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RESUMO

O mercúrio é um metal tóxico amplamente encontrado na natureza nas formas

inorgânica, orgânica e elementar. Este metal pode causar sérios danos à órgãos

vitais, como o fígado, e também, ao aparelho reprodutor masculino. Entre os

mecanismos envolvidos nos efeitos nocivos causados pelo mercúrio, o estresse

oxidativo destaca-se como um dos principais. O mercúrio causa aumento da geração

de espécies reativas de oxigênio e interfere na atividade de diferentes enzimas

antioxidantes. Compostos que apresentam propriedades antioxidantes, como o

eugenol, interagem rapidamente com espécies reativas de oxigênio, protegendo

estruturas celulares contra danos oxidativos. Neste contexto, considerando os

impactos que o mercúrio provoca na saúde humana, principalmente através de

mecanismos oxidativos, estudos experimentais tornam-se cruciais para investigação

da atividade protetora de agentes antioxidantes como o eugenol, em um contexto de

toxicidade induzida por mercúrio. Por isso, o presente estudo objetivou avaliar o

efeito da exposição ao eugenol e mercúrio, separadamente e simultaneamente,

sobre parâmetros hepáticos, uma vez que o fígado é um órgão central na

desintoxicação do organismo, e reprodutivos, considerando o aparelho reprodutor

masculino como um alvo crítico da toxicidade do mercúrio. Quarenta ratos Wistar

machos (~100 dias de idade), foram divididos aleatoriamente em quatro grupos

experimentais (n=10/grupo): controle, eugenol, mercúrio e eugenol + mercúrio. Os

ratos receberam por gavagem, respectivamente, 0,5 mL de Tween-20 a 2%

(veículo), 0,5 mL de eugenol, concentração de 10 mg Kg-1, 0,5 mL de mercúrio

(Cloreto de mercúrio - HgCl2), na concentração de 0,6 mg Kg-1, e os dois

compostos (mesmo volume) nas suas respectivas concentrações. A exposição aos

dois compostos ocorreu respeitando um intervalo de 30 minutos entre a ingestão de

0,5 mL de eugenol e de 0,5 mL de mercúrio (CEUA nº 06/2024). Após o período

experimental de 30 dias (exposição subaguda), os fígados, testículos e epidídimos

foram coletados e análises bioquímicas, histológicas e enzimáticas foram realizadas,

além de determinar a proporção de mercúrio e outros microelementos no fígado dos

animais. Ainda, amostras de espermatozoides foram também coletadas para avaliar

viabilidade, motilidade e morfologia. Os dados foram analisados pela análise de

variância (ANOVA) unidirecional, seguida do teste post hoc de Tukey e as
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diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. Os resultados

mostram que o eugenol foi capaz de reduzir o acúmulo do mercúrio no fígado e

reduzir significativamente as concentrações de marcadores de estresse oxidativo,

como malondialdeído e óxido nítrico, elevados pela ação deste metal.

Histologicamente, ratos expostos ao mercúrio exibiram lesões hepáticas em maior

número e diversidade, como hemorragia, enquanto aqueles expostos ao eugenol

apresentaram aspectos histológicos mais preservados. No aparelho reprodutor

masculino, a exposição ao mercúrio reduziu a atividade das enzimas antioxidantes,

como a superóxido dismutase e aumentou as concentrações de óxido nítrico. Ainda,

a ingestão do metal afetou parâmetros espermáticos, causando diminuição da

motilidade. A exposição ao eugenol mitigou os danos oxidativos e preservou a

integridade histológica dos órgãos. Além disso, o eugenol melhorou a motilidade

espermática, neutralizando os danos induzidos pelo mercúrio. Essas descobertas

sugerem que o eugenol é um agente eficaz na proteção contra toxicidade hepática e

reprodutiva induzida por mercúrio, enfatizando sua relevância para o

desenvolvimento de estratégias de proteção contra poluentes ambientais.

Palavras-chave: Hepatócito; Testículo; Histologia; Estresse oxidativo;

Espermatozoides



ABSTRACT

Mercury is a toxic metal widely found in nature in inorganic, organic, and elemental

forms. This metal can cause severe damage to vital organs, such as the liver, and

also to the male reproductive system. Among the mechanisms involved in the

harmful effects caused by mercury, oxidative stress stands out as one of the main

ones. The metal increases the production of reactive oxygen species and interferes

with the activity of different antioxidant enzymes. Compounds with antioxidant

properties like eugenol interact rapidly with reactive oxygen species, protecting

cellular structures against oxidative damage. In this context, considering the impacts

that mercury causes on human health, mainly through oxidative stress, experimental

studies become crucial to investigate the protective activity of antioxidant agents,

such as eugenol, in the context of mercury-induced toxicity. Therefore, the present

study aimed to evaluate the effect of exposure to eugenol and mercury, separately

and simultaneously, on hepatic parameters, since the liver is a central organ in the

detoxification of the organism, and reproductive parameters, considering the male

reproductive system as a critical target of mercury toxicity. Forty male Wistar rats

(~100 days of age) were randomly divided into four experimental groups

(n=10/group): control, eugenol, mercury, and eugenol + mercury. The rats received

by gavage, respectively, 0.5 mL of 2% Tween-20 (vehicle), 0.5 mL of eugenol, a

concentration of 10 mg Kg-1, 0.5 mL of mercury (Mercuric chloride - HgCl2), at a

concentration of 0.6 mg Kg-1, and the two compounds (same volume) and at their

respective concentrations. Exposure to both compounds occurred via gavage,

respecting a 30-minute interval between the ingestion of 0.5 mL of eugenol and 0.5

mL of mercury (CEUA no. 06/2024). After the 30-day experimental period (subacute

exposure), the livers, testes, and epididymis were collected, and biochemical,

histological, and enzymatic analyses were performed, in addition to the determining

the proportion of mercury and other microelements in the animals' livers.

Furthermore, sperm samples were also collected to assess viability, motility, and

morphology. Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed

by Tukey's post hoc test, and differences were considered significant when p < 0.05.

The results show that eugenol reduced mercury accumulation in the liver and the

concentrations of oxidative stress

LOPES, Izabela da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2025.
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markers, such as malondialdehyde and nitric oxide, elevated by the action of this

metal. Histologically, rats exposed to mercury exhibited a greater number and

diversity of liver lesions, such as hemorrhage, while those exposed to eugenol

showed preserved histological aspects. In the male reproductive tract, mercury

exposure reduced the activity of antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase,

and increased nitric oxide concentrations. Furthermore, metal ingestion affected

sperm parameters, causing decreased motility. Exposure to eugenol mitigated

oxidative damage and preserved the histological integrity of the testes and

epididymis. Furthermore, eugenol improved sperm motility, counteracting mercury-

induced damage. These findings suggest that eugenol is an effective agent in

protecting against mercury-induced liver and reproductive toxicity, emphasizing its

relevance for developing protective strategies against environmental pollutants.

Keywords: Hepatocyte; Testis; Histology; Oxidative stress; Sperm
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

Além de fenômenos naturais, como processos erosivos, as atividades antropogênicas, como 

a mineração e produção industrial, têm contribuído significativamente para o aumento de metais 

pesados disponíveis no meio ambiente (Fulke et al., 2024). Apesar da ampla regulamentação e 

dos esforços para reduzir a contaminação ambiental, esses metais continuam a representar um 

desafio significativo para a saúde pública, devido à sua persistência no ambiente e ao seu 

potencial de bioacumulação e biomagnificação no corpo, o que pode desencadear efeitos 

adversos à saúde humana (Obeng-Gyasi & Obeng-Gyasi, 2024). Uma característica comum 

associada à toxicidade dos metais pesados, é a perturbação do estado oxidativo nas células, 

levando à danos celulares e ao comprometimento de diversas funções fisiológicas, 

especialmente no fígado, no sistema nervoso e no aparelho reprodutor masculino (Balali-Mood 

et al., 2021; Kou et al., 2024). 

Dentro do grupo de metais pesados, o mercúrio se destaca como um dos mais tóxicos, 

apresentando meia-vida variável a depender do seu estado redox, com valores que vão de alguns 

dias a vários meses (Bernhoft, 2012). Uma vez absorvido pelo trato gastrointestinal, o mercúrio 

acumula-se nos rins e no fígado, onde exibe uma taxa de excreção lenta e induz vários efeitos 

nocivos (Chen & Ding, 2025). Os efeitos tóxicos do mercúrio são amplificados em diversos 

órgãos e sistemas, incluindo o sistema nervoso central e o aparelho reprodutor masculino 

(Ynalvez et al., 2025). Estudos revelam que a exposição ao mercúrio pode resultar em danos 

estruturais e funcionais no fígado, como necrose e comprometimento da integridade das 

membranas celulares (Deng et al., 2012; Renu et al., 2021). O mercúrio é reconhecido por sua 

ação disruptiva sobre a função do aparelho reprodutor masculino, afetando a motilidade 

espermática e a produção de hormônios como a testosterona, podendo levar à infertilidade 

(Sampada & Akarsu, 2024). As evidências de danos no aparelho reprodutor masculino, como 

alterações histológicas e bioquímicas nos testículos e epidídimos, demonstram o impacto do 

mercúrio na saúde reprodutiva (Rathore, 2000; Akarsu et al., 2024). 

Compostos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, como o eugenol, tem 

demonstrado considerável eficácia na redução do estresse oxidativo e na modulação da resposta 

inflamatória (Khalil et al., 2017; Ulanowska & Olas, 2021). O eugenol apresenta efeitos 

benéficos tanto para a saúde do fígado quanto para o aparelho reprodutor masculino. Esse 

composto demonstra considerável eficácia na proteção contra a toxicidade hepática, segurança 

no aparelho reprodutor masculino e potencial como um agente antioxidante natural (Jo et al., 

2014; Kumar et al., 2021; Chilukoti et al., 2023).  
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Diante dos graves impactos que o mercúrio provoca na saúde humana, especialmente no 

fígado e no aparelho reprodutor masculino, torna-se fundamental reduzir as fontes de exposição 

ao metal e explorar alternativas que possam mitigar esses danos. Neste contexto, as bem 

documentadas e promissoras propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias do eugenol, o 

posicionam como um candidato relevante para ser usado em diferentes estratégias terapêuticas. 

Com isso, o presente estudo visou testar a hipótese de que o eugenol pode apresentar atividade 

protetora contra danos teciduais e funcionais causados pelo mercúrio ao fígado e aos 

componentes do aparelho reprodutor (testículos, epidídimos e espermatozoides) de ratos Wistar 

machos. Para isso, foram definidos os seguintes objetivos, geral e específicos: 

 

Objetivo geral:  

• Avaliar o efeito da exposição ao eugenol e mercúrio, separadamente e simultaneamente, 

sobre parâmetros hepáticos e reprodutivos de ratos Wistar machos. 

 

Objetivos específicos: 

• Avaliar parâmetros morfológicos hepáticos, testiculares e epididimários, como 

biometria e histologia, após 30 dias de exposição ao eugenol e ao mercúrio; 

• Analisar a saúde hepática após a exposição ao eugenol e ao mercúrio, considerando 

marcadores funcionais de dano e metabolismo, atividade de ATPases, atividade de 

enzimas antioxidantes e concentrações de marcadores de estresse oxidativo; 

• Determinar a proporção de microminerais e a bioacumulação de mercúrio no fígado, 

após exposição subaguda ao eugenol e ao mercúrio; 

• Analisar a funcionalidade testicular e epididimária após a exposição ao eugenol e ao 

mercúrio, considerando atividade de ATPases, atividade de enzimas antioxidantes e 

concentrações de marcadores de estresse oxidativo; 

• Avaliar parâmetros espermáticos, desde sua produção, morfologia até funcionalidade, 

em ratos Wistar expostos ao eugenol e ao mercúrio por 30 dias. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Metais pesados e toxicidade 

Os metais são elementos químicos amplamente distribuídos na crosta terrestre, cuja 

presença em diferentes ambientes decorre tanto de processos naturais, como erupções 

vulcânicas e erosão, quanto de atividades antropogênicas, incluindo mineração, atividades 
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industriais e agrícolas (Fulke et al., 2024). Alguns desses elementos químicos, como zinco, ferro 

e manganês, são essenciais para o metabolismo de procariotos e eucariotos, atuando como 

cofatores de enzimas, integrando a estrutura de moléculas e participando do processo de defesa 

antioxidante (Chalkiadaki et al., 2014). Todavia, as concentrações desses elementos no 

organismo devem ser reguladas por mecanismos refinados que controlam as taxas de absorção, 

retenção e excreção. Isso porque, quando presentes em excesso, podem se tornar tóxicos e 

prejudicar as funções celulares normais (Rami et al., 2022). Em contrapartida, outros metais 

não possuem funções biológicas conhecidas (metais não essenciais), como mercúrio, arsênio, 

chumbo e cádmio, sendo tóxicos mesmo em baixas concentrações. Esses metais são nomeados 

como metais pesados e classificados entre as 10 principais substâncias tóxicas prioritárias de 

acordo com a Agência de Registro de Substâncias Tóxicas e Doenças (Balali-Mood et al., 2021; 

ATSDR, 2022; Kang et al., 2024). Por não serem biodegradáveis, os metais pesados acumulam 

e permanecem por mais tempo no organismo, interferindo em mecanismos biológicos normais, 

representando assim um risco à saúde (Hamdy et al., 2018; Renu et al., 2021). Seus efeitos 

tóxicos em diversos órgãos estão associados, principalmente, ao estresse oxidativo 

desencadeado pela produção excessiva de espécies reativas de oxigênio que, por sua vez, ativam 

uma série de vias inflamatórias (Renu et al., 2021).  Ainda, os metais pesados interrompem o 

funcionamento normal do sistema imunológico, afetando diretamente as células imunológicas 

ou modificando a expressão de citocinas e outros mediadores inflamatórios (Obeng-Gyasi & 

Obeng-Gyasi, 2024). Ao final, esses efeitos podem levar à perda de funcionalidade de órgãos 

devido à danos estruturais e teciduais resultantes da resposta imune prolongada (Wu et al., 

2024). 

2.2 Características e mecanismos de toxicidade do mercúrio 

Entre os metais pesados, o mercúrio ocupa uma posição de destaque no contexto da 

toxicologia, devido à sua alta toxicidade e ampla distribuição ambiental (Witczak et al., 2024). 

Sua natureza não biodegradável, bem como ausência de funções fisiológicas essenciais, torna 

esse metal uma ameaça substancial à saúde humana (Machado-Neves, 2022; Witczak et al., 

2024). Em seu estado de oxidação zero, ele é denominado mercúrio elementar (Hg 0), sendo o 

único dentre os metais que existe na forma líquida à temperatura ambiente (Bridges & Zalups, 

2005; Georgina et al., 2024). A partir do mercúrio elementar, devido sua alta pressão de vapor, 

é produzido um gás monoatômico conhecido como vapor de mercúrio. Em seu primeiro estado 

de oxidação, quando o átomo de mercúrio perde um elétron, o íon formado é denominado como 

íon mercuroso (Hg+). Já em seu segundo estado de oxidação, forma-se o íon mercúrico ou 
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mercúrio divalente (Hg2+). Em combinação com elementos como oxigênio, cloro e enxofre, os 

íons de mercúrio podem formar sais de mercúrio, como o cloreto de mercúrio (HgCl2). Os 

compostos orgânicos de mercúrio são formados quando íons de mercúrio se ligam 

covalentemente a átomos de carbono de grupos metil, etil ou fenil (Bridges & Zalups, 2005; 

Clarkson & Magos, 2008; Kang et al., 2024). A depender de sua forma, o mercúrio apresenta 

diferentes taxas e mecanismos de absorção, que pode ocorrer via trato gastrointestinal, pulmões 

ou através da pele. O Hg0, antes utilizado na confecção de termômetros, por exemplo, é 

facilmente absorvido através dos pulmões, mas sua absorção através do trato gastrointestinal e 

da pele é praticamente insignificante (Gochfeld, 2003).   

O mercúrio é liberado no meio ambiente tanto por fontes naturais, como erupções 

vulcânicas, quanto por atividades humanas, incluindo a queima de combustíveis fósseis, 

mineração de ouro e processos industriais (Bernhoft, 2012; Basta, 2024). Estudos mostram que 

as concentrações de mercúrio em águas superficiais triplicaram desde a Revolução Industrial 

devido a atividades humanas (Braune et al., 2005; Yang et al., 2020). A Organização Mundial 

da Saúde (OMS) classifica o mercúrio como um elemento químico de alto risco à saúde 

humana, recomendando uma concentração máxima de 0,006 mg Kg-1 em água potável (WHO, 

2017). Embora o uso global de mercúrio metálico tenha diminuído nas últimas décadas, a 

mineração de ouro, geralmente ilegal, em países em desenvolvimento, como Brasil, Peru e 

Colômbia, continua a ser uma fonte significativa de contaminação ambiental (Hazelhoff, & 

Torres, 2018; Basta, 2024). No Brasil, um exemplo atual é a contaminação por mercúrio em 

populações indígenas, como os Yanomami, cujas amostras de cabelo revelaram altos níveis do 

metal, afetando homens, mulheres, crianças e idosos, com impactos significativos à saúde e ao 

meio ambiente (Basta, 2024). 

A toxicidade do mercúrio pode ocorrer por mecanismos diretos e indiretos. Entre os 

mecanismos diretos destacam-se a interação do metal com grupos sulfidrila, a competição com 

metais essenciais e a indução da produção de espécies reativas de oxigênio. Os mecanismos 

indiretos, por sua vez, envolvem efeitos secundários sobre processos celulares, como 

desregulação da expressão de genes e do metabolismo celular. Além disso, o mercúrio pode 

comprometer a função mitocondrial por reduzir a produção de energia e aumentar a geração de 

espécies reativas de oxigênio (Ynalvez et al., 2025). Todas as formas químicas de mercúrio 

induzem efeitos tóxicos em mamíferos, variando na absorção e biotransformação do metal no 

organismo. Os efeitos tóxicos dependem não apenas da dose, mas também do tempo de 

exposição ao metal (Broussard et al, 2002; Bernhoft, 2012). Sais de mercúrio frequentemente 

encontrados em produtos de uso rotineiro, como cremes clareadores, laxantes, antissépticos e 
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diuréticos, destacam-se pelos impactos toxicológicos, já que podem ser metabolizados em Hg²⁺, 

um íon com alta afinidade por grupos tiol presentes em biomoléculas como glutationa (Clarkson 

& Magos, 2008; Hazelhoff, & Torres, 2018). Além disso, outras formas de mercúrio, como Hg⁰, 

Hg+ e compostos orgânicos, podem ser metabolizados no organismo formando Hg²+. Na 

corrente sanguínea, esses íons ligam-se a grupos tiol em eritrócitos, glutationa ou 

metalotioneínas, podendo ser transportados no plasma e acumulados em diversos órgãos e 

tecidos (Hansen & Jones, 2006; Boujbiha et al., 2009; Joshi et al., 2017).  

