,07 
TC 18,27±8,17 22,60±10,11 26,62±11,90 25,77±11,52 23,95±10,71 

VS1 1,05±0,46a 1,76±0,76bc 1,36±0,60ab 1,91±0,85 bc 2,16±0,96c 

DT 175,82±78,63 146,42±65,48 141,00±63,06 146,33±65,44 159,10±71,15 
DL  116,33±52,02 79,45±35,53 82,88±37,06 84,94±37,98 102,90±46,02 
AE 29,74±13,30 33,48±14,97 29,06±12,99 30,69±13,72 28,10±12,56 

 
Cabeça 

EP  30,44±13,61 30,56±13,67 32,79±14,66 29,49±13,19 29,17±13,04 
LCE  47,73±21,39 48,15±21,54 42,43±18,97 44,81±20,03 40,83±18,26 
LSE  6,18±2,76 6,21±2,78 8,69±3,88 7,74±3,45 12,80±5,72 
TP  5,40±2,42 5,32±2,38 6,65±2,97 8,29±3,70 7,34±3,28 
TC  9,18±4,11 9,03±4,04 8,74±3,90 8,82±3,94 8,83±,99 
VS  1,07±0,48 0,73±0,33 0,70±0,31 0,85±0,38 1,03±0,45 
DT  266,70±119,27 299,32±133,86 264,79±118,41 265,11±118,56 280,02±125,23 
DL  208,32±93,16 237,43±106,18 204,72±91,55 206,60±92,39 224,14±100,23 
AE  29,18±13,05 30,94±13,83 30,03±13,43 29,25±13,08 27,94±12,49 

 
Corpo 

EP  28,83±12,89 29,81±13,33 26,97±12,06 31,51±14,09 30,65±13,70 
LCE  53,19±23,66 53,23±23,80 45,86±20,38 48,28±21,58 50,50±22,58 
LSE  0,04±0,02 0,00±0,00 0,00±0,00 0,01±0,00 0,15±0,06 
TP  7,70±3,44 7,62±3,41 7,34±3,28 7,69±3,44 7,92±3,53 
TC  9,23±4,26 8,50±3,80 18,13±8,21 11,35±5,07 9,51±4,25 
VS  1,01±0,45 0,84±0,38 1,70±0,76 1,16±0,52 1,27±0,57 
DT  263,30±117,75 283,47±126,77 259,83±116,20 246,04±110,03 253,45±113,35 
DL  204,81±91,59 222,27±99,40 200,82±89,81 190,14±85,03 197,95±88,53 
AE  29,24±13,07 30,59±13,68 29,50±13,19 27,95±12,50 27,74±12,41 

 
Cauda 

EP  18,03±8,06 18,87±8,44 17,38±7,77 19,33±8,64 19,44±8,69 
LCE  60,53±27,07 59,95±26,81 50,43±22,55 51,35±22,96 54,22±24,24 

LSE2  2,77±1,24a 2,59±1,16a 9,48±4,24b 7,43±3,31ab 9,09±4,06b 

TP  3,05±1,36 3,35±1,50 2,09±0,93 1,65±0,73 1,64±0,73 
TC  10,31±4,61 9,92±4,43 14,04±6,27 13,29±5,94 9,86±4,41 
VS  0,80±0,36 0,83±0,37 1,19±0,53 0,77±0,34 0,83±0,37 
TM  4,51±2,02 4,49±2,01 5,39±2,40 6,18±2,76 4,92±2,19 
DT  351,69±157,28 382,21±170,93 348,02±155,64 332,94±148,89 334,64±149,65 
DL  313,60±140,25 340,66±152,35 307,87±137,67 291,22±130,23 296,73±132,70 
AE 19,04±8,51 20,77±9,29 20,08±8,98 20,86±9,00 18,95±8,47 

Valores expressos em média ± EPM. abcLetras diferentes na mesma linha diferem 
estatisticamente entre si (P < 0,05). 1Teste de Newman Keuls; 2Teste de Dunn. 
EP: epitélio; LCE: lúmen com espermatozoides; LSE: lúmen sem espermatozoides; TP: 
túnica própria; TC: tecido conjuntivo; VS: vasos sanguíneos; TM: tecido muscular. 
 