2.3 Hepatotoxicidade induzida por mercúrio 

O fígado, essencial para a detoxificação de agentes tóxicos, desempenha um papel central 

na biotransformação e ciclagem do mercúrio, tornando-se um dos órgãos mais afetados pela 

toxicidade desse metal pesado (Joshi et al. 2017; Shawon et al., 2024).  A exposição às formas 

orgânicas e inorgânicas de mercúrio ocorrem principalmente por meio da dieta e sua absorção 

ocorre através das células epiteliais intestinais. Uma vez absorvido e transportado pela corrente 

sanguínea, o mercúrio pode acumular-se em órgãos como rins e fígado (Abdullah, 2020). No 

fígado, o mercúrio pode ser metabolizado em um ciclo hepato-biliar, no qual é excretado pela 

bile ligado a glutationa reduzida através de uma proteína transportadora dependente de 

adenosina trifosfato (Keppler et al., 1998; Deng et al., 2012), sendo a excreção biliar de 

mercúrio intimamente relacionada à taxa de secreção de glutationa reduzida (Ballatori & 

Clarkson, 1984).  Apesar disso, o mercúrio é parcialmente reabsorvido no sistema circulatório, 

promovendo sua redistribuição e consequente retorno ao fígado. Esse processo de recirculação 

favorece o acúmulo gradual de mercúrio no fígado (Dutczak & Ballatori, 1994; Deng et al., 

2012). Ainda, é provável que outros mecanismos atuem na excreção hepatobiliar do mercúrio 

e que a falha dos mesmos resulte em deposição de mercúrio no órgão (Deng et al., 2012).  

O acúmulo do mercúrio no fígado desencadeia uma série de respostas celulares adversas, 

principalmente por meio da indução de estresse oxidativo, caracterizado por produção 

excessiva de espécies reativas de oxigênio, depleção de antioxidantes endógenos, como a 

glutationa reduzida e despolarização mitocondrial (Flora et al., 2008; Agarwal et al., 2010; Joshi 

et al., 2017; Kahramanoğullari et al., 2024). Essas alterações comprometem as funções 

enzimáticas que impactam a produção de ATP e a síntese de proteínas essenciais para a 

viabilidade celular (Agarwal et al., 2010; Joshi et al., 2017). Danos estruturais causados pelo 

mercúrio ao fígado incluem necrose, congestão dos capilares sinusoides e edema intersticial 

(Deng et al., 2012; Kahramanoğullari et al., 2024). Foi sugerido que os metabólitos reativos 

derivados do metabolismo do mercúrio desempenham um papel central nos danos hepáticos, 
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particularmente por meio da indução de peroxidação lipídica e da disfunção do sistema 

antioxidante (Flora et al., 2008). A ativação do citocromo CYP450 no metabolismo do 

mercúrio, contribui para a formação de radicais livres, exacerbando os danos oxidativos e 

comprometendo a integridade das membranas celulares e organelas (Othman et al., 2014). O 

citocromo CYP450 atua como a primeira resposta para a biotransformação de xenobióticos e 

por isso foi proposto como um biomarcador para poluentes (Tabrez & Ahmad, 2010; Li et al, 

2021). Estudos reportam que concentrações elevadas de citocromos CYP450 estão relacionadas 

à iniciação de estresse oxidativo e morte celular por apoptose (Moyano et al., 2019; Li et al, 

2021). Esses mecanismos destacam a relevância do estresse oxidativo como um fator chave na 

toxicidade hepática induzida pelo mercúrio (Othman et al., 2014; Li et al, 2021). 

2.4 Impactos do mercúrio no aparelho reprodutor masculino 

Além de comprometer órgãos como o fígado, o mercúrio afeta negativamente o aparelho 

reprodutor masculino, uma vez que órgãos reprodutores masculinos estão entre os primeiros 

órgãos a serem danificados por substâncias tóxicas (Akarsu et al., 2024). Metais pesados podem 

afetar a função do aparelho reprodutor masculino por três mecanismos principais: ação direta 

sobre os órgãos reprodutivos, interferência no eixo hipotálamo-hipófise-testicular e alteração 

de processos pós-testiculares, como a maturação e motilidade espermática (Sampada & David, 

2024). Estudos em modelos murinos expostos a este metal pesado mostraram danos em 

testículos, epidídimos e espermatozoides com consequente disfunção reprodutiva por diminuir 

o peso testicular e a produção e contagem de espermatozoides (Rao & Sharma, 2001; Martinez 

et al., 2014; Rizzetti et al., 2017; Akarsu et al., 2024). Camundongos adultos expostos ao cloreto 

de mercúrio apresentaram alterações histopatológicas, como deformação das células de Leydig, 

degeneração de túbulos seminíferos e redução nas concentrações séricas de testosterona, 

causando infertilidade (Rathore, 2000; Sampada & David, 2024). Além disso, a exposição ao 

cloreto de mercúrio em ratos resultou em uma queda acentuada nos níveis de glutationa 

reduzida e na atividade da superóxido dismutase, concomitante ao aumento nas concentrações 

de malondialdeído nos testículos, indicando estresse oxidativo (Fadda et al., 2020).  

Adicionalmente, outro efeito associado à toxicidade do mercúrio no aparelho reprodutor 

masculino é a elevação de marcadores pró-inflamatórios, como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), sugerindo respostas inflamatórias significativas (Mohamed, 2018; Akarsu et al., 

2024). 
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2.5 Estratégias de mitigação da toxicidade causada por mercúrio 

Diante dos efeitos adversos causados por metais pesados como o mercúrio, compostos com 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias têm sido amplamente investigados como 

alternativas terapêuticas para mitigar os efeitos adversos associados à exposição a 

contaminantes ambientais. A OMS destaca a importância de estratégias baseadas em agentes 

naturais para o controle da toxicidade por metais pesados (Rizzetti et al., 2017). Neste contexto, 

estudos toxicológicos tem se voltado para investigar a eficácia de diferentes agentes e nutrientes 

para prevenir ou reverter a toxicidade induzida por mercúrio. Vitamina C, vitamina E, cloreto 

de zinco, berberina, rutina e o ácido siríngico, mostraram-se eficazes em melhorar os efeitos 

tóxicos causados pelo mercúrio (Kandemir et al., 2010; Jahan et al., 2019; Albasher et al., 2020; 

Shalan, 2022; Akarsu et al., 2024).  A vitamina E, por exemplo, é um antioxidante reconhecido 

por sua capacidade de prevenir a peroxidação lipídica e a formação de radicais livres, além de 

manter os níveis de glutationa nos tecidos (Shalan, 2022). De forma similar, o uso do eugenol, 

um composto fenólico encontrado em óleos essenciais e extratos de plantas como o cravo-da-

índia (Syzygium aromaticum), tem emergido como uma abordagem terapêutica promissora 

contra a toxicidade induzida por metais pesados. Suas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias têm sido amplamente documentadas, reforçando seu potencial para neutralizar os 

efeitos adversos causados por metais pesados em sistemas biológicos (Ito et al., 2005; Bal et 

al., 2018; Kumar et al., 2021; Huang et al., 2024; Kumar & Sharma, 2024). 

2.6 Atividade protetora do eugenol 

O eugenol (C10H12O2), é um composto aromático que pertence ao grupo dos fenóis 

(Ulanowska & Olas, 2021). Ele é o principal componente do óleo de cravo-da-índia, estando 

também presente em folhas de louro e pimenta-da-Jamaica (Ito et al., 2005). Com uma 

coloração amarelo-claro, consistência oleosa e aroma picante, o eugenol é pouco solúvel em 

água, mas apresenta alta solubilidade em solventes orgânicos (Ulanowska & Olas, 2021).  Esse 

composto natural possui diversas propriedades farmacológicas, incluindo atividades 

analgésicas, anestésicas, anti-inflamatórias, antifúngicas, antibacterianas e antioxidantes 

(Ulanowska & Olas, 2021; Damasceno et al., 2024; Huang et al., 2024).  Devido à sua baixa 

toxicidade e aos efeitos colaterais mínimos em baixas doses, além de ser amplamente utilizado 

nas indústrias cosmética e farmacêutica, o eugenol também é consideravelmente utilizado como 

conservante alimentar (Khalil et al., 2017; Rajput et al., 2018; Ulanowska & Olas, 2021).  O 

composto tem aplicações terapêuticas em diversas condições, demonstrando eficácia no 

combate ao estresse oxidativo, inflamação, hiperglicemia e distúrbios neurológicos (Khalil et 
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al., 2017; Carvalho et al., 2021). Na medicina tradicional, ele é reconhecido por seu papel no 

tratamento de distúrbios hepáticos, incluindo cirrose hepática e doenças causadas por 

medicamentos (Anbu & Anuradha, 2012).  

 

Figura 1: Estrutura química do eugenol 

O potencial antioxidante do eugenol foi atribuído à sua estrutura química, que lhe 

permite estabilizar radicais fenoxi, destacando-se na eliminação de radicais livres, na prevenção 

da produção de espécies reativas de oxigênio e na prevenção da produção de formas reativa de 

nitrogênio (Ulanowska & Olas, 2021). Além disso, o eugenol também atua como inibidor da 

monoamina oxidase e apresenta propriedades neuroprotetoras (Kabuto et al., 2007).  Tanto o 

eugenol puro, quanto os compostos que o contém, como o óleo de cravo, demonstram forte 

potencial antioxidante em baixas doses. Entretanto, em estudos com altas concentrações, o 

eugenol aumentou a produção de radicais livres agindo como um pró-oxidante (Raja et al., 

2015; Nejad et al., 2017; Fathy et al., 2019). Isso reforça a importância da administração de 

doses seguras que, segundo a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a 

Agricultura, são aquelas abaixo de 2,5 mg Kg-1 (Ulanowska & Olas, 2021).  Além das 

propriedades antioxidantes, está bem documentado que o eugenol apresenta efeitos anti-

inflamatórios (Damasceno et al., 2024). Essa atividade está associada à inibição da quimiotaxia 

de neutrófilos e macrófagos, bem como à redução na síntese de neurotransmissores 

inflamatórios, como prostaglandinas e leucotrienos (Ulanowska & Olas, 2021).  Evidências 

sugerem que o eugenol tem a capacidade de inibir a produção de ânions superóxido em 

neutrófilos pela inibição da via de fosforilação Raf/MEK/ERK1/2/p47. Ele também é 

conhecido por inibir mediadores pró-inflamatórios, incluindo interleucina (IL)-1β e IL-6 e 

TNF-α (Das Chagas Pereira de Andrade & Mendes, 2020; Kumar et al., 2021). 

No fígado, o eugenol demonstrou prevenir lesões hepáticas ao reduzir a atividade de 

mediadores de estresse oxidativo, diminuindo a peroxidação lipídica, a oxidação de proteínas e 

os níveis de marcadores inflamatórios. Esses efeitos foram evidenciados por reduções 

significativas na produção de citocinas pró-inflamatórias e nas concentrações de alanina 
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aminotransferase e fosfatase alcalina, indicadores de lesão hepática (Jo et al., 2014; Kumar et 

al., 2021). Além disso, o tratamento com eugenol na concentração de 10 mg Kg-1, se mostrou 

eficaz em proteger o fígado de lesões causadas por isquemia, sendo observadas melhorias nas 

características histológicas do órgão, assim como reduções nos níveis séricos de alanina 

aminotransferase e aspartato aminotransferase dos ratos tratados (Abd El Motteleb et al., 2014). 

Adicionalmente, outro estudo revelou que o eugenol não interferiu negativamente na biometria, 

histologia e histomorfometria dos testículos e epidídimos, nem na produção, no número e no 

tempo de trânsito dos espermatozoides em ratos saudáveis, destacando seu perfil de segurança 

em funções reprodutivas masculinas (Carvalho et al., 2022). Ainda, em um estudo realizado 

com ratos diabéticos, o tratamento com eugenol contribuiu para aumento significativo no peso 

testicular e do epidídimo, melhorou significativamente o estresse oxidativo nos testículos e 

também normalizou proeminentemente a espermatogênese e os parâmetros espermáticos, 

mostrando-se como opção de tratamento eficaz para prevenir a disfunção reprodutiva masculina 

e proteger as células germinativas da toxicidade (Chilukoti et al., 2024). 
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3. CAPÍTULO 1: Ação hepatoprotetora do eugenol contra danos oxidativos e alterações 
morfológicas induzidas por mercúrio em ratos Wistar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

 

Resumo 

A exposição ao mercúrio é um problema de saúde pública por seus efeitos hepatotóxicos, 

causando estresse oxidativo, alterações enzimáticas e danos morfológicos. A busca por 

compostos que mitiguem os efeitos danosos causados pelo metal torna-se importante. Entre 

esses compostos, o eugenol se mostra promissor ao atuar na proteção, em diferentes órgãos, 

contra a toxicologia de metais pesados, não havendo estudos sobre sua ação mediante os efeitos 

nocivos do mercúrio. Assim, este estudo investigou a ação protetora do eugenol contra a 

toxicidade hepática induzida pelo mercúrio em ratos Wistar. Quarenta ratos foram divididos 

aleatoriamente em quatro grupos: controle, eugenol, mercúrio e eugenol + mercúrio. Os animais 

receberam 10 mg Kg-1 de eugenol e 0,6 mg Kg-1 de mercúrio, nos respectivos grupos, 

diariamente por 30 dias. Após o período experimental, os fígados foram recuperados e análises 

bioquímicas, histológicas e enzimáticas foram realizadas para avaliar o impacto da exposição 

ao mercúrio e a potencial atividade protetora do eugenol. As concentrações de marcadores 

séricos de danos hepático foram maiores em animais expostos ao mercúrio, enquanto a 

exposição ao eugenol diminuiu a concentração sérica dos marcadores. Os resultados mostraram 

que a exposição ao eugenol reduziu as concentrações de marcadores de estresse oxidativo, 

incluindo malondialdeído e óxido nítrico, elevados pela ação do mercúrio. Além disso, o 

composto fenólico preservou a atividade de enzimas antioxidantes como catalase e glutationa-

S-transferase. Histologicamente, os animais expostos ao mercúrio exibiram maior número de 

lesões exemplificadas pela presença de infiltrado inflamatório e hemorragia focal, enquanto 

aqueles expostos ao eugenol apresentaram estrutura mais preservada do órgão. O eugenol 

também foi capaz de reduzir o acúmulo do mercúrio no fígado. Os dados obtidos sugerem que 

o eugenol é um agente eficaz na proteção contra a hepatotoxicidade induzida por metais 

pesados, destacando seu potencial terapêutico para minimizar os danos hepáticos causados pelo 

mercúrio. 

 

Palavras-chave: Hepatócito; Histomorfometria; Estresse oxidativo; Bioacumulação. 
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Introdução 

A contaminação por mercúrio representa um problema grave de saúde pública, sendo a 

segunda causa mais comum de contaminação por metais (Zhao et al., 2022; Brocza et al., 2024; 

Kang et al., 2024). A disponibilidade ambiental ao mercúrio é exacerbada por atividades 

antropogênicas, como mineração ilegal e atividade industrial, que liberam aproximadamente 

2.220 toneladas de mercúrio na atmosfera a cada ano (Jahan et al., 2019; Li et al., 2022). O 

mercúrio em sua forma inorgânica, particularmente como cloreto de mercúrio (HgCl₂), é 

altamente tóxico e foi classificado como carcinogênico pela Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos (EPA; Jahan et al., 2019). As principais vias de exposição ao mercúrio 

inorgânico incluem água, alimentos e o ar (SaravanaKumar et al., 2014). Devido à sua natureza 

não biodegradável, toxicidade em baixas concentrações e à ausência de função fisiológica no 

corpo humano, o mercúrio é considerado um metal pesado de grande interesse para estudos 

toxicológicos (Martinez et al., 2014). 

Concentrações elevadas de mercúrio estão associadas à danos em órgãos vitais, como 

fígado, rins e o cérebro. O fígado, sendo um órgão central na desintoxicação do organismo, é 

particularmente afetado pela ação do mercúrio. Após ingerido, o mercúrio é absorvido no 

intestino e pode causar danos celulares irreversíveis (Goudarzi et al., 2017; Shalan, 2022). Um 

exemplo recente de contaminação por mercúrio ocorreu entre os indígenas Yanomamis da 

Amazônia brasileira, que foram gravemente afetados pelo mercúrio inorgânico proveniente do 

garimpo ilegal em suas terras (Basta, 2024). O mercúrio inorgânico liberado nos rios é 

transformado em metilmercúrio, acumulando em peixes consumidos pela população local. 

Entre os sintomas dessa contaminação involuntária estão distúrbios neurológicos, alterações 

cognitivas e disfunções imunológicas (Kim et al., 2016; Kang et al., 2024). Um dos principais 

mecanismos de ação do mercúrio é a indução de estresse oxidativo, que provoca lesões celulares 

e disfunções orgânicas severas (Farina et al., 2013). Estudos envolvendo animais revelaram um 

desbalanço na atividade das enzimas antioxidantes, como superóxido dismutase e catalase, em 

diferentes órgãos após exposição ao mercúrio, bem como aumento de malondialdeído, um 

indicador de peroxidação lipídica (Boujbiha et al., 2009; Goudarzi et al., 2017; Naderi et al., 

2023). 

Dado que o estresse oxidativo é um dos principais mecanismos pelos quais o mercúrio 

induz danos hepáticos, torna-se relevante a busca por compostos antioxidantes que atuem como 

quelante desse metal. Compostos que possuem grupos fenólicos, como o eugenol, têm 

apresentado propriedades antioxidantes eficazes na neutralização de radicais livres (Nagababu 



28 

 

 

et al., 2010). Eles podem interagir rapidamente com espécies reativas de oxigênio, como os 

radicais hidroxila (OH•) e ânion superóxido (O2
-), protegendo estruturas celulares contra danos 

oxidativos. A capacidade antioxidante desses compostos depende da facilidade com que eles 

perdem elétrons para neutralizar radicais livres (Fujisawa et al., 2002; Nagababu et al., 2010). 

O eugenol, encontrado em óleos essenciais e extratos de cravo (Syzygium aromaticum), tem se 

destacado como um potente antioxidante e sem efeitos colaterais conhecidos, diferente de 

compostos fenólicos sintéticos (Ito et al., 2005; Adefegha et al., 2021; Carvalho et al., 2022). O 

eugenol tem mostrado eficácia na redução da peroxidação lipídica e na proteção de tecidos 

contra metais pesados, como cádmio e chumbo (Ito et al., 2005; Nagababu et al., 2010; 

Chilukoti et al., 2024; Huang et al., 2024).  

Diante dos impactos graves que o mercúrio provoca na saúde humana e a necessidade 

em mitigar esses danos, é relevante avaliar o efeito protetor de substâncias como o eugenol. Por 

isso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da ingestão de eugenol e mercúrio, 

separadamente e simultaneamente, sobre parâmetros hepáticos de ratos Wistar adultos. A 

maneira como eugenol e mercúrio foram fornecidos visa verificar se há uma atividade protetora 

do eugenol contra efeitos hepatotóxicos deste metal pesado. Para isso, adotamos uma 

abordagem que engloba análises bioquímicas, enzimáticas, histológicas e histomorfométricas, 

além de determinar a proporção de mercúrio e outros microelementos no fígado dos animais.  

 

Materiais e métodos  

Animais e declaração de ética 

Quarenta ratos Wistar machos (~100 dias de idade; ± 300g) foram fornecidos pelo 

Biotério Central do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de 

Viçosa (UFV). Os animais foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno e mantidos 

sob condições controladas de temperatura (21 °C) e fotoperíodo (ciclo claro/escuro de 12 h). 

Os animais tiveram acesso à ração comercial (Nuvilab CR-1; Quimtia S.A; Paraná, Brazil) e 

água filtrada ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa, Brasil (CEUA nº 

06/2024). Ainda, as práticas e cuidados na manipulação dos animais seguiu as recomendações 

do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 
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Desenho experimental  

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n = 10 

animais por grupo). Ratos controle receberam 0,5 mL de Tween-20 a 2% (veículo), enquanto 

os demais grupos experimentais tiveram seus animais expostos ao eugenol (10 mg Kg-1; Sigma 

Chemical Co. [St. Louis, MO, USA]), mercúrio (0,6 mg Kg-1) na forma de HgCl2 (Sigma 

Chemical Co. [St. Louis, MO, USA]), e as duas substâncias (eugenol [10 mg Kg-1] e mercúrio 

[0,6 mg Kg-1]). Todas essas substâncias foram fornecidas por gavagem, no volume de 0,5 mL 

por 30 dias, caracterizando uma exposição subaguda (Eaton & Gilbert, 2013). No grupo de 

ratos co-expostos aos dois compostos, a administração da solução de mercúrio ocorreu 30 

minutos depois da administração do eugenol. O HgCl2 foi dissolvido em água destilada, 

enquanto o eugenol foi diluído em solução de Tween-20 a 2% (veículo) que, de acordo com 

estudos prévios, não causa alterações teciduais (Carvalho et al., 2022). A dose de mercúrio (0,6 

mg Kg-1) testada corresponde a 100x a dose diária de mercúrio inorgânico permitida na água 

(World Health Organization, 2017). Já a dose de eugenol (10 mg Kg-1) corresponde a uma dose 

segura para utilização no tratamento de ratos a longo prazo (Carvalho et al., 2022). 

 

Eutanásia, coleta de órgãos e biometria 

Após 30 dias de tratamento, os animais foram pesados, sedados e anestesiados com altas 

concentrações de xilazina (30 mg Kg-1 intraperitoneal) e cloridrato de quetamina (300 mg Kg-1 

intraperitoneal), respectivamente. Com os animais anestesiados, o sangue foi coletado por 

punção cardíaca para obtenção do soro destinado a análises bioquímicas. Em seguida, os 

fígados foram removidos, dissecados e pesados, sendo também mensurado o volume do órgão. 

Fragmentos do lobo direito foram recuperados, rapidamente congelados em nitrogênio líquido 

e armazenados a -80 °C para determinação enzimática, mineral e quantificação de atividade de 

ATPases. Outros fragmentos do órgão foram fixados em solução  de formalina tamponada a 

10% por 48 h, para análises histológicas e estereológicas. Além disso, fragmentos frescos do 

fígado foram utilizados para avaliar o conteúdo de água no órgão (mL/g). Para isso, os 

fragmentos foram pesados e secos a 60°C por 96 h. O conteúdo de água (%) resultou da 

diferença entre o peso dos fragmentos úmidos e secos (Novaes et al., 2012). Por fim, o índice 

somático do fígado (ISF%) foi calculado, normalizando o peso do fígado pelo peso corporal 

final (Gonçalves et al., 2012).   

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/formaldehyde
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Marcadores funcionais de dano e do metabolismo hepático 

Amostras de sangue (n = 6/grupo) foram centrifugadas a 2000 × g por 15 min para 

obtenção do soro. Além disso, fragmentos congelados do parênquima hepático (100 mg; n = 

6/grupo) foram homogeneizados em 1 mL de tampão fosfato (PBS; pH 7.4, 0.2M) e 

centrifugadas a 15.000 × g por 10 min a 4°C (Carvalho et al., 2022). Em seguida, amostras de 

soro e os sobrenadantes da homogeneização do órgão foram utilizados para avaliar as 

concentrações séricas e hepáticas das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP), utilizando kits bioquímicos (Laboratórios 

Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) seguindo as instruções do fabricante.  

 

Determinação de microminerais 

A proporção de mercúrio e outros elementos químicos no fígado foi determinada em 

fragmentos de órgãos congelados (n = 6/grupo) (Guimarães-Ervilha et al., 2021). Os fragmentos 

foram secos em estufa a 60°C por 96 horas e revestidos por carbono (Quorum Q150 T, East 

Grinstead, West Sussex, Reino Unido). Após, as amostras foram analisadas em microscópio 

eletrônico de varredura (JEOL, JSM-6010LA) equipado com um detector de desvio de silício 

com radiação de raios X. Foi obtida a proporção de mercúrio (Hg), selênio (Se), zinco (Zn), 

potássio (K), cobre (Cu), magnésio (Mg), sódio (Na), cálcio (Ca), manganês (Mn) e ferro (Fe). 

Os resultados foram expressos como o valor percentual médio (%) das proporções entre os 

elementos presentes nas amostras. 

 

Análise de enzimas antioxidantes marcadores de estresse oxidativo 

Amostras de fígado (n = 6/grupo) foram homogeneizadas em PBS (1 mL/100 mg; pH 

7,4), centrifugadas a 10.000 × g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi separado para análises 

da atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-

tranfesrase (GST). A atividade de SOD foi estimada com base na capacidade desta enzima de 

catalisar a reação do superóxido (O2
-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (Dieterich 

et al., 2000). A atividade da CAT foi avaliada medindo a taxa de decomposição de H2O2 (Aebi, 

1984). Além disso, a atividade da GST foi calculada com base na taxa de formação do 

conjugado 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno com glutationa (Habig et al., 1974). Os resultados foram 

normalizados em relação às concentrações de proteína total, quantificada pelo método de 

Bradford (1976). A atividade dessas enzimas foi expressa como unidade (U) por miligrama de 

proteína. A capacidade antioxidante total foi medida no fígado pelo método do Poder 

Antioxidante Redutor de Férrico (FRAP) (Benzie & Strain, 1996).  
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A peroxidação lipídica foi avaliada no órgão pela análise das concentrações teciduais 

de malondialdeído (MDA), para isso o sobrenadante foi adicionado à solução de TBARS (15% 

de ácido tricloroacético, 0,375% de ácido tiobarbitúrico, 0,25 N de HCl) por 15 min. A formação 

de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico foi monitorada a 535 nm (Buege & Aust, 1978). 

A produção de óxido nítrico (NO) foi determinada através da reação de Griess (Tsikas 2007). 

50 μL de amostras foram incubadas com reagente de Griess (1:1) (1% sulfanilamida, 0,1% N-

(1-naftil) etilenodiamina e 2,5% de ácido fosfórico). A absorbância foi medida a 570 nm. A 

oxidação de proteínas foi analisada pela quantificação de proteínas carboniladas (PC) nos 

pellets dos órgãos homogeneizados, usando o método do 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) 

(Levine et al.,1994). Tais análises foram realizadas utilizando leitor de microplaca ELISA 

(Multiskan SkyHigh, Thermo Scientific).  

 

Atividades das ATPases totais, Ca2+, Na+/K+ e Mg2+ ATPases 

Fragmentos do fígado (100 mg; n = 6/grupo) foram homogeneizados em tampão Tris-

HCl (0,1 M, pH 7,4) e centrifugados a 1500 × g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi usado 

para a determinação da atividade de ATPases total (Evans, 1969), Ca2+ (Hjertén & Pan, 1983), 

Na+ /K+ (Bonting et al., 1962) e Mg2+ ATPases (Ohnishi et al., 1982). Uma solução de ATP (0,01 

M) foi utilizada como substrato para gerar fosfato livre pela atividade de ATPases. Foi 

adicionado 500 μL de ácido tricloroacético a 10% (TCA 10%) para interromper a reação e os 

tubos foram centrifugados a 1.500 × g por 10 min. Por fim, o sobrenadante foi usado para medir 

o teor de fósforo utilizando um kit bioquímico (Laboratórios Bioclin, Belo Horizonte, MG, 

Brasil), conforme descrito nas instruções do fabricante. A quantificação de proteínas totais foi 

realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A atividade da ATPase foi expressa em 

microgramas de fósforo liberado por minuto por miligrama de proteína (Carvalho et al., 2022). 

 

Processamento histológico e histopatologia 

 Após o período de fixação, os fragmentos de fígado (n = 6/grupo) foram desidratados 

em séries crescentes de etanol (70, 80, 90 e absoluto) e incluídos em 2-hidroxietil metacrilato 

(Historesin®, Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Cortes semi-seriados de 3 μm de 

espessura foram obtidos utilizando um micrótomo rotativo (RM 2255, Leica, Nussloch, 

Alemanha). Os cortes foram corados com os corantes hematoxilina e eosina (HE) para análises 

histológicas e estereológicas, e com ácido periódico-Schiff (PAS) para quantificação de 

glicogênio por histoquímica. Cada lâmina continha 10 secções do órgão, com distância de 10 

cortes entre as secções. Nas lâminas coradas com HE, foram avaliadas 10 regiões do 
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parênquima hepático por animal, utilizando um microscópio (Olympus CX40, Tóquio, Japão) 

com aumento de 200x. As lesões identificadas foram classificadas quanto a sua distribuição e 

intensidade, como i) Focal: com a presença discreta de 1 a 3 pontos de lesão no mesmo corte 

histológico; ii) Multifocal: focos de lesões moderadas em mais de 3 pontos no mesmo corte 

histológico; iii) Difusa: presença de lesões intensas em todo o corte histológico (Estrela-Lima 

et al., 2018).  

 

Estereologia hepática e histoquímica 

Para as análises estereológicas, foram obtidas dez imagens digitais por animal, de cada 

coloração realizada com aumento de 200x, utilizando um microscópio óptico (Olympus BX-

53, Tóquio, Japão) conectado a uma câmera digital (Olympus DP73, Tóquio, Japão). Para o 

cálculo de proporção de cada componente hepático, as secções coradas com HE foram 

analisadas em um sistema de grade de 266 pontos em áreas de teste padrão (2,38 × 106 μm2), 

totalizando 2.660 pontos por animal. Foram registrados pontos coincidentes em componentes 

hepáticos como citoplasma e núcleo de hepatócitos, capilares sinusoidais, vasos sanguíneos e 

células de Kupffer, e em infiltrados inflamatórios. A análise foi realizada com o software 

ImageJ® (National Institutes of Health). Para o cálculo do volume de cada componente foi 

utilizada a seguinte fórmula: V = PP/PT × Vo, onde PP é o número de pontos localizados no 

componente de interesse, PT é o número total de pontos na área analisada e Vo é o volume do 

órgão (Souza et al., 2018; Mandarim-de-Lacerda, 2003). As secções coradas com PAS foram 

analisadas no software Image ProPlus® (Media Cybernetics, Inc). Os pixels identificados como 

positivos para glicogênio foram quantificados com base no histograma de cores do software, e 

os resultados expressos como porcentagem da área total da imagem (Mandarim-de-Lacerda, 

2003; Souza et al., 2018). 

 

Análise estatística 

Os resultados foram avaliados a avaliação de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. 

Posteriormente, os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) unidirecional. As 

médias foram comparadas pelo teste post hoc de Tukey. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0,05. A análise estatística e os gráficos foram gerados utilizando o 

software estatístico GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão (média ± DP). 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-infiltrate
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/organ-size
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/organ-size
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Resultados 

Parâmetros biométricos do corpo e fígado de ratos expostos ao eugenol e mercúrio 

Os resultados mostraram que não houve diferença entre grupos experimentais quanto ao 

peso corporal, índice somático do fígado e teor de água no órgão (p > 0,05; Tab. 1). O peso 

médio do fígado foi maior em ratos expostos ao eugenol que em ratos expostos ao mercúrio (p 

< 0,05; Tab. 1).  

 

Tabela 1. Parâmetros biométricos de ratos Wistar expostos ao eugenol e ao mercúrio por 30 dias. 

Média ± DP. Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol: ratos 
expostos ao eugenol 10 mg Kg-1 (diluído Tween-20 a 2%; 0,5 mL) por gavagem; Grupo mercúrio: ratos expostos ao 
mercúrio 0,6 mg Kg-1 (diluído em água destilada; 0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol + mercúrio: ratos expostos a 
eugenol 10 mg Kg-1 e, 30 minutos depois, ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL) por gavagem. Diferentes letras 
sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste 
de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
 

Proporção de microminerais no fígado de ratos expostos ao eugenol e mercúrio 

A exposição ao mercúrio causou acúmulo deste metal pesado no fígado de ratos dos 

grupos experimentais mercúrio e eugenol + mercúrio. No entanto, a concentração de mercúrio 

foi menor no fígado de animais expostos simultaneamente às duas substâncias (p < 0,05; Fig. 

1). A proporção de Se, K e Fe foi menor em ratos expostos somente ao mercúrio que em ratos 

controle (p < 0,05; Fig. 1). A proporção de Fe também foi menor nos animais do grupo mercúrio 

em comparação aos animais do grupo eugenol (p < 0,05; Fig. 1). A proporção de Zn, Cu, Mg, 

Na, Ca e Mn não diferiu entre ratos dos grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 1). 

Parâmetros Controle Eugenol Mercúrio 

Eugenol + 

Mercúrio 

Peso corporal (g) 386,60 ± 34,29a 391,20 ± 18,35a 363,00 ± 16,26a 377,50 ± 17,01a 

Peso do fígado (g) 13,75 ± 1,50ab 14,94 ± 1,50a 12,57 ± 1,49b 14,40 ± 0,91ab 

Índice somático do fígado (%) 0,04±0,002a 0,04 ± 0,003a 0,04 ± 0,002a 0,04 ± 0,001a 

Teor de água (%) 67,79 ± 1,44a 67,51 ± 0,96a 68,68 ± 1,73a 67,71 ± 3,84a 
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Figura 1: Proporção de elementos químicos no fígado de ratos Wistar expostos a 10 mg Kg-1 de eugenol 
e 0,6 mg Kg-1 de mercúrio por 30 dias. A proporção de mercúrio (Hg), selênio (Se), zinco (Zn), potássio 
(K), cobre (Cu), magnésio (Mg), sódio (Na), cálcio (Ca), manganês (Mn) e ferro (Fe) no parênquima 
hepático foi expressa como uma porcentagem. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a, b e c) 
indicam diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey (n = 6 
ratos/grupo). 

 

Marcadores de dano e metabolismo hepático 

A exposição ao mercúrio causou um aumento nas concentrações séricas de ALT e AST 

em relação às concentrações detectadas no soro de ratos controle, expostos ao eugenol e 

expostos simultaneamente ao eugenol e mercúrio (p < 0,05; Fig. 2A e C). As concentrações 

séricas de ALP foram maiores em animais expostos ao mercúrio que em animais controle e 

aqueles expostos ao eugenol (p < 0,05; Fig.  2E). No fígado, ALT apresentou maior 
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concentração em ratos expostos ao mercúrio que ratos controle e expostos ao eugenol (p < 0,05; 

Fig. 2B). Já a concentração hepática de AST não diferiu entre os grupos experimentais (p > 

0,05; Fig. 2D). ALP, por sua vez, apresentou maior concentração em ratos expostos ao mercúrio 

que em ratos controle (p < 0,05; Fig. 2F).  

 
Figura 2: Efeito subagudo da exposição ao eugenol (10 mg Kg-1) e ao mercúrio (0,6 mg Kg-1) sobre enzimas 
séricas e hepáticas de ratos Wistar adultos. Atividade da alanina aminotransferase (ALT) no soro (A) e fígado 
(B), aspartato aminotransferase (AST) no soro (C) e fígado (D) e fosfatase alcalina (ALP) no soro (E) e fígado 
(F). Os dados são apresentados como média ± DP.   Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam 
diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 

 

Atividades das ATPases totais, Ca2+, Na+/K+ e Mg2+ 

A atividade das ATPases totais foi maior em ratos expostos ao mercúrio que em ratos 

controle (p < 0,05; Fig. 3A). Já a atividade da Na⁺/K⁺ ATPase foi maior em ratos expostos 

isoladamente ao eugenol e ao mercúrio que em ratos controle (p < 0,05; Fig. 3B). A atividade 



36 

 

 

de Ca²⁺ ATPase e Mg²⁺ ATPase não diferiu entre ratos dos grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 

3C e D).   