 

3.4 Morfologia, motilidade e cinética espermáticas 
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As análises de morfologia, motilidade e cinética dos espermatozoides presentes 

no fluido epididimário não diferiram entre os animais submetidos aos tratamentos 

propostos (P > 0,05; Tab.3).  

 

Tabela 3. Morfologia, motilidade e cinética de espermatozoides do fluido da cauda do 

epidídimo de ratos Wistar tratados com diferentes concentrações de arsênio, nas formas 

de arsenato e arsenito de sódio. 

 Controle 
 

Arsenato de sódio Arsenito de sódio 
 0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L 

Morfologia (%)      
Normal 70,67±4,91 82,50±5,50 80,25±3,64 79,00±3,03 71,50±5,24 
Defeito cabeça 9,33±4,26 4,75±1,03 10,50±2,63 6,25±1,65 12,75±3,01 
Defeito peça intermediária 17,67±5,90 11,00±4,08 9,00±2,12 13,25±1,18 13,00±2,42 
Defeito cauda 2,33±1,45 1,75±1,11 0,25±0,25 1,50±0,96 2,75±1,11 
Motilidade e cinética      
MT (%) 82,70±6,36 82,68±3,07 85,92±2,85 86,49±1,64 75,63±21,21 
MP (%) 59,50±6,39 51,67±6,08 53,03±9,45 56,08±3,25 44,68±11,70 
VCL (μm/s) 54,41±1,58 47,67±5,16 50,89±7,92 49,10±1,48 43,03±5,98 
VSL (μm/s) 37,11±1,83 28,76±4,17 33,16±7,97 32,31±1,97 25,60±5,70 
VAP (μm/s) 42,73±1,84 34,86±4,45 38,85±7,87 37,61±1,84 31,52±5,76 
LIN (%) 68,14±2,14 59,72±1,89 62,31±7,39 65,66±2,50 57,18±5,82 
STR (%) 86,77±0,62 82,03±1,21 82,71±4,76 85,76±1,21 79,04±4,05 
ALH (μm) 1,10±0,06 1,21±0,07 1,14±0,13 1,05±0,04 1,15±0,08 

Valores expressos em média ± EPM. P > 0,05. 
MT: Motilidade total; MP: Motilidade progressiva; VCL: Velocidade curvilínea; VSL: 
Velocidade linear progressiva; VAP: Velocidade média da trajetória; ALH: Amplitude de 
deslocamento lateral da cabeça; STR: Retilinearidade; LIN: Linearidade.  
 

3.5 Integridade estrutural da membrana plasmática e acrossomal espermáticas 

 

A avaliação da integridade estrutural da membrana plasmática e acrossomal 

mostrou que animais expostos a 10 mg/L de arsenato e arsenito de sódio, nas duas 

concentrações, tiveram redução no percentual de espermatozoides com as membranas 

íntegras em comparação aos animais do grupo controle (P < 0,05; Fig. 4). Não houve 

diferença no percentual de espermatozoides com membrana lesada e semi-lesada entre 

os grupos experimentais (P > 0,05). 
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Figura 4 – Percentual (média ± EPM) de espermatozoides com membrana plasmática e 
membrana acrossomal íntegra. Controle: solução salina a 0,9%, As1 e As2: 0,01mg/L e 
10 mg/L de arsenato de sódio, As3 e As4: 0,01mg/L e 10 mg/L de arsenito de sódio. 
abLetras diferentes entre as colunas diferem estatisticamente entre si pelo teste de 
Newman Keuls (P < 0,05). 
 

3.6 Produção espermática diária, número de espermatozoides e tempo de trânsito 

epididimário 

 

O número de espermátides maduras por testículo e grama de testículo e a 

produção diária de espermatozoides reduziu somente nos animais expostos a 10 mg/L 

de arsenito de sódio em comparação aos animais do grupo controle (P < 0,05; Tab. 4). O 

número de espermatozoides na cabeça/corpo do epidídimo dos animais tratados com as 

duas concentrações de arsenito de sódio e 0,01 mg/L de arsenato de sódio foi menor em 

comparação aos animais controle e aqueles expostos a 10mg/L de  arsenato (P < 0,05; 

Tab. 4). O número de espermatozoides por grama de cabeça/corpo não se alterou entre 

os grupos experimentais (P > 0,05). 