 
Figura 3: Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na atividade da ATPase no fígado de 
ratos Wistar adultos. (A) Atividade de ATPase total, (B) Atividade de Na⁺/K⁺ ATPase, (C) Atividade de Ca²⁺ 
ATPase e (D) Atividade de Mg²⁺ ATPase. Os dados são apresentados como média ± DP.   Diferentes letras 
sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e 
teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 

 

Análise da atividade de enzimas antioxidantes e metabólitos oxidativos 

Não foram observadas alterações na atividade da enzima SOD entre os animais dos 

grupos controle e expostos ao eugenol e mercúrio (p > 0,05; Fig. 4A). A atividade de CAT e 

GST foi menor no fígado de animais expostos ao mercúrio que em ratos controle ou aqueles 

que ingeriram somente eugenol (p < 0,05; Fig. 4B e C). Animais expostos ao mercúrio 

isoladamente apresentaram menores valores para FRAP que ratos expostos ao eugenol de forma 

isolada ou associado ao mercúrio (p < 0,05; Fig. 4D). 

Além disso, as concentrações de NO foram maiores no fígado de ratos expostos ao 

mercúrio que em ratos controle e aqueles expostos ao eugenol e mercúrio (p < 0,05; Fig. 4E). 

As concentrações de MDA foram maiores no fígado de ratos expostos ao mercúrio em relação 

aos ratos dos outros grupos experimentais (p < 0,05; Fig. 4F). Já as concentrações de PC foram 

maiores em ratos expostos ao mercúrio, tanto de forma isolada quanto simultaneamente com o 

eugenol, em relação aos ratos controle (p > 0,05; Fig. 4G).  
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Figura 4: Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na atividade de enzimas antioxidantes e 
nas concentrações de marcadores de estresse oxidativo no fígado de ratos Wistar expostos durante 30 dias. (A) 
Superóxido dismutase (SOD); (B) Catalase (CAT); (C) Glutationa S-transferase (GST); (D) Capacidade 
antioxidante total (FRAP); (E) Óxido nítrico (NO); (F) Malondialdeído (MDA); (G) Proteínas carboniladas (PC). 
Os dados são apresentados como média ± DP.   Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam 
diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
 

Histopatologia 

O fígado de animais do grupo controle apresentou características histológicas normais, 

com organização em lóbulos hepáticos, cordões de hepatócitos sem sinais de vacuolização ou 

degeneração, capilares sinusoidais preservados e ausência de infiltrado inflamatório relevante, 
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congestão, dilatação capilar ou hemorragia, indicando um parênquima hepático saudável (Fig. 

5A, B e C; Tab.2).  Nos animais expostos ao eugenol, foram observadas apenas alterações leves 

na histologia do fígado. Houve congestão focal (3/6 ratos) e congestão multifocal moderada 

(1/6 ratos), além de infiltrado inflamatório focal moderado (3/6 ratos) (Fig. 5D, E e F; Tab.2). 

Fígados de ratos expostos ao mercúrio apresentaram alterações histológicas em diferentes graus 

de intensidade, como congestão multifocal moderada (3/6 ratos), infiltrado inflamatório 

multifocal moderado (4/6 ratos), degeneração hidrópica focal leve (3/6 ratos) e multifocal leve 

(1/6 ratos), esteatose focal leve (2/6 ratos), além de dilatação capilar e hemorragia focal leve 

(1/6 ratos) (Fig. 5G, H e I; Tab.2). Ratos expostos simultaneamente ao eugenol e mercúrio 

apresentaram congestão focal leve (1/6 ratos) e multifocal moderada (5/6 ratos), infiltrado 

inflamatório multifocal moderado (4/6 ratos), degeneração hidrópica focal (2/6 ratos) e 

multifocal (1/6 ratos), e dilatação capilar focal leve (2/6 ratos), sem sinais de esteatose ou 

hemorragia (Fig. 5J, K e L; Tab.2). 
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Figura 5:  Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na histologia hepática de ratos Wistar 
expostos por 30 dias. A-L; Coloração hematoxilina-eosina, mostrando hepatócitos (setas brancas), capilar 
sinusoide (setas pretas finas), veia central (estrelas), infiltrado inflamatório (asteriscos), hemorragia (hash), morte 
celular (seta amarela), esteatose (seta vermelha), dilatação de capilar sinusoide (setas pretas grossas), degeneração 
hidrópica (pontas de seta). Análise estereológica em M-P; Coloração ácido periódico-Schiff, mostrando a presença 
de inclusões de glicogênio citoplasmático (setas azuis). Barra de escala: 100 μm (A); 50μm; (B, D, E, F, G, H, I, 
M, N, O, P); 20μm (C).  (n = 6 animais/grupo).
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Tabela 2. Ocorrência e distribuição de patologias em fígado de Wistar expostos ao eugenol e ao mercúrio por 30 
dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol: ratos expostos ao eugenol 10 mg Kg-1 (diluído 
Tween-20 a 2%; 0,5 mL) por gavagem; Grupo mercúrio: ratos expostos ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (diluído em água destilada; 0,5 mL) por 
gavagem; Grupo eugenol + mercúrio: ratos expostos a eugenol 10 mg Kg-1 e, 30 minutos depois, ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL) por 
gavagem.  

Histopatologia Controle Eugenol Mercúrio Eugenol + 

Mercúrio 

  Distribuição Intensidade: Leve Moderada Leve Moderada Leve Moderada Leve Moderada 

Congestão Focal  2/6 0/6 3/6 0/6 1/6 0/6 1/6 0/6 

Multifocal  0/6 2/6 1/6 1/6 1/6 3/6 0/6 5/6 

           

Infiltrado 

inflamatório 

Focal  2/6 1/6 0/6 3/6 1/6 0/6 1/6 0/6 

Multifocal  1/6 0/6  0/6  0/6 0/6 4/6 0/6 4/6 

           

Degeneração 

hidrópica 

Focal  0/6 0/6  0/6  0/6  3/6 0/6  2/6 0/6 

Multifocal  0/6 0/6  0/6  0/6  1/6 0/6  0/6 1/6 

           

Esteatose Focal  0/6 0/6  0/6  0/6  2/6 0/6  0/6  0/6  

Multifocal  0/6 0/6  0/6  0/6  0/6 0/6  0/6  0/6  

           

Dilatação de 

capilar 

Focal  0/6 0/6  0/6  0/6  1/6 0/6  2/6 0/6  

Multifocal  0/6 0/6  0/6  0/6  0/6 0/6  0/6 0/6  

           

Hemorragia Focal  0/6 0/6  0/6  0/6  1/6 0/6  0/6  0/6  

Multifocal  0/6 0/6  0/6  0/6  0/6 0/6  0/6  0/6  
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Histomorfometria e estereologia hepática 

O volume de núcleos de hepatócitos não foi alterado nos animais expostos ao mercúrio 

em relação aos animais controles (p > 0,05; Tab. 3), embora tenham apresentado uma 

diminuição no volume de núcleos quando comparados aos animais do grupo eugenol (p < 0,05; 

Tab. 3). O tratamento com eugenol em animais expostos ao mercúrio resultou em um volume 

de núcleos de hepatócitos similar à observada nos grupos controle e eugenol (p > 0,05; Tab. 3). 

O volume de citoplasma de hepatócitos não foi afetado nos animais de nenhum dos grupos 

experimentais, incluindo os grupos expostos apenas ao mercúrio ou expostos ao eugenol ao 

mercúrio, permanecendo semelhante à do grupo controle (p > 0,05; Tab. 3). O volume dos 

hepatócitos também não apresentou alterações significativas entre os animais dos diferentes 

grupos, com valores similares observados em todos eles (p > 0,05; Tab. 3). Já o volume de 

capilares sinusoidais aumentou nos animais expostos ao mercúrio em comparação com os 

controles (p < 0,05; Tab. 3). A exposição simultânea ao eugenol e ao mercúrio resultou em uma 

diminuição nessa proporção, aproximando-se dos valores observados nos ratos do grupo 

controle (p > 0,05; Tab. 3). O volume de vasos sanguíneos não apresentou diferenças estatística 

entre os ratos dos grupos experimentais, independentemente da exposição ao eugenol ou ao 

mercúrio (p > 0,05; Tab. 3). A proporção de glicogênio foi maior em animais expostos ao 

eugenol e mercúrio quando comparados aos animais expostos apenas ao metal (p < 0,05; Tab. 

3; Fig. 5M-P).
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Tabela 3. Volume dos componentes do parênquima e proporção de glicogênio hepático de ratos Wistar expostos ao eugenol e ao mercúrio por 30 dias. 

Média ± DP. Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol: ratos expostos ao eugenol 10 mg Kg-1 (diluído Tween-20 a 2%; 0,5 mL) 
por gavagem; Grupo mercúrio: ratos expostos ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (diluído em água destilada; 0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol + mercúrio: ratos expostos a eugenol 10 
mg Kg-1 e, 30 minutos depois, ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL) por gavagem.  Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças significativas entre os 
grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey (n = 6 ratos/grupo). 
 

 

 

 

 

 

 

Parâmetros Controle Eugenol Mercúrio Eugenol + Mercúrio 

Núcleo hepatócitos (mm³) 717,60 ± 43,11ab 744,40 ± 40,92a 613,40 ± 8,92b 758,10 ± 27,18a 

Citoplasma hepatócitos (mm³) 12859,20 ± 1032,00a 12844,20 ± 910,00a 11392,60 ± 508,10a 12815,50 ± 337,80a 

Hepatócitos (mm³) 13577,70 ± 1073,00a 13589,60 ± 947,70a 12005,00 ± 509,30a 13574,60 ± 358,20a 

Capilares sinusoidais (mm³) 302,60 ± 53,59a 406,30 ± 11,45ab 431,80 ± 19,60b 405,40 ± 17,01ab 

Vasos sanguíneos (mm³) 81,29 ± 30,91a 111,10 ± 24,73a 147,40 ± 13,71a 130,70 ± 20,47a 

Glicogênio (%) 16,67 ± 3,23ab 18,48 ± 3,17ab 15,83 ± 2,46ab 20,77 ± 3,20a 
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Discussão 

Os resultados apresentados forneceram evidências da atividade protetora do eugenol 

contra efeitos deletérios do mercúrio sobre o fígado de ratos Wistar. Neste estudo, a exposição 

ao mercúrio, na concentração de 0,6 mg Kg-1 e tempo de exposição de 30 dias, se mostrou 

danosa para o fígado de ratos, ao causar distúrbios na maioria dos parâmetros bioquímicos, 

oxidativos e morfológicos avaliados. Esse efeito deletério está de acordo com os achados 

descritos em estudos anteriores trabalhando com o HgCl2 (Goudarzi et al., 2017; Shalan, 2022). 

O eugenol, por sua vez, aumentou apenas a atividade da Na+/K+ ATPase no fígado de animais 

expostos apenas a ele, comprovando uma segurança no seu uso quando administrado na 

concentração de 10 mg Kg-1. Os resultados mostraram um papel protetor do eugenol contra os 

efeitos deletérios do mercúrio ao manter a atividade de ATPases e enzimas antioxidantes, bem 

como as concentrações de marcadores hepáticos séricos e teciduais, semelhante ao observado 

em animais controle. Esses resultados evidenciam propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias que têm sido associadas a este composto fenólico (Yogalakshmi et al., 2010; 

Gülçin, 2011; Barboza et al., 2018; Damasceno et al., 2024). No geral, esses resultados reforçam 

a relevância do composto fenólico como um emergente agente terapêutico para prevenir os 

efeitos adversos da toxicidade por mercúrio, contribuindo para o desenvolvimento de 

estratégias de mitigação da hepatotoxicidade por metais pesados.  

A exposição ao mercúrio reduziu o peso absoluto do fígado. Além disso, os achados 

histopatológicos mostraram alterações no fígado de ratos expostos ao metal, incluindo 

hemorragia, infiltrado inflamatório e degeneração celular. Metais pesados como o mercúrio 

aumentam a produção de radicais livres, que danificam os hepatócitos, alterando aspectos 

morfológicos e funcionas (Uzunhisarcikli et al., 2016; Machado-Neves, 2022).  Ainda, sabe-se 

que a degeneração hepatocelular pode resultar tanto em efeitos locais, como a redução do peso 

do fígado, quanto em consequências sistêmicas (Uzunhisarcikli et al., 2016; Goudarzi et al., 

2017; Oliveira et al., 2017; Elblehi et al., 2019).  Dessa forma, a redução observada no peso do 

fígado pode ser atribuída a processos patológicos, como atrofia e morte celular, consequências 

do estresse oxidativo, evidenciado neste estudo pelo aumento das concentrações de NO, que 

atua como indutor de respostas inflamatórias (Rees et al., 1990; Othman et al., 2014; Carvalho 

et al., 2021; Kumar et al., 2021; Rahayu et al., 2022).   

Em relação à proporção de microminerais e bioacumulação de mercúrio, fígado de ratos 

expostos ao metal apresentaram menor proporção de K, Se e Fe, além de maior proporção de 

Hg. Esses achados estão alinhados com estudos que documentaram a interferência do mercúrio 
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na homeostase mineral, ao competir com outros metais por sítio de ligações, comprometendo a 

síntese de enzimas essenciais e o correto funcionamento celular (Bridges & Zalups, 2005; Yang 

et al., 2020; Kang et al., 2024). A redução das concentrações de potássio pode impactar o 

funcionamento das ATPases, que são vitais para a manutenção do potencial elétrico da 

membrana celular e a regulação do transporte de íons. Isso porque, o potássio contribui para o 

estabelecimento do potencial de membrana que por sua vez, dita todo o transporte realizado por 

proteínas através dela (Contreras et al., 2024). Já a diminuição de Fe e Se, por exemplo, pode 

comprometer a atividade da CAT e GST, essenciais para a defesa antioxidante celular (Flohé et 

al., 2022; Handy & Loscalzo, 2022; Jomova et al., 2022). No presente estudo, a exposição ao 

mercúrio resultou em redução da atividade dessas duas enzimas envolvidas no processo de 

estresse oxidativo. Sabe-se que os íons Fe2+ ou Fe3+ fazem parte da estrutura da CAT (Jomova 

et al., 2022) e que a disponibilidade de Se pode influenciar a atividade da GST (Flohé et al., 

2022; Hsiao et al., 2024). Nesse sentido, a redução dos microminerais pode ter contribuído para 

a diminuição da atividade da CAT e GST observadas no estudo. Outro possível fator que pode 

explicar a redução da atividade da CAT e da GST nos animais expostos ao mercúrio se relaciona 

com a produção exacerbada de espécies reativas de oxigênio (EROs) induzida por esse metal. 

Metais pesados estimulam a produção de EROs e a atividade de enzimas antioxidantes pode 

aumentar para neutralizá-los. Porém, neste processo, enzimas como CAT e GST podem atingir 

exaustão, o que diminui a capacidade de eliminação de EROs (Machado-Neves, 2022). 

No diz respeito às análises de marcadores de dano e metabolismo hepático, foi 

observado aumento das concentrações séricas de ALT, AST e ALP em animais expostos ao 

mercúrio. As concentrações séricas de AST e ALT são consideradas marcadores de lesão 

hepatocelular, enquanto concentrações séricas de ALP indicam diminuição ou interrupção do 

fluxo de bile (Hussein et al., 2013). A elevação dessas enzimas no soro sugere 

comprometimento da integridade da membrana celular dos hepatócitos, o que causa a liberação 

das enzimas na corrente sanguínea (Reichling & Kaplan, 1988; Nabil et al., 2020). Danos na 

integridade de membranas celulares podem ser consequência do estresse oxidativo 

(Uzunhisarcikli et al., 2016; Ali et al., 2019). Os resultados deste estudo mostraram aumento 

das concentrações de MDA, marcador de peroxidação lipídica, que é um processo que 

compromete a integridade das membranas celulares e está associado a diversas doenças 

hepáticas (Uzunhisarcikli et al., 2016; Ali et al., 2019). Assim, o aumento da peroxidação 

lipídica em ratos expostos ao mercúrio pode ter contribuído para o comprometimento da 

membrana dos hepatócitos, o que levou ao aumento das concentrações séricas das enzimas 
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hepáticas. Além das análises séricas, as concentrações enzimáticas no fígado são cruciais para 

avaliar o estado metabólico do órgão (Adeyemi & Akanji, 2011). O aumento nas concentrações 

hepáticas das enzimas metabólicas ALT e ALP em ratos expostos ao mercúrio, pode ser 

resultado da liberação dessas enzimas do tecido danificado (Rahayu et al., 2022). Foi 

demonstrado que, em uma tentativa de compensar o estresse introduzido pela exposição a um 

agente tóxico como o mercúrio, células podem aumentar a síntese de novas enzimas, na busca 

pelo reestabelecimento da homeostase (Adeyemi & Akanji, 2011; Rahayu et al., 2022).  

Os resultados obtidos com a análise das ATPases revelaram um aumento na atividade 

total de ATPases e de Na+/K+ ATPase, principalmente em ratos expostos ao mercúrio. O 

aumento da atividade dessas enzimas, em condições de estresse oxidativo, pode indicar uma 

resposta celular adaptativa para manter o equilíbrio iônico e a homeostase celular (Contreras et 

al., 2024). As ATPases, são responsáveis pela manutenção do potencial eletroquímico e da 

homeostase das células, essenciais para diversos processos metabólicos e funcionais nas células 

do fígado (Hodeify et al., 2021; Contreras et al., 2024). Ainda, outros estudos já mostraram que 

a Na+/K+ ATPase, em ratos, é mais sensível que a Mg2+ ATPase e a Ca2+ ATPase, o que pode 

explicar a manutenção das atividades da Mg2+ ATPase e da Ca2+ ATPase observadas em animais 

de todos os grupos experimentais neste estudo (Canli et al., 2019; Kalman et al., 2023).  