Quando analisada a cauda do epidídimo, foi observada redução no número de 

espermatozoide nos animais expostos a 0,01mg/L de arsenato e 10mg/L de arsenito de 

sódio em comparação aos animais do grupo controle (P < 0,05; Tab. 4). No entanto, o 

número de espermatozoides por grama de cauda não se alterou (P > 0,05). Não houve 
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diferença entre os grupos para o tempo de trânsito na cabeça/corpo e cauda do 

epididimo (P > 0,05). 
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Tabela 4. Parâmetros de contagem espermática em testículo e epidídimo em  animais tratados por 56 dias com 0,01 e 10 mg/L de arsênio, nas 
formas de arsenato e arsenito de sódio,. 

 
Controle 

 

Arsenato de sódio Arsenito de sódio 

0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L 

nº espermátides no testículo 

1órgão (x106) 198,82±18,83a 174,98±5,84ab 180,56±5,27ab 163,21±10,24ab 142,05±1,73b 
1(g) de órgão (x106) 123,00±8,78a 116,67±3,33ab 114,47±9,79ab 103,86±5,71ab 90,79±4,83b 
1Produção diária de espermatozoide 32,59±3,10a 28,68±0,95ab 29,60±0,86ab 26,75±1,67ab 23,28±2,85b 

nº espermatozoides no epidídimo     
1Cabeça/corpo (x106) 131,82±6,46a 94,22±5,34c 116,26±5,05ab 102,98±5,11bc 92,39±1,58c 

Cabeça/corpo (x106/g) 478,95±79,65 321,66±21,34 352,50±18,49 331,66±14,45 289,16±10,31 
1Cauda (x 106) 169,83±10,85a 137,59±2,97b 147,39±9,00ab 148,87±3,78ab 127,52±4,35 b 

Cauda (x 106/g) 701,30±199,75 648,33±34,65 698,33±18,27 622,95±43,58 574,16±22,65 

Tempo de transito em dias     

Cabeça/corpo 4,14±0,57 3,28±0,78 3,94±0,28 3,89±0,39 3,97±0,11 

Cauda 5,32±1,25 4,80±0,17 4,99±0,35 5,60±0,36 5,43±0,15 

Valores expressos em média ± EPM.abcLetras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Newman Keuls (P < 0,05) 
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3.7 Variáveis reprodutivas das fêmeas 

 
Foi observada redução de 16,67% e 8,33% na taxa de acasalamento nos animais 

expostos a 0,01 mg/L e 10 mg/L de arsenato de sódio respectivamente, em comparação 

aos animais do grupo controle. Já para a taxa de prenhez, foi observada redução de 

31,82% das fêmeas prenhes de machos que ingeriram arsenato 0,01 mg/L e arsenito de 

sódio 10 mg/L e redução de 18,18% de fêmeas prenhes de machos expostos a 10 mg/L 

de arsenato de sódio.  

Não foram observadas diferenças entre os grupos para peso de ovários, número 

de corpos lúteos, número de implantações, número de fetos, potencial de fertilidade, 

taxa de perda pré-implantação, taxa de perda pós-implantação (P > 0,05; Tab 5). Foi 

observado aumento no peso médio de fetos provenientes do acasalamento de fêmeas 

não tratadas com machos que receberam oralmente 10mg/L de arsenito de sódio (P < 

0,05; Tab. 5). 
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Tabela 5: Tabela 5: Fertilidade de ratos Wistar tratados com diferentes concentrações de arsênio, nas formas de arsenato e arsenito de sódio, após 

acasalamento natural com fêmeas não tratadas. 

 
Controle 

 

Arsenato de sódio Arsenito de sódio 

0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L 
      

nº fêmeas colocadas para acasalar1 11 12 12 12 12 

nº de fêmeas com monta natural confirmada1* 11 10 11 12 12 

Taxa de acasalamento (%) 100,00 83,33 91,67 100,00 100,00 

nº fêmeas prenhes1 9 5 7 10 6 

Taxa de prenhez (%) 81,82 50,00 63,64 83,33 50,00 

Peso dos ovários2** 0,13±0,04 0,11±0,04 0,12±0,04 0,13±0,04 0,18±0,05 

nº de corpos lúteos2** 13,64±4,11 13,50±4,27 12,00±3,62 11,33±3,27 11,17±3,22 

nº de implantações2** 9,73±2,93 5,90±1,87 9,30±2,94 9,50±2,75 6,08±1,76 

Potencial de fertilidade (%)2** 71,04±21,42 40,60±12,84 60,57±18,26 66,67±21,07 40,62±11,73 

nº de fetos2** 9,27±2,80 5,90±1,70 9,20±2,91 9,25±2,67 6,08±1,76 

Peso dos fetos (g)2 3,04±1,01a 5,17±2,31ab 2,55±0,97a 3,20±1,01a 6,87±2,80b 

Taxa de perda pré-implantação (%)2** 28,96±8,73 59,40±18,78 30,34±9,15 33,37±10,55 59,38±17,14 

Taxa de perda pós-implantação (%)2** 4,10±1,37 0,00±0,00 1,10±0,42 2,44±0,77 0,00±0,00 
1Nº absoluto; *Espermatozoides presentes na análise do esfregaço vaginal.2Valores expressos em média ± EPM; 2**P > 0,05. 
abLetras diferentes na mesma linha diferem entre si (P < 0,05) pelo teste de Newman Keuls. 
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4 Discussão  

 
Os resultados obtidos mostraram que o arsênio, quando ingerido diariamente por 

56 dias, nas concentrações de 0,01 e 10 mg/L como arsenato e arsenito de sódio, causou 

alterações significativas, de forma variada, em parâmetros testiculares, epididimários, 

espermáticos e de fertilidade, sendo o arsenito a forma química causadora de grande 

parte das alterações. 

Com relação aos parâmetros testiculares, animais que receberam 10 mg/L de 

arsenito de sódio apresentaram  redução na produção espermática diária, no número de 

espermátides por testículo e por grama de testículo. Esses parâmetros são importantes 

indicadores da fertilidade masculina, pois o número de espermátides maduras está 

diretamente relacionado à produção diária de espermatozoides (França e Russell, 1998; 

Fernandez et al., 2007). Essas alterações testiculares causaram redução do número de 

espermatozoides nas regiões da cabeça/corpo e cauda, sendo essa redução na região da 

cauda confirmada pelo aumento do percentual de lúmen sem espermatozoides. Working 

et al. (1985) citam que a redução na contagem de espermátides testiculares é indicativo 

de que houve depleção ou degeneração de células da linhagem germinativa em estádios 

anteriores à fase de espermátide. Jana et al. (2006), ao avaliarem os efeitos da ingestão  

de arsenito de sódio na concentração de 5mg/kgPC durante 24 dias, relataram redução 

no número de diferentes células da linhagem germinativa com consequente redução no 

número de espermatozoides epididimários. Li et al. (2012b) observaram que 

camundongos expostos a 2 e 4mg/L de trióxido de arsênio, na água de beber por 60 

dias, apresentaram redução no número de diferentes linhagens das células germinativas 

seguida de redução no peso do epidídimo. 

Alterações no número de espermatozoides na região da cabeça/corpo do 

epidídimo foram observadas em animais que receberam 0,01 mg/L de arsenato e de 

arsenito, assim como na região da cauda quando fornecido 0,01 mg/L de arsenato. No 

entanto, essas alterações não foram significativas quando calculou-se o número de 

espermatozoides por grama de epidídimo. No caso do arsenato de sódio 0,01 mg/L, este 

resultado pode ter ocorrido devido a um aumento no volume de fluido na luz do ducto, 

sem alteração no peso do epidídimo, já que estes animais não apresentaram redução da 

produção espermática diária. O aumento do fluido luminal provavelmente contribuiu 

para o aumento do diâmetro tubular e luminal do epidídimo desses animais, mesmo que 
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estatisticamente não significativo, e diluiu os espermatozoides presentes nestas regiões 

epididimárias.  