Ademais, a avaliação quantitativa do parênquima hepático, indicou uma diminuição 

do volume de núcleos de hepatócitos e aumento no volume de capilares sinusoides em ratos 

expostos ao mercúrio. Esses achados sugerem que a exposição ao mercúrio causou degeneração 

celular e a alterações na organização do fígado, possivelmente associado à inflamação local, o 

que pode comprometer a função hepática (Goudarzi et al., 2017; Oliveira et al., 2017). Em 

quadros inflamatórios que estão associados ao aumento da produção de EROs é comum a 

vasodilatação, aumento do fluxo sanguíneo, extravasamento de fluidos e liberação de 

mediadores, como citocinas pró-inflamatórias (Sá et al., 2013). O aumento nas concentrações 

de EROs decorrentes da exposição ao mercúrio pode ser atribuído à ativação de diferentes vias, 

como a do citocromo CYP450 (Othman et al., 2014), e de vias inflamatórias e apoptóticas 

(Roshankhah et al, 2020). A ativação do citocromo CYP450 contribui para a formação de 

radicais livres, levando a danos oxidativos e comprometendo a integridade celular (Moyano et 

al., 2019; Li et al, 2021). Da mesma forma, a ativação de vias inflamatórias e apoptóticas 

aumentam a produção de EROs, causando danos à componentes celulares como proteínas, fato 

observado aqui pelo aumento da concentração de PC em ratos expostos ao mercúrio 

(Roshankhah et al, 2020). 



47 

 

 

 

Diferente do que foi observado em animais que receberam apenas mercúrio, a 

exposição ao eugenol isoladamente ou simultaneamente com o metal, não alterou o peso do 

fígado. Este resultado mostra que o composto fenólico pode ter minimizado o efeito adverso 

causado pelo metal, por meio de suas propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes, que 

auxiliam na manutenção da integridade hepática (Damasceno et al., 2024). De fato, as análises 

histopatológicas realizadas no presente estudo, mostraram que fígado de ratos expostos ao 

eugenol apresentaram morfologia mais preservada quando comparado ao de ratos expostos ao 

mercúrio, com ausência de regiões hemorrágicas e a redução de infiltrados inflamatórios. A 

inflamação e o estresse oxidativo são processos interligados. Durante processos inflamatórios 

ocorre produção exacerbada de EROs no tecido danificado, o que por sua vez estimula ainda 

mais a produção de mediadores pró-inflamatórios (Biswas & de Faria, 2007; Hussain et al., 

2016; García et al., 2017). A atividade anti-inflamatória do eugenol tem sido atribuída a sua 

capacidade de inibir a expressão de marcadores inflamatórios como interleucina-6 (IL-6) e 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Kaur & Alam, 2010; Barboza et al., 2018). Estudos 

anteriores mostraram que compostos fenólicos como o eugenol, podem mitigar danos celulares, 

promovendo a regeneração hepática e diminuindo a resposta inflamatória (Abd El Motteleb et 

al., 2014; Barboza et al., 2018). Dessa forma, ao reduzir o processo inflamatório o eugenol 

também modula o estado redox celular, diminuindo o estresse oxidativo (Barboza et al., 2018). 

Além disso, em ratos expostos de forma simultânea ao eugenol e mercúrio, foi 

observada redução na proporção do metal no fígado. Este resultado reforça a hipótese de que o 

eugenol pode exercer um efeito quelante, sendo capaz de reduzir o acúmulo do metal pesado 

no organismo (Fujisawa & Murakami, 2016). A suplementação com eugenol, ao manter as 

concentrações de microminerais, pode ter contribuído para o aumento da atividade de CAT e 

GST observadas no presente estudo, protegendo as células hepáticas contra danos oxidativos, 

bem como aumentando a sua capacidade de detoxificação (Sies et al., 2017). Esse fato 

corrobora com as evidências da capacidade protetora do eugenol contra os efeitos adversos da 

toxicidade do mercúrio, promovendo um ambiente propício para a função normal das enzimas 

(Abd El Motteleb et al., 2014). 

Ainda, o eugenol exerceu significativo efeito protetor, evidenciado pela redução nas 

concentrações de MDA e NO em animais expostos a ele e ao mercúrio. Isso pode ser explicado 

pelo fato de que o eugenol reduz as concentrações de IL-6 e iNOS, que estão associados à 

redução de MDA e NO (Yeh et al., 2011; Barboza et al., 2018). O único parâmetro em que o 

eugenol não conseguiu remediar foi a concentração de PC. Grupos carbonila (CO) são formados 
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em cadeias laterais de proteínas quando estas são oxidadas e, por serem produtos relativamente 

estáveis, possivelmente o eugenol não exerceu um efeito importante nesta alteração (Dalle-

Donne, 2003). Em suma, os resultados mostram que o eugenol pode aumentar a atividade de 

enzimas antioxidantes, favorecendo a integridade celular e as características morfológicas e 

funcionais do fígado (Yogalakshmi et al., 2010; Gülçin, 2011; Abd El Motteleb et al., 2014).  

Em relação às concentrações de marcadores de dano e metabolismo hepático, ratos 

expostos apenas ao eugenol e expostos ao eugenol e ao mercúrio apresentaram concentrações 

séricas e teciduais próximas às observadas em ratos controle.  Por isso, pode-se sugerir que o 

eugenol, ao reduzir as concentrações de marcadores de estresse oxidativo como o MDA, não 

só protegeu contra o dano celular, mas também ajudou a manter a função hepática (Yogalakshmi 

et al., 2010; Abd El Motteleb et al., 2014). 

As análises da atividade de ATPases mostraram que o eugenol aumentou apenas a 

atividade da Na+/K+ ATPase no fígado de animais expostos apenas a ele. Como já citado no 

presente estudo, já foi descrito que Na+/K+ ATPase, em ratos, é mais sensível que a Mg2+ 

ATPase e a Ca2+ATPase (Canli et al., 2019; Kalman et al., 2023). Portanto, a maior sensibilidade 

da enzima pode explicar o fato de que apenas a atividade de Na+/K+ ATPase foi alterada com a 

exposição ao eugenol, composto que tem se mostrado consideravelmente seguro. Somado a 

isso, como Na+/K+ ATPase exerce um papel crucial na manutenção do potencial eletroquímico 

da célula e, consequentemente, no direcionamento do transporte intracelular e extracelular, o 

aumento observado pode ser uma forma de manutenção da homeostase (Canli et al., 2019; 

Hodeify et al., 2021; Kalman et al., 2023; Contreras et al., 2024).  

Por fim, em concordância com os demais achados, os parâmetros morfométricos e 

estereológicos mostraram que a administração de eugenol teve um papel protetor nas alterações 

causadas pelo mercúrio. Tanto em animais expostos apenas ao eugenol, como naqueles que 

receberem o composto fenólico junto com o mercúrio, o volume de núcleo de hepatócitos e de 

capilares sinusoides foram similares aos observados em ratos do grupo controle. Com isso, mais 

uma vez, o eugenol atuou contribuindo para regeneração hepática e protegendo o órgão contra 

os danos. 

 Conclusão 

Os resultados mostraram que o eugenol é um composto seguro, no tempo e dose 

administrada, capaz de exercer atividade protetora contra a hepatotoxicidade induzida por 

mercúrio em ratos Wistar. A exposição ao mercúrio resultou em alterações patológicas, aumento 

de marcadores de estresse oxidativo e disfunção enzimática, evidenciando o comprometimento 
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da função hepática. A exposição ao eugenol preservou a função hepática e a capacidade 

antioxidante de animais expostos ao metal pesado. Esses achados ressaltam o potencial do 

eugenol como um agente terapêutico promissor na prevenção e tratamento da toxicidade 

hepática associada a metais pesados, sugerindo novas direções para pesquisas futuras sobre 

intervenções naturais na toxicologia hepática. 
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4. CAPÍTULO  2: Eugenol atenua os danos reprodutivos induzidos pelo mercúrio em 
ratos Wistar machos: evidências antioxidantes, histológicas e funcionais 
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Resumo 

A exposição ao mercúrio representa uma preocupação relevante devido aos seus danos à saúde 

reprodutiva masculina, tornando-se essencial a busca por compostos capazes de atenuar os 

efeitos adversos causados pelo metal. Entre esses compostos, o eugenol se destaca como uma 

opção promissora, demonstrando proteção em diversos órgãos contra a toxicidade de metais 

pesados, embora faltem estudos sobre sua eficácia contra toxicidade reprodutiva induzida por 

mercúrio. Com isso, este estudo investigou o papel protetor do eugenol, um composto fenólico 

natural com propriedades antioxidantes conhecidas, contra a toxicidade reprodutiva induzida 

por mercúrio em ratos Wistar machos. Quarenta ratos adultos foram divididos aleatoriamente 

em quatro grupos: controle, eugenol (10 mg Kg-1), mercúrio (0,6 mg Kg-1) e eugenol + 

mercúrio. Os tratamentos foram administrados diariamente por gavagem por 30 dias. Após o 

período experimental, os testículos, epidídimos e amostras de espermatozoides foram 

recuperados e análises bioquímicas, histológicas e enzimáticas foram realizadas para avaliar o 

impacto da exposição ao mercúrio e a potencial ação protetora do eugenol. A exposição ao 

mercúrio reduziu as atividades das enzimas antioxidantes, aumentou os marcadores de danos 

oxidativos, causou alterações na histologia testicular e epididimária, evidenciadas pela presença 

de vacúolo, e diminuiu a motilidade espermática. Notavelmente, o tratamento com eugenol 

manteve a atividade das enzimas antioxidantes, mitigou os danos oxidativos e preservou a 

integridade histológica. Além disso, o eugenol melhorou a motilidade e a produção diária de 

espermatozoides, neutralizando os danos induzidos pelo mercúrio. Essas descobertas sugerem 

que o eugenol é um agente eficaz na proteção contra toxicidade reprodutiva induzida por 

mercúrio, enfatizando sua relevância para o desenvolvimento de estratégias para proteger a 

saúde reprodutiva masculina contra poluentes ambientais. 

 

Palavras-chave: Testículo; Epidídimo; Espermatozoides; Fenólico.  
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Introdução 

O mercúrio é um metal tóxico que se encontra entre os dez principais produtos químicos 

de maior preocupação para a saúde pública de acordo com Organização Mundial da Saúde 

(OMS) (World Health Organization (WHO), 2021; Brocza et al., 2024).  Além das emissões 

provenientes de fontes naturais, como a evaporação da superfície terrestre e erupções 

vulcânicas, a presença de mercúrio no ambiente é intensificada por atividades antropogênicas, 

identificadas como responsáveis por aproximadamente 80% das emissões anuais desse metal 

(Yang et al., 2020). O mercúrio pode ser encontrado de três formas distintas, inorgânica, 

orgânica e elementar, todas com diferentes propriedades toxicológicas, o que torna os estudos 

toxicológicos de compostos de mercúrio importantes para o melhor entendimento de 

mecanismos de ação e suas consequências para o organismo (Albasher et al., 2020; Yang et al., 

2020; Kang et al., 2024). Dentre os compostos de mercúrio, o cloreto de mercúrio (HgCl2) 

destaca-se como uma das formas mais tóxicas, devido à sua capacidade de formar complexos 

organomercúrios com proteínas celulares, contribuindo para a disfunção celular e lesões 

teciduais (Boujbiha et al. 2009). No contexto toxicológico, o mercúrio é classificado como um 

metal pesado, por apresentar densidade relativamente alta (> 5 g cm - 3) e alta toxicidade mesmo 

em baixas concentrações (Machado-Neves, 2022; Witczak et al., 2024). 

A exposição a concentrações elevadas de mercúrio recebe atenção considerável devido 

à sua capacidade de causar neurodegeneração. No contexto da reprodução animal, estudos 

publicados trazem o aparelho reprodutor masculino como um alvo crítico da toxicidade desse 

metal (Boujbiha et al. 2009; Yang et al., 2020; Rahayu et al., 2022; Akarsu et al., 2024). Em 

estudos com modelos murinos, a exposição ao mercúrio foi relacionada a desintegração do 

epitélio seminífero e redução na quantidade de espermatozoides no lúmen testicular e 

epididimário (Boujbiha et al. 2009; Rizzetti et al., 2017). Alterações espermáticas, como 

redução na contagem e motilidade dos espermatozoides, assim como aumento na produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROS) e nas concentrações de marcados de dano oxidativo, 

como o malondialdeído, apontam o mercúrio como indutor de infertilidade masculina (Rao & 

Sharma, 2001; Martinez et al., 2014; Rizzetti et al., 2017). Em humanos, assim como relatado 

em animais, os compostos de mercúrio perturbam funções espermatogênicas e diminuem a 

porcentagem de espermatozoides móveis (Zahir et al., 2005; Boujbiha et al., 2009).  

Dentre os principais mecanismos envolvidos nos danos provocados pelo mercúrio, 

destacam-se o aumento da geração de EROS e interferência na atividade de diferentes enzimas, 

incluindo enzimas da defesa antioxidante e que contêm o grupo tiol (-SH) (Martinez et al., 
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2014). Em sua forma inorgânica, o mercúrio tem grande afinidade por grupos -SH de 

biomoléculas, como glutationa (GSH) e proteínas sulfidrilas, o que pode contribuir para sua 

toxicidade (Clarkson & Magos, 2006). Assim como outros metais, como ferro e manganês, o 

mercúrio recebe atenção considerável devido à sua capacidade de induzir danos oxidativos 

(Clarkson & Magos, 2006; Farina et al., 2013; Martinez et al., 2014). 

Diante dos impactos negativos do mercúrio à saúde reprodutiva masculina e 

considerando o estresse oxidativo como um dos principais mecanismos pelos quais o mercúrio 

induz danos ao aparelho reprodutor masculino, estudos experimentais tornam-se cruciais para 

investigar a eficácia de agentes antioxidantes em prevenir, mitigar ou reverter esses danos. 

Neste contexto, o eugenol, composto fenólico encontrado em óleos essenciais e extratos de 

plantas como o cravo (Syzygium aromaticum), tem se apresentado como um agente terapêutico 

promissor no combate à toxicidade por metais pesados, devido às suas propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias (Ito et al., 2005; Adefegha et al., 2021; Chilukoti et al., 2024). 

O eugenol é reconhecido como um composto seguro, aprovado pela Food and Drug 

Administration para uso como aditivo alimentar, com menor risco de efeitos colaterais quando 

comparado a compostos fenólicos sintéticos (Kumar et al., 2021). Estudos mostram que o 

eugenol exerce um efeito positivo na atividade de enzimas antioxidantes  e na redução da 

produção de óxido nítrico (NO), que em altas concentrações atua como indutor de respostas 

inflamatórias (Rees et al., 1990; Carvalho et al., 2021; Kumar et al., 2021). Ainda, no que diz 

respeito ao aparelho reprodutor foi demonstrado que o eugenol na concentração de 10 mg Kg-1 

não altera a biometria, histologia e histomorfometria dos testículos e epidídimos, assim como a 

produção e o número de espermatozoides em ratos saudáveis (Carvalho et al., 2022a). 

Dados os mecanismos de ação envolvidos na toxicidade do mercúrio e as promissoras 

funções antioxidantes do eugenol, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos tóxicos do 

mercúrio em testículo, epidídimo e espermatozoides, bem como verificar a eficácia do eugenol 

como um agente protetor. Para isso, foram avaliados parâmetros morfológicos e funcionais 

desses órgãos e gametas oriundos de ratos Wistar adultos. 

 

Materiais e métodos  

Animais e declaração de ética 

Quarenta ratos Wistar machos (~100 dias de idade; ± 300g) foram fornecidos pelo 

Biotério Central do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de 

Viçosa (UFV). Os animais foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno e mantidos 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitric-oxide
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sob condições controladas de temperatura (21 °C) e fotoperíodo (ciclo claro/escuro de 12 h). 

Os animais tiveram acesso à ração comercial (Nuvilab CR-1; Quimtia S.A; Paraná, Brazil) e 

água filtrada ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa, Brasil (CEUA nº 

06/2024). Este estudo seguiu rigorosamente as práticas e cuidados na manipulação dos animais 

seguiu as recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA). 

 

Desenho experimental  

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: grupo 

controle, grupo eugenol, grupo mercúrio e grupo eugenol + mercúrio (n = 10/grupo). O HgCl2 

foi dissolvido em água destilada, enquanto o eugenol foi diluído em solução de Tween-20 a 2% 

(veículo) que, de acordo com estudos prévios, não causa alterações teciduais (Carvalho et al., 

2022). Portanto, os ratos receberam por gavagem, respectivamente, 0,5 mL de Tween-20 a 2% 

(veículo), 0,5 mL de eugenol (Sigma Chemical Co. [St. Louis, MO, USA]) na concentração de 

10 mg Kg-1, 0,5 mL de mercúrio (HgCl2; Sigma Chemical Co. [St. Louis, MO, USA]) na 

concentração de 0,6 mg Kg-1, e os dois compostos (igual volume) e nas suas respectivas 

concentrações. A exposição aos dois agentes aconteceu via gavagem respeitando um intervalo 

de 30 minutos entre a ingestão de 0,5 mL de eugenol (10 mg Kg-1) e mercúrio (0,6 mg Kg-1). 

Todos os tratamentos foram realizados diariamente durante 30 dias, caracterizando uma 

exposição subaguda (Eaton & Gilbert, 2013). A concentração de mercúrio corresponde a 100x 

a dose diária de mercúrio inorgânico permitida na água (WHO, 2017). Já a concentração de 

eugenol corresponde a uma dose segura para utilização no tratamento de ratos a longo prazo 

(Carvalho et al., 2022). 

 

Eutanásia, coleta de órgãos e biometria 

Após 30 dias de experimentação, os animais foram pesados, sedados e anestesiados 

com superdosagens de xilazina (30 mg Kg-1 intraperitoneal) e cloridrato de quetamina (300 mg 

Kg-1 intraperitoneal), seguido por punção cardíaca. Em seguida, os testículos e epidídimos 

foram removidos, dissecados, pesados e conservados em fixador ou congelados em nitrogênio. 

O peso corporal final e o peso absoluto dos órgãos reprodutivos foram utilizados para obter o 

peso relativo dos órgãos masculinos normalizando seus pesos com o peso corporal (peso 

absoluto dos órgãos/ peso corporal X 100). 
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Atividades das ATPases totais, Ca2+, Na+/K+ e Mg2+ 

Fragmentos de testículo e epidídimo congelados (100 mg; n = 6/grupo) foram 

processados em tampão Tris-HCl (0,1 M, pH 7,4) e submetidos à centrifugação a 1500 × g por 

10 min a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para analisar a atividade das ATPases total (Evans, 

1969), Ca2+ (Hjertén & Pan, 1983), Na+/K+ (Bonting et al., 1962) e Mg2+ ATPases (Onishi et 

al., 1982). Uma solução de ATP (0,01 M) foi utilizada como substrato para gerar fosfato livre 

pela atividade de ATPases. A reação foi interrompida usando 500 μL de TCA 10% e os tubos 

foram centrifugados a 1.500 xg por 10 min. Posteriormente, o sobrenadante foi utilizado para 

determinar a concentração de fósforo com auxílio de um kit bioquímico (Laboratórios Bioclin, 

Belo Horizonte, MG, Brasil), de acordo com as instruções do fabricante. A quantificação de 

proteínas totais foi realizada pelo método descrito por Bradford (Bradford, 1976). Os resultados 

da atividade de ATPases foram expressos em microgramas de fósforo liberados por minuto por 

miligrama de proteína (Carvalho et al., 2022). 

 

Análise de enzimas antioxidantes marcadores de estresse oxidativo 

Amostras de testículo e epidídimo congelados (n = 6/grupo) foram homogeneizadas em 

tampão fosfato (1 mL/100 mg; pH 7,4) e centrifugadas a 10.000 xg por 10 min a 4°C. O 

sobrenadante foi separado para análises da atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST). A atividade da SOD foi comprovada pelo 

método de autoxidação de pirogalol, que avalia a conversão do ânion superóxido (O₂⁻) em 

peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e oxigênio, conforme descrito por Dieterich et al. (2000). A 

atividade da CAT foi mensurada pela taxa de decomposição de H2O2 (Aebi, 1984). A atividade 

da GST foi avaliada pela formação do conjugado entre 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 

com glutationa (Habig et al., 1974). Todas as análises foram normalizadas com base na 

concentração de proteína total, medida pelo método de Bradford (1976). A atividade dessas 

enzimas foi expressa como unidade (U) por miligrama de proteína. A capacidade antioxidante 

total foi medida pelo método do Poder antioxidante redutor de férrico (FRAP) (Benzie & Strain, 

1996).  

A peroxidação lipídica foi avaliada nos órgãos pela análise das concentrações teciduais 

de malonaldeído (MDA). Para isso, o sobrenadante foi adicionado à solução de TBARS (15% 

de ácido tricloroacético, 0,375% de ácido tiobarbitúrico, 0,25 N de HCl) por 15 min. A formação 

de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico foi monitorada a 535 nm (Buege & Aust, 1978). 

A produção de óxido nítrico (NO) foi medida pela reação de Griess (Tsikas 2007). Nesse 
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método, 50 μL das amostras foram incubadas com reagente de Griess (1:1) (1% sulfanilamida, 

0,1% N-(1-naftil) etilenodiamina e 2,5% de ácido fosfórico). A leitura da absorbância foi a 570 

nm. A oxidação de proteínas foi quantificada por meio da detecção de proteínas carboniladas 

(PC) nos pellets dos órgãos homogeneizados, usando o método do 2,4-dinitrofenil-hidrazina 

(DNPH) (Levine et al.,1994). As análises foram realizadas utilizando leitor de microplaca 

ELISA (Multiskan SkyHigh, Thermo Scientific).  

 

Processamento histológico  

  Testículos e epidídimos (n = 6/grupo) foram imersos em solução fixadora de Karnovsky 

(glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 4% em tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,2) por 24 

horas (Karnovsky, 1965). Após o período de fixação, os epidídimos foram segmentados em 

quatro regiões (segmento inicial, cabeça, corpo e cauda). Os fragmentos dessas regiões e de 

testículos foram desidratados em séries crescentes de etanol (70, 80, 90% e absoluto) e incluídos 

em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Cortes 

semi-seriados de 3 μm de espessura foram obtidos utilizando um micrótomo rotativo (RM 2255, 

Leica, Nussloch, Alemanha), utilizando um a cada 13 cortes para o testículo e um a cada oito 

cortes para o epidídimo, de modo a evitar análises repetidas da mesma área histológica. Lâminas 

contendo os cortes histológicos foram coradas com azul de toluidina + borato de sódio (1%), 

montadas com Entellan (Merck, Alemanha) e analisadas em microscópio óptico (Olympus 

CX40, Tóquio, Japão) (Guimarães-Ervilha et al., 2021). 

 

Histopatologia  

A avaliação histopatológica do testículo e epidídimo (n = 6/grupo) foi realizada em 

ensaios cegos. No testículo, foram analisados 200 túbulos seminíferos por animal, considerando 

os componentes dos túbulos seminíferos (lúmen e epitélio seminífero contendo células 

germinativas e Sertoli), bem como os componentes do interstício (células de Leydig, tecido 

conjuntivo, vasos sanguíneos e linfáticos). Túbulos seminíferos com morfologia normal, 

epitélio seminífero íntegro e formado por células dispostas em camadas, sem presença de 

vacúolos, descamação ou células germinativas no lúmen foram classificados como normais. Já 

os túbulos que apresentaram qualquer alteração na estrutura, como vacuolização celular, 

descamação, deslocamento e presença de detritos celulares na luz, foram classificados como 

anormais. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem (Guimarães-Ervilha et al., 

2021; Souza et al., 2023). A análise histológica do epidídimo foi realizada qualitativamente de 
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acordo com a integridade da estrutura do ducto, incluindo a morfologia epitelial e o conteúdo 

luminal. A ocorrência de alterações, como células germinativas no lúmen, alteração cribriforme 

no epitélio, infiltrados inflamatórios no interstício, vacuolização epitelial, hipertrofia de células 

claras, quantidade e aspecto dos espermatozoides no lúmen foram registradas (Kempinas & 

Klinefelter, 2014).  

 

Morfometria e estereologia testicular 

Para as análises morfométricas, foram obtidas imagens digitais do testículo (n = 

6/grupo) por meio de um Fotomicroscópio (Olympus BX53, Tóquio, Japão) e analisadas usando 

Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Para estimar a proporção 

volumétrica dos componentes do parênquima testicular, utilizamos uma grade com 266 

interseções em 10 imagens digitais aleatórias do parênquima testicular de cada animal, 

totalizando 2.660 pontos por animal. Os pontos correspondentes foram registrados no 

compartimento tubular, diferenciando os pontos no lúmen, no epitélio seminífero, na túnica 

própria e no intertúbulo. A proporção volumétrica desses componentes (PVx) foi determinada 

pela fórmula: PVx (%) = (NT / NTT) * 100, onde x = componente em questão, NT = número 

de pontos sobre o componente específico e NTT é o número de pontos totais (2.660 por animal) 

(Guimarães-Ervilha et al., 2023). O volume de cada componente testicular, expresso em 

mililitros (mL), foi estimado pela multiplicação da proporção volumétrica de cada componente 

pelo volume testicular, dividido por 100. Como a densidade do testículo de mamíferos é em 

torno de 1g mL-1, então a massa do testículo, em gramas, foi considerada igual ao seu volume 

em mL (Tae et al., 2005). Para calcular a proporção volumétrica dos componentes 

intertubulares, 1.000 pontos por animal foram contados no compartimento intertubular.  Foram 

contados pontos em células de Leydig, diferenciando pontos correspondentes ao citoplasma e 

pontos correspondentes ao núcleo das células de Leydig, macrófagos, vasos sanguíneos, tecido 

conjuntivo e espaço linfático. Assim como para o cálculo dos componentes do parênquima 

testicular, a fórmula: PVx (%) = (NT / NTT) * 100, foi utilizada para calcular a proporção 

volumétrica dos componentes intertubulares. 

O diâmetro nuclear das células de Leydig (µm) foi determinado pela média de 30 

núcleos de células de Leydig por animal (Guimarães-Ervilha et al., 2023). O diâmetro dos 

túbulos seminíferos (µm) foi obtido pela média de medições realizadas em 30 cortes 

transversais de túbulos seminíferos, por animal, sendo medidos os túbulos que apresentavam o 

contorno o mais circular possível. O diâmetro foi definido como uma linha reta entre os dois 
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polos do túbulo, começando na túnica própria de uma extremidade, passando pelo centro do 

túbulo, e terminando na túnica própria da outra extremidade. Utilizando os mesmos cortes 

transversais dos túbulos seminíferos, foi medida a altura do epitélio seminífero (µm). Uma linha 

reta foi traçada no centro da secção, partindo da túnica própria até o lúmen do túbulo. O valor 

obtido correspondeu à média de duas medições diametralmente opostas. A partir do diâmetro 

tubular e da altura do epitélio seminífero, foi possível calcular o diâmetro do lúmen dos túbulos 

seminíferos (µm), subtraindo-se do diâmetro do túbulo o dobro da altura do epitélio (Souza et 

al., 2016; Couto-Santos et al., 2020). 

 

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

epididimário 

Espermátides testiculares resistentes à homogeneização (estágio 19 da espermatogênese), bem 

como espermatozoides na cabeça/corpo e cauda do epidídimo foram contados (Robb et al., 1978 

modificado).  O testículo foi descapsulado, pesado e homogeneizado em 5mL de NaCl 0,9% 

contendo Triton X-100 0,05%. Após diluição de 10 vezes, a amostra foi transferida para 

câmaras de Neubauer (quatro campos por animal), e o número de espermátides maduras foi 

contado. Para calcular a produção diária de espermatozoides (DSP), o número de espermátides 

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

no epitélio seminífero. Da mesma forma, as porções da cabeça/corpo e da cauda do epidídimo 

foram cortadas em pequenos fragmentos com tesoura e homogeneizadas, e os espermatozoides 

foram contados conforme descrito para o testículo. O tempo de trânsito do esperma através do 

epidídimo foi determinado por dividindo o número de espermatozoides em cada porção do 

epidídimo pelo DSP (Lima et al., 2018; Guimarães-Ervilha et al., 2021). 

 

Motilidade, viabilidade e morfologia dos espermatozoides 

Fragmentos da cauda do epidídimo foram colocados em uma placa de Petri contendo 

500 µL de BWW a 37 °C, para permitir a liberação dos espermatozoides. Para analisar a 

motilidade total, 10µl do fluido epididimário foi colocado entre lâmina e lamínula, previamente 

aquecidos a 37°C, e avaliados sob aumento de 400x, em microscópio óptico. As células foram 

classificadas em móveis ou imóveis (Morakinyo et al., 2010) e a motilidade foi expressa em 

porcentagem (0-100) (CBRA, 1998). Para análise de viabilidade espermática, uma gota da 

solução de espermatozoides foi misturada com misturada com 1% de eosina e 10% de nigrosina. 

A mistura de espermatozoides-eosina-nigrosina foi colocada em uma lâmina de vidro, e um 
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esfregaço foi preparado. Após a secagem, 200 espermatozoides foram classificados como 

viáveis (não corados) ou inviáveis (corados) por meio de microscopia de luz (Eliasson et al., 

1977). Para a análise da morfologia espermática, 50μl de fluido fixado da cauda epididimária 

foi fixado em 100μl de formaldeído 4% tamponado. Esta preparação foi examinada em 

microscópio de luz com aumento de 1000x, sendo avaliadas 200 células. Foram contabilizados 

espermatozoides com morfologia normal e anormal (defeitos da cabeça e cauda), sendo os 

resultados expressos em porcentagem (Filler, 1993). 

 

Análise estatística 

Os resultados foram submetidos a avaliação de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. 

Posteriormente, os dados foram analisados pela análise de variância (ANOVA) unidirecional, 

seguida do teste post hoc de Tukey. As diferenças foram consideradas significativas quando p < 

0,05. A análise estatística e os gráficos foram gerados utilizando o software estatístico GraphPad 

Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos 

como média ± desvio padrão (média ± DP). 

 

Resultados  

Biometria  

O peso corporal, pesos absoluto e relativo testiculares e peso relativo epididimário não 

apresentaram diferenças entre ratos dos grupos experimentais (p > 0,05; Tab. 1). O peso 

absoluto do epidídimo foi menor em ratos expostos ao mercúrio quando comparado ao peso 

observado no epidídimo de ratos controle e expostos ao eugenol (p < 0,05; Tab. 1).  

 

Tabela 1. Parâmetros biométricos de ratos expostos ao eugenol e ao mercúrio por 30 dias. 

Média ± DP. Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol: 
ratos expostos ao eugenol 10 mg Kg-1 (diluído Tween-20 a 2%; 0,5 mL) por gavagem; Grupo mercúrio: ratos 
expostos ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (diluído em água destilada; 0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol + 
mercúrio: ratos expostos a eugenol 10 mg Kg-1 e, 30 minutos depois, ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL) por 
gavagem.  Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças significativas entre os 
grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 

Parâmetros Controle Eugenol Mercúrio Eugenol + Mercúrio 

Peso corporal (g) 386,60 ± 34,29a 391,20 ± 18,35a 363,00 ± 16,26a 377,50 ± 17,01a 

Testículo (g) 1,75 ± 0,20a 1,58 ± 0,17a 1,61 ± 0,17a 1,74 ± 0,16a 

Testículo (g/100g) 0,46 ± 0,06a 0,41 ± 0,02a 0,45 ± 0,07a 0,46 ± 0,05a 

Epidídimo (mg) 0,69 ± 0,40a 0,62 ± 0,04a 0,60 ± 0,06b 0,68 ± 0,05ab 

Epidídimo (mg/100g) 0,18 ± 0,01a 0,16 ± 0,01a 0,17 ± 0,02a 0,18± 0,01a 
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Atividades das ATPases totais, Ca2+, Na+/K + e Mg2+ 

No testículo, a atividade das ATPases totais e Na+/K+ não diferiu entre os grupos 

experimentais (p > 0,05; Fig. 1A e B). Já a atividade de Ca²⁺ ATPase foi maior em testículos de 

ratos expostos ao mercúrio comparados com o mesmo órgão de animais expostos ao eugenol e 

expostos a eugenol e mercúrio simultaneamente (p < 0,05; Fig. 1C). A exposição ao mercúrio 

também aumentou a atividade testicular de Mg²⁺ ATPase em relação aos animais controle (p < 

0,05; Fig. 1D). No epidídimo, não foram observadas diferenças na atividade de ATPases totais, 

Ca2+, Na+/K+ e Mg2+ entre os ratos dos grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 2 A - D). 

 

Figura 1: Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na atividade de ATPase no testículo de 
ratos Wistar adultos. (A) Atividade total da ATPase, (B) Na⁺/K⁺ ATPase, (C) Ca²⁺ ATPase e (D) Mg²⁺ ATPase. Os 
dados são apresentados como média ± DP. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças 
significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
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Figura 2: Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na atividade de ATPase no epidídimo de 
ratos Wistar adultos. (A) Atividade total da ATPase, (B) Na⁺/K⁺ ATPase, (C) Ca²⁺ ATPase e (D) Mg²⁺ ATPase. Os 
dados são apresentados como média ± DP. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças 
significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
 

Análise de enzimas antioxidantes e metabólitos oxidativos 

A atividade de SOD foi menor nos testículos de animais expostos ao mercúrio que em 

ratos controle (p < 0,05; Fig. 3A). A atividade de CAT não diferiu entre os ratos dos grupos 

experimentais (p < 0,05; Fig. 3B). Já a atividade de GST foi maior no testículo de animais 

expostos ao mercúrio que em ratos controle e expostos ao eugenol (p < 0,05; Fig. 3C). Os 

valores de FRAP e MDA não foram alterados com a exposição ao eugenol e mercúrio, de forma 

isolada ou simultânea (p > 0,05; Fig. 3D e F). Porém, a concentração de NO e PC foi maior em 

ratos expostos ao mercúrio que ratos controle ou expostos somente ao eugenol (p < 0,05; Fig. 

3E e G). 

Em relação ao epidídimo, a atividade de SOD foi menor em animais expostos ao 

mercúrio que animais dos demais grupos experimentais (p < 0,05; Fig. 4A). A atividade de CAT 

e as concentrações de FRAP e MDA não diferiram entre os grupos experimentais (p > 0,05; 

Fig. 4B, D e F). Ratos expostos ao mercúrio apresentaram maior atividade de GST em relação 

aos ratos controles (p < 0,05; Fig. 4C). A exposição ao mercúrio aumentou as concentrações de 

NO em comparação com ratos de todos os outros grupos experimentais (p < 0,05; Fig. 4E). Já 
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a concentração de PC foi maior no epidídimo de ratos expostos ao mercúrio que em ratos 

controle e aqueles expostos simultaneamente ao eugenol e mercúrio (p > 0,05; Fig. 4G). 

 

 
Figura 3: Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na atividade de enzimas antioxidantes e 
nas concentrações de marcadores de estresse oxidativo no testículo de ratos Wistar expostos durante 30 dias. (A) 
Superóxido dismutase (SOD); (B) catalase (CAT); (C) glutationa S-transferase (GST); (D) Capacidade 
antioxidante total (FRAP); (E) Óxido nítrico (NO); (F) Malondialdeído (MDA); e (G) Proteínas carboniladas (PC). 
Os dados são apresentados como média ± DP. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam 
diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
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Figura 4: Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na atividade de enzimas antioxidantes e 
nas concentrações de marcadores de estresse oxidativo no epidídimo de ratos Wistar expostos durante 30 dias. (A) 
Superóxido dismutase (SOD); (B) catalase (CAT); (C) glutationa S-transferase (GST); (D) Capacidade 
antioxidante total (FRAP); (E) Óxido nítrico (NO); (F) Malondialdeído (MDA); e (G) Proteínas carboniladas (PC). 
Os dados são apresentados como média ± DP. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam 
diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
 

Histopatologia  

 Houve diminuição da proporção de túbulos seminíferos classificados como normais em 

ratos expostos apenas ao mercúrio, quando comparados a animais controle e expostos apenas 

ao eugenol (p < 0,05; Tab. 2).   Os testículos de ratos controles e expostos apenas ao eugenol 
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apresentaram, no geral, túbulos seminíferos com estrutura normal, exibindo epitélio íntegro, 

com camadas regulares, distribuição normal de células germinativas e células de Sertoli e com 

espermatozoides no lúmen tubular (Fig. 5A, E, B e F. O intertúbulo apresentou histologia 

normal com células de Leydig características (Fig. 5I e J). Por outro lado, ratos expostos apenas 

ao mercúrio apresentaram maior incidência de patologias nos túbulos seminíferos, 

exemplificadas principalmente pela presença de vacúolos no epitélio seminífero (Fig. 5C). 