Arsenito e arsenato de sódio, nas duas concentrações avaliadas, não foram capazes 

de alterar a produção de testosterona no tempo de exposição de 56 dias. A manutenção 

da concentração plasmática de testosterona nos animais se refletiu na manutenção do 

peso absoluto e relativo dos órgãos andrógeno-dependentes avaliados. Segundo Reddy 

et al. (2011), camundongos expostos a 4 mg/L de arsenito de sódio na água de beber, 

por 35 dias, apresentaram redução na produção de testosterona sérica devido a 

diminuição da atividade de 3β-hidroxiesteroide desidrogenase e 17β-hidroxiesteroide 

desidrogenase testicular, com consequente redução do peso de órgãos andrógeno-

dependentes. A diferença entre respostas observadas no presente trabalho e em Reddy et 

al. (2011), com relação a produção de testosterona, provalvemente se deveu as espécies 

estudadas, pois sabe-se que os camundongos são mais sensíveis ao arsênio que os ratos 

(Hughes, 2002; Deschamps e Matschullat, 2007). 

No presente trabalho não foi observada alteração no tempo de trânsito dos 

espermatozoides no epidídimo dos animais avaliados. Sabe-se que o tempo de trânsito é 

regulado por andrógenos, gradiente de pressão hidrostática diferencial entre as porções 

proximal e distal do epidídimo e atividade contrátil do músculo liso presente ao redor do 

ducto (Cosentino e Cockett, 1986; Robaire e Viger, 1995; Klinefelter, 2002). Dados da 

literatura mostram que o atraso no tempo de trânsito epididimário não altera a 

capacidade fértil dos espermatozoides, mas quando este tempo é acelerado a fertilidade 

fica comprometida. Este prejuízo ocorre porque o tempo disponível dos processos 

requeridos para a aquisição da capacidade fértil fica diminuído (Kempinas et al., 1998; 

Garcia et al., 2012). 

Como consequência da manutenção do tempo de trânsito dos espermatozoides, 

não foi observada alteração no percentual de espermatozoides normais, na motilidade e 

cinética espermáticas nos animais que ingeriram arsênio nas formas químicas e 

concentrações testadas. No entanto, observou-se redução no percentual de 

espermatozoides com membranas, plasmática e acrossomal, estruturalmente íntegras 

dos animais tratados com arsenito, nas duas concentrações, e 10 mg/L de arsenato. O 

baixo percentual de espermatozoides com membranas estruturalmente íntegras pode ser 

explicado pela ação do arsênio sobre fosfolipídios e proteínas presentes na membrana 

plasmática das células em geral e nos espermatozoides (Minassian e Terner, 1966; 

Flora, 2011). Isso porque muitos dos fosfolipídios são compostos por ácidos graxos 



 

   41 
 

polinsaturados altamente susceptíveis a peroxidação lipídica quando expostos ao 

arsênio. Esta reação química pode resultar na perda de fosfolipídeos por degradação, 

causando desestabilização e lesão de membranas (Griveau e Le Lannou, 1997; 

Lamirande et al., 1997; Carpenter et al., 2002; Chang et al., 2007; Flora, 2011; Reddy et 

al., 2011). Além disso, proteínas integrais de membranas plasmáticas celulares, 

inclusive dos espermatozoides, podem conter grupos sulfidril em sua constituição, que 

são responsáveis pela formação de pontes de sulfeto entre as moléculas. O arsênio, 

devido a sua natureza eletrolítica, pode inibir a ação dos grupos sulfidril e interferir na 

integridade das membranas dos espermatozoides (DeSesso et al., 1998; Hughes et al., 

2011; Gualtieri et al., 2009).  

Não foi observada alteração na arquitetura tecidual epididimária de todos os 

animais avaliados. No entanto, animais expostos a 0,01 mg/L de arsenato de sódio e nas 

duas concentrações de arsenito de sódio apresentaram aumento no número de vasos em 

diferentes diâmetros, fenômenos observados na histologia, e aumento no percentual de 

vasos sanguíneos na região do segmento inicial. Este resultado pode ser devido ao efeito 

do arsênio sobre a atividade angiogênica tecidual (Soucy et al., 2003; Straub et al., 

2007). Estudos in vivo e in vitro têm mostrado que o arsênio é capaz de promover o 

surgimento de novos vasos sanguíneos por estimular a expressão de fator de 

crescimento endotelial vascular e fator induzido por hipóxia (Kamat et al., 2005; Klei e 

Barchowsky, 2008; Wang et al., 2013). 

A avaliação de parâmetros de fertilidade mostrou que machos expostos a 0,01 

mg/L de arsenato de sódio e 10 mg/L de arsenito de sódio apresentaram queda na taxa 

de prenhez e no potencial de fertilidade e aumento na taxa de perda pré implantação. 

Para o arsenito, estes resultados podem ter ocorrido devido a redução na produção 

espermática diária, no número de espermatozoides presentes nas regiões epididimárias e 

no percentual de espermatozoides com integridade estrutural de suas membranas. 

Apesar de não ter sido observada diferença estatística entre os tratamentos para estes 

parâmetros, é importante considerar o significado biológico desses achados, pois testes 

de fertilidade in vivo estão diretamente relacionados ao real potencial reprodutivo dos 

machos (Favareto et al., 2011; Garcia et al., 2012). Não foram encontrados trabalhos 

que avaliam a capacidade fecundante e taxas de fertilidade de machos após ingestão de 

diferentes formas químicas do arsênio. 

Quando avaliada a concentração de 0,01mg/L de arsênio, considerada tolerável 

por organizações nacionais e internacionais (BRASIL, 2005; WHO, 2011) na água de 
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beber, observou-se que arsenito e arsenato alteraram poucos parâmetros avaliados neste 

estudo. Ambos os compostos alteraram o percentual de vasos sanguíneos no segmento 

inicial, o número de espermatozoides nas regiões epididimárias analisadas e, no caso do 

arsenito, o percentual de espermatozoides íntegros. Entretanto, ao considerar parâmetros 

de fertilidade, o arsenato a 0,01 mg/L teve efeito similar ao arsenito a 10 mg/L. Vale 

ressaltar que baixas concentrações, como as testadas, podem se acumular em diversos 

tecidos corporais, como testículo e epidídimo (Cui e Okayano, 2008).   

Quando absorvido, o arsenato entra nas células, como em hepatócitos e 

hemácias, via transportadores de fosfato, e é rapidamente reduzido em arsenito. Já o 

arsenito pode entrar nas células a partir das aquaporinas presentes na membrana, 

principalmente as aquaporinas do tipo 7 e 9 (Liu et al., 2002; Watanabe e Hirano, 2013). 

O epidídimo é rico em aquaporinas 9 na superfície apical das células principais (Agre et 

al., 1995; Pastor-Soler et al., 2001) e possui na região da cauda a enzima arsênio 

metiltransferase, que converte o arsênio em metil e dimetilarsênico, como ocorre no 

fígado previamente a eliminação do arsênio pela bile (Liu et al., 2002; Watanabe e 

Hirano, 2013). Este fato pode ter contribuído para a minimização dos efeitos das 

concentrações testadas sobre os parâmetros pós-testiculares avaliados, principalmente 

em relação a concentração de 0,01 mg/L após 56 dias de exposição. 

 

5 Conclusões  

 

- As concentrações e formas químicas de arsênio testadas não alteraram ingestão 

alimentar, peso corporal e dos órgãos genitais, concentração sérica de testosterona, a 

morfologia avaliada em cortes histologicos e tempo de trânsito epididimário e a maioria 

dos parâmetros espermáticos analisados; 

- A proporção de vasos sanguíneos aumentou no segmento inicial do epidídimo de 

animais expostos as duas concentrações de arsenito de sódio e 0,01 mg/L de arsenato de 

sódio; 

- A proporção de lúmen sem espermatozoide na cauda do epidídimo foi maior em 

animais expostos a 10 mg/L de arsenato e arsenito de sódio; 

- O percentual de espermatozoides íntegros reduziu nos animais expostos a 10mg/L de 

arsenato de sódio e arsenito de sódio, nas duas concentrações; 

- O número de espermátides por testículo e grama de testículo e a produção diária de 

espermatozoides diminuiu nos animais expostos a 10 mg/L de arsenito de sódio; 
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- O número de espermatozoides na cabeça/corpo foi menor nos animais tratados com as 

duas concentrações de arsenito de sódio e 0,01 mg/L de arsenato de sódio; 

- Houve redução no número de espermatozoides na cauda do epidídimo de animais 

expostos oralmente a 0,01mg/L de arsenato e 10mg/L de arsenito de sódio;  

- Houve redução no índice de prenhez para as fêmeas acasaladas com machos expostos 

oralmente as duas concentrações de arsenato de sódio e 10mg/L de arsenito de sódio. 
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