Ratos do grupo exposto simultaneamente ao eugenol e ao mercúrio apresentaram, no geral, uma 

arquitetura normal do parênquima testicular (Fig. 5D, H e L). 

Com relação à histopatologia epididimária, em geral, a arquitetura tecidual foi regular, 

com epitélio, lúmen e interstício sem alterações significativas nas regiões de segmento inicial, 

cabeça e corpo para animais dos quatro grupos experimentais (Fig. 6A-P). Entretanto, alguns 

vacúolos foram observados com maior incidência no epitélio da cabeça do epidídimo de ratos 

expostos apenas ao mercúrio (Fig. 6G). Na cauda epididimária de ratos expostos ao mercúrio, 

de forma isolada ou com co-exposição ao eugenol, foi observado aumento considerável no 

tamanho das células claras, quando comparados aos animais controle e expostos apenas com 

eugenol (Fig. 6O e P).
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Figura 5:  Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na histologia testicular de ratos Wistar 
expostos por 30 dias. Coloração azul de toluidina, mostrando o parênquima testicular. Grupo controle (A, E, I); 
Grupo eugenol (B, F, J); Grupo mercúrio (C, G, K); Grupo eugenol + mercúrio (D, H, L). Ep: epitélio seminífero; 
Lu: lúmen; Int.: compartimento intertubular; CS: célula de Sertoli; CL: célula de Leydig; Seta: vacúolo.  Barra de 
escala: (A-D): 100μm; (E-H): 50 μm; (I-L): 20μm. (n = 6 animais/grupo).
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Figura 6:  Efeito do eugenol (10 mg Kg-1) e do mercúrio (0,6 mg Kg-1) na histologia epididimária de ratos 
Wistar expostos por 30 dias. Coloração azul de toluidina, mostrando as quatro regiões do epidídimo. A saber, 
segmento inicial (A-D), cabeça (E-H), corpo (I-L) e cauda (M-P). Grupo controle (A, E, I, M); Grupo eugenol 
(B, F, J, N); Grupo mercúrio (C, G, K, O); Grupo eugenol + mercúrio (D, H, L, O). Ep.: epitélio epididimário; 
Lu.: lúmen; Tc.: tecido conjuntivo; Cabeça de seta: célula clara. Barra de escala: (A-P): 50 μm. (n = 6 
animais/grupo). 
 

Morfometria e estereologia testicular 

 Ratos expostos ao mercúrio apresentaram menor altura do epitélio seminífero quando 

comparados com ratos do grupo controle (p < 0.05; Tab. 2). O diâmetro tubular e o diâmetro do 

lúmen não diferiram entre ratos dos quatro grupos experimentais (p > 0,05; Tab. 2). A proporção 

volumétrica dos compartimentos tubular e intertubular não foi alterada entre ratos expostos ao 

mercúrio e do grupo controle (p > 0,05; Tab. 2), embora a proporção do compartimento tubular 

tenha aumentado e do compartimento intertubular tenha diminuído nos testículos de ratos 

expostos apenas ao mercúrio, quando comparados com ratos expostos ao eugenol (p < 0,05; 

Tab. 2). A proporção de epitélio seminífero foi menor em ratos expostos apenas ao mercúrio 

que em ratos controle e aqueles expostos ao eugenol (p < 0,05; Tab. 2). Além disso, a proporção 

do lúmen foi maior em testículos de ratos expostos ao mercúrio que de ratos controle e aqueles 

expostos apenas ao eugenol e ao eugenol e mercúrio (p < 0,05; Tab. 2). 
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Média ± DP. Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol: ratos expostos ao 
eugenol 10 mg Kg-1 (diluído Tween-20 a 2%; 0,5 mL) por gavagem; Grupo mercúrio: ratos expostos ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 
(diluído em água destilada; 0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol + mercúrio: ratos expostos a eugenol 10 mg Kg -1 e, 30 
minutos depois, ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL) por gavagem.  Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam 
diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 

 

No compartimento intertubular, ratos expostos ao mercúrio apresentaram maior 

proporção volumétrica e volume de vasos sanguíneos que ratos controle e expostos ao 

eugenol (p < 0,05; Tab. 3). A ingestão simultânea de eugenol e mercúrio reduziu o percentual 

de vasos sanguíneos testiculares que animais expostos ao mercúrio somente (p < 0,05; Tab. 

3). A proporção volumétrica e o volume de células de Leydig foram menores em ratos 

expostos ao mercúrio que em ratos controle e aqueles expostos ao eugenol (p < 0,05; Tab. 

3). A ingestão simultânea de eugenol e mercúrio não alterou o volume de células de Leydig 

em relação ao observado em ratos controle e aqueles expostos ao eugenol (p > 0,05; Tab. 3). 

A proporção volumétrica de tecido conjuntivo, espaço linfático e macrófagos, assim como 

seus respectivos volumes não diferiram entre os grupos experimentais (p > 0,05; Tab. 3). 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Histopatologia, histomorfometria e estereologia testicular em ratos expostos oralmente ao 

eugenol e mercúrio por 30 dias. 
Parâmetros Controle Eugenol Mercúrio Eugenol + Mercúrio 

Patologia testicular     

Túbulos seminíferos normais (%) 93,67 ± 2,50a 93,17 ± 2,04a 89,17 ± 2,48b 91,67 ± 2,16ab 

Túbulos seminíferos anormais (%) 6,33 ± 2,50a 6,83 ± 2,04a 10,83 ± 2,48b 8,33 ± 2,16ab 

Morfometria testicular     

Diâmetro tubular (μm) 355,60 ± 14,59 a 355,90 ± 6,61 a 346,10 ± 4,97a 354,60 ± 6,46a 

Altura do epitélio (μm) 105,20 ± 3,84a 104,60 ± 5,05ab 99,12 ± 1,88b 103,00 ± 3,68ab 

Diâmetro do lúmen (μm) 145,20 ± 16,79a 146,70 ± 11,64a 147,80 ± 5,44a 148,70 ± 6,13a 

Proporção volumétrica     

Compartimento tubular (%) 84,07 ± 0,91ab 83,28 ± 1,63a 85,43 ± 0,58b 83,77 ± 0,88ab 

Compartimento intertubular (%) 15,93 ± 0,91ab 16,72 ± 1,63a 14,57 ± 0,58b 16,23 ± 0,88ab 

Epitélio seminífero (%) 54,20 ± 1,27a 54,15 ± 2,05a 51,89 ± 0,60b 53,40 ± 1,18ab 

Túnica própria (%) 13,78 ± 0,93a 13,00 ± 0,70a 13,88 ± 0,94a 12,92 ± 1,19a 

Lúmen (%) 16,09 ± 1,19a 16,12 ± 0,80a 19,66 ± 0,96b 17,45 ± 0,76a 
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Tabela 3. Histomorfometria e estereologia do compartimento intertubular dos testículos de ratos 

expostos ao eugenol e ao mercúrio por 30 dias. 

Média ± DP. Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol: ratos expostos 
ao eugenol 10 mg Kg-1 (diluído Tween-20 a 2%; 0,5 mL) por gavagem; Grupo mercúrio: ratos expostos ao mercúrio 0,6 
mg Kg-1 (diluído em água destilada; 0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol + mercúrio: ratos expostos a eugenol 10 mg 
Kg-1 e, 30 minutos depois, ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL) por gavagem.  Diferentes letras sobrescritas na mesma 
linha (a e b) indicam diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 
ratos/grupo). 
 

O diâmetro nuclear das células de Leydig foi significativamente menor em ratos expostos ao 

mercúrio quando comparados com ratos do grupo controle (p < 0,05; Tab. 4).  A porcentagem de 

núcleos de células de Leydig não foi alterada nos ratos expostos ao mercúrio em relação com 

animais controle (p > 0,05; Tab. 4), embora tenha apresentado redução quando comparados com 

animais do grupo eugenol e do grupo exposto ao eugenol e ao mercúrio (p < 0,05; Tab. 4). A 

porcentagem de citoplasma, assim como o volume nuclear, o volume citoplasmático e o número de 

células de Leydig por testículo não diferiram entre os animais dos quatro grupos experimentais (p > 

0,05; Tab. 4).

Parâmetros Controle Eugenol Mercúrio Eugenol + Mercúrio 

Proporção volumétrica     

Tecido conjuntivo (%) 4,08 ± 0,77a 3,80 ± 0,66a 3,78 ± 0,20a 4,66 ± 0,73a 

Espaço linfático (%) 0,60 ± 0,15a 0,59 ± 0,10a 0,53 ± 0,10a 0,51 ± 0,09a 

Vaso sanguíneo (%) 1,12 ± 0,19a 1,28 ± 0,19a 1,90 ± 0,40b 1,38 ± 0,24a 

Macrófagos (%) 0,22 ± 0,12a 0,22 ± 0,15a 0,24 ± 0,09a 0,31 ± 0,15a 

Célula de Leydig (%) 9,91 ± 0,48a 10,83 ± 1,30a 8,10 ± 0,34b 9,38 ± 1,11ab 

Volume     

Tecido conjuntivo (mL) 0,14 ± 0,03a 0,12 ± 0,03a 0,12 ± 0,02a 0,16 ± 0,03a 

Espaço linfático (mL) 0,02 ± 0,004a 0,02 ± 0,005a 0,02 ± 0,003a 0,02 ± 0,003a 

Vaso sanguíneo (mL) 0,03 ± 0,01a 0,03 ± 0,01a 0,05 ± 0,01b 0,04 ± 0,01ab 

Macrófagos (mL) 0,01 ±0,003a 0,01 ± 0,003a 0,01 ± 0,002a 0,01 ± 0,004a 

Célula de Leydig (mL) 0,33 ± 0,05a 0,32 ± 0,03a 0,25 ± 0,02b 0,31 ± 0,03a 
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Tabela 4. Histomorfometria e estereologia das células de Leydig em testículos de ratos expostos ao eugenol e mercúrio por gavagem durante 30 

dias.  

Média ± DP. Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL); Grupo eugenol: ratos expostos ao eugenol 10 mg Kg-1 (diluído Tween-20 a 2%; 0,5 mL); Grupo 
mercúrio: ratos expostos ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (diluído em água destilada; 0,5 mL); Grupo eugenol + mercúrio: ratos expostos a eugenol 10 mg Kg-1 e, 30 minutos depois, 
ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL).  Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de 
Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
 

 

 

 

Parâmetros Controle Eugenol Mercúrio 

Eugenol + 

Mercúrio 

Diâmetro nuclear (μm) 7,48 ± 0,25a 7,15 ± 0,12ab 6,96 ± 0,33b 6,97 ± 0,21b 

Porcentagem nuclear (%) 2,55 ± 0,76ab 3,00 ± 0,43a 1,80 ± 0,42b 1,95 ± 0,40b 

Porcentagem de citoplasma (%) 7,36 ± 0,69a 7,83 ± 1,38a 6,29 ± 0,23a 7,43 ± 1,28a 

Volume nuclear (μm3) 220,10 ± 21,91a 193,80 ± 34,55a 191,50 ± 9,65a 194,30 ± 30,66a 

Volume citoplasmático (μm3) 708,80 ± 307,10a 647,10 ± 182,40a 516,90 ± 164,00a 707,00 ± 211,50a 

Volume celular (μm3) 928,90 ± 316,00a 840,80 ± 197,10a 708,40 ± 170,00a 901,30 ± 217,30a 

Número de células/testículo (×106) 397,10 ± 160,20a 443,60 ± 88,59a 310,30 ± 60,55a 371,70 ± 102,00a 
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Produção espermática testicular diária, número de espermatozoides e tempo de trânsito no 

epidídimo  

O número de espermátides no testículo e DSP foram menores nos ratos expostos ao 

mercúrio do que em ratos controle e expostos apenas ao eugenol e expostos simultaneamente 

aos dois compostos (p < 0,05; Tab. 5). O tempo de trânsito do esperma nas regiões cabeça/corpo 

do epidídimo não diferiu em nenhum dos grupos experimentais (p > 0,05; Tab. 5), 

diferentemente do observado na cauda do epidídimo, onde o tempo de trânsito foi maior para 

ratos expostos ao mercúrio quando comparados com ratos expostos apenas com eugenol (p < 

0,05; Tab. 5)
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Tabela 5. Contagem de espermatozoides no testículo e epidídimo e tempo de trânsito no epidídimo de ratos expostos ao eugenol e 

mercúrio por 30 dias 

Média ± DP. Grupo controle: ratos que receberam Tween-20 a 2% (0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol: ratos expostos ao eugenol 10 mg Kg-1 (diluído Tween-20 a 2%; 
0,5 mL) por gavagem; Grupo mercúrio: ratos expostos ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (diluído em água destilada; 0,5 mL) por gavagem; Grupo eugenol + mercúrio: ratos 
expostos a eugenol 10 mg Kg-1 e, 30 minutos depois, ao mercúrio 0,6 mg Kg-1 (0,5 mL) por gavagem.  Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam 
diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
 

 

 

 

Parâmetros Controle Eugenol Mercúrio 
Eugenol + Mercúrio 

Número de espermátides (x106/testículo) 
187,90 ± 26,52a 161,90 ± 9,00a 130,20 ± 4,80b 156,40 ± 11,75a 

Número de espermátides (x106/g testículo) 
118,80 ± 13,59a 129,80 ± 5,15a 109,10 ± 17,26a 109,00 ± 10,06a 

Produção diária de espermatozoides (x106/órgão) 
30,81 ± 4,35a 26,54 ± 1,48a  21,34 ± 0,79b 25,64 ± 1,93a 

Número de espermatozoides da cabeça/corpo epidídimo (x106/órgão) 
139,00 ± 9,67a 110,00 ± 20,13a 106,50 ± 28,92a 132,10 ± 17,20a 

Número de espermatozoides da cabeça/corpo epidídimo (x106/g órgão) 
87,94 ± 7,94a 78,56 ± 14,38a 78,85 ± 15,47a 84,63 ± 11,54a 

Tempo de trânsito de espermatozoides na cabeça/corpo (dias) 
4,60 ± 0,77a 4,16 ± 0,80a 5,01 ± 1,46a 5,14 ± 0,25a 

Número de espermatozoides da cauda do epidídimo (x106/órgão) 
224,20 ± 14,65a 187,90 ± 41,70a 211,10 ± 32,91a 217,50 ± 19,08a 

Número de espermatozoides da cauda do epidídimo (x106/g órgão) 
105,60 ± 5,36a 97,94 ± 16,85a 96,25 ± 6,70a 105,80 ± 11,78a 

Tempo de trânsito de espermatozoides na cauda do epidídimo (dias) 
7,42 ± 1,38ab 7,03 ± 1,17a 9,88 ± 1,39b 8,55 ± 1,27ab 
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Motilidade, viabilidade e morfologia espermática 

A motilidade espermática em ratos expostos apenas ao mercúrio foi a menor observada 

em relação aos demais grupos experimentais (p < 0,05; Fig. 7A). Não houve diferença entre os 

grupos experimentais quanto as médias obtidas para viabilidade espermática (p > 0,05; Fig. 

7B). A proporção de espermatozoides com morfologia normal foi menor em ratos expostos ao 

mercúrio que o observado em ratos controle e aqueles expostos ao eugenol (p < 0,05; Fig. 7C). 

 

Figura 7:  Efeito do tratamento com 10 mg Kg-1 de eugenol nos parâmetros espermáticos de ratos Wistar expostos 
a 0,6 mg Kg-1 de mercúrio por 30 dias. Motilidade espermática (A), espermatozoides viáveis (B), espermatozoides 
com morfologia normal (C) nos grupos controle, eugenol, mercúrio e eugenol + mercúrio. Os dados são 
apresentados como média ± DP.   Diferentes letras sobrescritas na mesma linha (a e b) indicam diferenças 
significativas entre os grupos (p < 0,05) por ANOVA e teste de Tukey. (n = 6 ratos/grupo). 
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Discussão 

O eugenol na concentração de 10 mg Kg-1 mostrou ser um composto seguro para os 

órgãos reprodutores e gametas masculinos, preservando os parâmetros avaliados em ratos 

saudáveis. Por outro lado, o mercúrio administrado na concentração de 0,6 mg Kg-1 resultou 

em alterações morfológicas e funcionais testiculares, epididimárias e espermáticas. A presença 

de vacúolos no epitélio dos dois órgãos, redução na atividade de enzimas antioxidantes, 

aumento nos níveis de marcadores de dano oxidativo e diminuição na motilidade espermática 

também já foram descritos em estudos anteriores que verificaram os efeitos deletérios do 

mercúrio no aparelho reprodutor masculino (Boujbiha et al., 2011; Martinez et al., 2014; Kang 

et al., 2024). A exposição ao eugenol promoveu a manutenção da atividade de enzimas 

antioxidantes e preservou características morfológicas e funcionais do testículo, epidídimo e 

espermatozoides. O eugenol atuou como um agente protetor, atenuando os danos causados pelo 

mercúrio e preservando parâmetros reprodutivos de ratos Wistar. Esses resultados são apoiados 

pelo conhecimento sobre o potencial antioxidante do eugenol, inclusive no contexto da 

intoxicação por metais pesados (Kumar et al., 2021). Portanto, o presente estudo evidencia a 

relevância do eugenol como um agente terapêutico emergente a ser utilizado no 

desenvolvimento de estratégias que visam mitigar os danos reprodutivos causados por metais 

pesados. 

Embora os pesos absolutos e relativos do testículo e o peso relativo do epidídimo não 

tenham diferido entre ratos dos quatro grupos experimentais, observou-se uma redução do peso 

absoluto do epidídimo naqueles expostos ao mercúrio. Além disso, as análises morfométricas e 

estereológicas testiculares mostraram que as células de Leydig também foram afetadas pela 

exposição ao metal, apresentando redução no diâmetro e na porcentagem nuclear. Metais 

pesados como cádmio, chumbo e mercúrio aumentam a produção de radicais livres, que 

danificam as células de Leydig, alterando a sua morfologia e número com consequente redução 

na produção de testosterona (Machado-Neves, 2022).  Disfunções persistentes nessas células 

comprometem a espermatogênese, uma vez que baixas concentrações de testosterona podem 

levar à disfunção das células de Sertoli (Boujbiha et al., 2011; Machado-Neves, 2022). Dessa 

forma, sugere-se que os danos causados pelo mercúrio às células de Leydig e ao processo da 

espermatogênese podem ter influenciado na redução do peso absoluto do epidídimo observado 

no presente estudo. Além disso, Rao & Sharma (2001) observaram nos animais expostos ao 

mercúrio uma diminuição nas concentrações de proteínas epididimárias e de componentes 
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essenciais à maturação espermática, como o ácido siálico, mostrando que esse metal pesado 

pode afetar a fisiologia e o peso do órgão.  

Em relação às atividades das ATPases, a exposição ao mercúrio alterou a atividade de 

algumas ATPases no testículo, mas não no epidídimo. Especificamente, houve um aumento 

significativo nas atividades de Ca2+ ATPase e Mg2+ ATPase em testículos de ratos expostos ao 

mercúrio. A Ca²⁺ ATPase é crucial nos testículos para a homeostase do cálcio, um íon essencial 

para a sinalização celular (Qi et al., 2007). O aumento na atividade da Ca²⁺ ATPase, portanto, 

pode ser uma tentativa compensatória das células testiculares para manter a homeostase do 

cálcio frente ao estresse induzido pelo mercúrio (Qi et al., 2007; Mohammadi et al., 2018).  Em 

células de mexilhão, foi observado que os íons de mercúrio, como Hg2+, podem atuar ativando 

vias celulares que controlam a expressão do gene de Ca2+ ATPase, como a via de sinalização da 

tirosina quinase, contribuindo assim para o aumento na atividade da enzima (Marchi et al., 

2000; Burlando et al., 2004). A maior atividade de Mg²⁺ ATPase que também foi observada, 

pode ter implicações semelhantes, já que o magnésio é essencial para regulação de processos 

metabólicos e a manutenção da integridade da membrana celular (Hodeify et al., 2021). A 

ativação de Mg²⁺ ATPase pode ser uma resposta adaptativa a um aumento na concentração de 

metais pesados no organismo, que pode interferir no transporte iônico normal, afetando a 

função das células testiculares (Ballatori, 2002; Hodeify et al., 2021; Contreras et al., 2024). 

Portanto, o papel dos canais iônicos e das ATPases no transporte de metais pesados, através de 

mimetismo iônico, pode explicar o aumento na atividade de ambas ATPases (Ballatori, 2002). 

Ademais, os resultados do presente estudo mostraram que a exposição ao mercúrio 

diminuiu a atividade de SOD testicular e epididimária, acompanhada por um aumento nas 

concentrações dos marcadores oxidativos NO e PC. A SOD é uma enzima que faz parte da 

primeira frente de defesa antioxidante, extremamente importante na manutenção da integridade 

dos órgãos como os testículos e epidídimos contra os danos oxidativos (Sies et al., 2017).  Esses 

resultados reforçam a hipótese de que, em testículos e epidídimos, o estresse oxidativo 

decorrente da produção excessiva de EROs e da redução na atividade de enzimas antioxidantes, 

é uma das principais consequências da exposição a tóxicos como o mercúrio (Milaeva et al., 

2004; Balali-Mood et al., 2021; Machado-Neves, 2022; Naderi et al., 2023). O estresse 

oxidativo em animais expostos ao mercúrio pode ser atribuído à ativação de vias inflamatórias 

e apoptóticas induzidas pelo metal (Roshankhah et al, 2020). Além disso, a superprodução de 

NO em resposta à exposição a tóxicos, é amplamente conhecida por comprometer o estado 

antioxidante de sistemas biológicos (Rees et al., 1990). Por outro lado, a atividade de GST, 

tanto no testículo quanto no epidídimo, foi maior em animais expostos ao mercúrio. Os 
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componentes celulares essenciais para a defesa contra o estresse oxidativo incluem enzimas de 

desintoxicação, como GST, que desempenham papel vital na sobrevivência das células 

germinativas masculinas e dos espermatozoides (Rao & Shaha, 2000; Martinez et al., 2017). Já 

foi descrito que a inibição específica da GST resulta em aumento de apoptose das células 

germinativas (Rao & Shaha, 2000). Portanto, o aumento da atividade da GST observado no 

presente estudo pode estar relacionado a um mecanismo compensatório de desintoxicação, 

semelhante ao observado em outros estudos que relataram aumento na atividade de GST na 

próstata de ratos Wistar expostos ao HgCl2 (Rao & Shaha, 2000; Martinez et al., 2017). 

No diz respeito à análise histopatológica, os resultados revelaram danos moderados nos 

túbulos seminíferos de ratos expostos ao mercúrio, caracterizados principalmente por 

vacuolização epitelial, um achado consistente com relatos anteriores (Albasher et al.,2020; 

Almeer et al., 2020). A vacuolização do epitélio seminífero pode ser atribuída a diferentes 

alterações degenerativas, como o acúmulo de fluidos e lipídios intracelulares, assim como danos 

às células de Sertoli, que desempenham papel crucial no suporte estrutural e funcional das 

células germinativas (Creasy et al., 2012). De fato, danos às células de Sertoli associados à 

exposição ao mercúrio já foram descritos e reforçam sua vulnerabilidade frente à toxicidade de 

metais pesados (SaravanaKumar et al., 2014). No epidídimo, observou-se que o mercúrio 

induziu vacuolizações epiteliais, particularmente na região de cabeça. Essas alterações podem 

comprometer processos essenciais como a maturação, transporte e armazenamento de 

espermatozoides, impactando diretamente a fertilidade masculina, uma vez que a vacuolização 

do epitélio do epidídimo pode resultar de uma série de alterações, incluindo acúmulo de fluidos 

e glicoproteínas (Creasy et al., 2012). 

 Em concordância com a análise histopatológica, a morfometria e a estereologia 

mostraram alterações significativas na arquitetura testicular de animais expostos ao mercúrio, 

que indicam um comprometimento estrutural e funcional. A redução do epitélio seminífero, é 

típica da toxicidade causada por metais pesados, refletindo uma desorganização do 

microambiente necessário à espermatogênese (Massanyi et al., 2007). No compartimento 

intertubular, observou-se um aumento na proporção volumétrica de vasos sanguíneos em 

resposta ao mercúrio, possivelmente associado à inflamação local (Roshankhah et al, 2020). 

Em quadros inflamatórios, sejam agudos ou crônicos, é comum a vasodilatação, aumento do 

fluxo sanguíneo, extravasamento de fluidos e liberação de mediadores pró-inflamatórios, como 

citocinas (Sá et al., 2013).   

Ademais, o mercúrio ingerido isoladamente alterou a motilidade e a morfologia dos 

espermatozoides. A exposição ao mercúrio está associada a alterações na expressão de genes 
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críticos para processos como a espermatogênese e a motilidade espermática, o que pode 

comprometer a fertilidade masculina (Qi et al., 2007; Zhang et al., 2016).  Mohammadi et al. 

(2018) relataram que a administração de HgCl2 em camundongos, resultou em uma redução na 

contagem e no percentual de espermatozoides morfologicamente normais, corroborando os 

resultados deste estudo. Além disso, já foi observado que a exposição ao  HgCl2 afeta 

negativamente a expressão de genes relacionados ao transporte de cálcio em espermatozoides, 

como CatSper1 e CatSper2, que desempenham papéis fundamentais na regulação da entrada 

de cálcio na cauda dos espermatozoides, um processo essencial para a capacitação espermática 

e a capacidade de penetração na zona pelúcida do ovócito (Qi et al., 2007). Além das alterações 

genéticas, os danos espermáticos induzidos pelo mercúrio podem ser atribuídos à produção 

exacerbada de EROs (Ko et al., 2014). Embora níveis fisiológicos de EROs sejam necessários 

para eventos relacionados à capacitação espermática, a exposição a concentrações elevadas 

conduz os espermatozoides a um estado de estresse oxidativo, apontado como uma das 

principais causas de falhas reprodutivas masculinas (Lavranos et al., 2012; Ko et al., 2014; 

Aitken, 2017). Sob condições de estresse oxidativo, ocorre peroxidação lipídica nos ácidos 

graxos insaturados da membrana plasmática do espermatozoide, o que prejudica funções 

essenciais, como motilidade e capacidade de penetração no ovócito (Aitken, 2017). Além disso, 

o estresse oxidativo também está associado a danos à integridade do DNA espermático, tendo 

graves implicações como redução na fertilidade, aumento das taxas de aborto espontâneo e 

maior risco de doenças na descendência (Aitken & Curry, 2011). A produção diária de 

espermatozoides foi reduzida em ratos expostos ao mercúrio, como relatado em outros trabalhos 

que associaram exposição ao mercúrio à redução na produção diária de espermatozoides 

(Martinez et al., 2014b; Jahan et al., 2019). Essa redução pode ser associada a alterações 

histológicas como a diminuição da altura e da proporção de epitélio nos túbulos seminíferos, 

observadas nas análises morfométricas. Por fim, o tempo de trânsito epididimário, 

particularmente na região da cauda, foi afetado pelo mercúrio, o que pode comprometer a 

maturação espermática. Durante o trânsito através do epidídimo, os espermatozoides sofrem 

maturação e adquirem motilidade progressiva e capacidade de fertilizar o ovócito (Fernandez 

et al., 2007; da Silva et al., 2011).  

Diferente do que foi observado em animais expostos ao mercúrio, a exposição ao 

eugenol, não causou alteração no peso do epidídimo, corroborando com resultados anteriores 

de Carvalho et al. (2022), onde a exposição ao eugenol em diferentes concentrações, incluindo 

de a 10 mg Kg-1, não alterou o peso absoluto e relativo dos testículos nem dos epidídimos. 

Outros trabalhos mostraram que fontes de eugenol, como o extrato de cravo, em concentrações 

https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1382668918300425#bib0120
https://onlinelibrary-wiley.ez35.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1002/mrd.22871#mrd22871-bib-0007
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de até 15 mg Kg-1 estimularam as atividades secretoras do epidídimo, incluindo a secreção 

de ácido siálico, o que contrasta com a exposição ao mercúrio, na qual a atividade secretora do 

órgão foi reduzida (Rao & Sharma, 2001; Mishra & Singh, 2013).  

 A exposição ao eugenol isoladamente ou simultaneamente com o mercúrio, não 

modificou a atividade de ATPases testiculares e epididimárias, reforçando a hipótese de que o 

eugenol pode exercer um efeito quelante, capaz de mitigar a bioacumulação de metais pesados 

e assim promover um ambiente propício para o funcionamento normal das enzimas (Abd El 

Motteleb et al., 2014; Fujisawa & Murakami, 2016; Kang et al., 2024).   

As análises de enzimas antioxidantes e metabólitos oxidativos mostraram que a 

atividade da SOD, após a exposição simultânea ao eugenol e mercúrio, se manteve próxima da 

observada em animais controle.  No epidídimo, foi observado um aumento da atividade de SOD 

em ratos expostos ao eugenol, quando comparado com ratos expostos ao mercúrio. Esse 

aumento pode estar associado a capacidade do eugenol de interagir com enzimas antioxidantes, 

como a SOD, melhorando sua atividade antioxidante (Carvalho et al., 2021). Além disso, o 

aumento na atividade da enzima reforça a capacidade do eugenol de interagir rapidamente com 

EROS, como os radicais hidroxila (OH•) e ânion superóxido (O2
-), para proteger estruturas 

celulares contra danos caudados por esses radicais, contribuindo para a redução nas 

concentrações de marcadores de danos oxidativos como NO e PC (Fujisawa et al., 2002; 

Nagababu et al., 2010). Outros estudos já mostraram que a exposição ao eugenol inibe a 

expressão de marcadores inflamatórios como óxido nítrico sintase induzível (iNOS), causando 

consequente redução nas concentrações de NO (Kaur & Alam, 2010; Barboza et al., 2018). Em 

ratos expostos ao eugenol e em co-tratados, a atividade da GST foi semelhante à observada em 

ratos controle, indicando que o eugenol atua tanto na prevenção da formação de EROS quanto 

na promoção de mecanismos de detoxificação (Carvalho et al., 2022). Embora não tenham sido 

observadas alterações significativas nas concentrações de MDA e na atividade de CAT, os 

resultados gerais sugerem um impacto positivo do eugenol sobre o sistema antioxidante. 

A análise histopatológica mostrou que a ingestão de eugenol foi capaz de prevenir danos 

induzidos pelo mercúrio. Observou-se um aumento na proporção de túbulos seminíferos 

normais e preservação da organização celular, em conformidade com achados prévios 

(Carvalho et al., 2022). Esses resultados destacam o potencial protetor do eugenol contra a 

toxicidade reprodutiva, reforçando sua eficácia como agente terapêutico antioxidante e anti-

inflamatório. Ainda, os dados morfométricos e estereológicos, mostram que o eugenol atenuou 

os danos causados pela exposição ao mercúrio, resultando em melhorias na integridade do 

epitélio seminífero. Notavelmente, o eugenol contribuiu com redução na proporção de vasos 
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sanguíneos e preservou a arquitetura do microambiente testicular. O impacto anti-inflamatório 

do eugenol pode estar relacionado à inibição da via de sinalização do fator nuclear kappa B 

(NF-κB), um regulador central de processos inflamatórios. Essa via é crucial na transcrição de 

citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-1β (IL-

1β) e interleucina-6 (IL-6) (Barboza et al., 2018). Evidências sugerem que o eugenol inibe a via 

do NF-κB, reforçando sua eficácia anti-inflamatória (Islam et al., 2017). A exposição ao eugenol 

não afetou parâmetros relacionados às células de Leydig, evidenciando sua capacidade de 

proteger e regular a produção hormonal (Mishra & Sing, 2008; Mishra & Singh, 2013). Em 

particular, fontes naturais de eugenol, como o extrato de cravo, têm sido associadas ao estímulo 

da produção de testosterona por meio da ativação de enzimas esteroidogênicas, como a 3-β e a 

17-β-hidroxiesteroide desidrogenase, em concentrações de até 15 mg Kg-1 (Mishra & Sing, 

2008; Mishra & Singh, 2013; Carvalho et al., 2022).  As análises morfométricas e estereológicas 

forneceram uma base quantitativa essencial para avaliar os impactos do mercúrio e os potenciais 

efeitos protetores do eugenol. Esses resultados destacam a relevância do uso de parâmetros 

quantitativos na compreensão das alterações histológicas e na avaliação da eficácia de 

intervenções antioxidantes. 

Por fim, com relação aos gametas masculinos, a exposição ao eugenol manteve a 

motilidade espermática a uma proporção próxima à observada em ratos controle, embora as 

alterações morfológicas não tenham sido completamente evitadas. Nesse contexto, o efeito 

protetor do eugenol na motilidade espermática pode ser atribuído à sua capacidade antioxidante, 

que reduz o estresse oxidativo e protege contra a degradação de proteínas essenciais para a 

funcionalidade espermática (Abd El Motteleb et al., 2014).  A exposição ao eugenol promoveu 

melhorias tanto nos parâmetros histológicos quanto na produção espermática, sugerindo que a 

preservação da integridade estrutural dos túbulos seminíferos desempenha um papel essencial 

na recuperação funcional dos testículos. Além disso, o eugenol foi capaz de restaurar o tempo 

de trânsito e a dinâmica do transporte espermático, o que resultou em melhorias na qualidade 

dos gametas masculinos. 

 

Conclusão 

Os resultados deste estudo evidenciaram que a exposição ao mercúrio comprometeu 

parâmetros reprodutivos masculinos, promovendo alterações morfológicas, funcionais e 

bioquímicas em testículo, epidídimo e espermatozoides, tais como presença de vacúolos no 

testículo e epidídimo, aumento nas concentrações de marcadores de estresse oxidativo, 

alterações na atividade enzimática antioxidante e redução na motilidade espermática. Por outro 
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lado, o eugenol demonstrou significativa atividade protetora, preservando a integridade 

histológica, reduzindo o estresse oxidativo e mantendo a qualidade espermática. Esses achados 

reforçam o potencial do eugenol como um agente terapêutico eficaz contra a toxicidade 

reprodutiva induzida pelo mercúrio, destacando sua relevância para o desenvolvimento de 

estratégias protetoras em contextos de exposições ambientais a metais pesados. 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram de forma consistente a atividade protetora 

do eugenol contra os danos hepáticos e reprodutivos induzidos pela exposição ao mercúrio em 

ratos Wistar machos. Embora o eugenol não tenha sido capaz de atenuar o aumento da 

concentração de proteínas carboniladas no fígado provocada pelo mercúrio, sua ação 

antioxidante se mostrou eficaz na prevenção dos demais danos hepáticos e reprodutivos 

causados pelo metal. A administração do eugenol reduziu a bioacumulação do mercúrio no 

fígado e o estresse oxidativo, preservando a integridade funcional e estrutural do órgão. No 

aparelho reprodutor masculino, o composto mostrou efeito protetor ao manter a atividade 

antioxidante e preservar as características morfológicas e funcionais testiculares, epididimárias 

e espermáticas, reforçando seu potencial efeito protetor. Dessa forma, o presente estudo reforça 

o papel do eugenol como um agente terapêutico, com potencial aplicação na prevenção dos 

efeitos adversos da toxicidade por metais pesados. Além disso, os achados desta pesquisa 

fornecem bases para o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas e estratégias de 

prevenção contra danos induzidos por poluentes ambientais.  

 


