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RESUMO 

O manganês é um metal essencial para o desenvolvimento e diversas funções do 

organismo. O contato dos seres vivos com esse elemento pode ocorrer através da 

exposição oral e ocupacional, uma vez que está amplamente presente no ambiente 

devido a sua grande utilização industrial. Entretanto, apesar de ser fundamental para 

o organismo, o manganês se torna tóxico em concentrações acima dos níveis 

fisiológicos e pode afetar diversos sistemas orgânicos, entre eles, o reprodutivo. 

Baseado nessa toxicidade e em sua capacidade de atravessar a barreira 

placentária, o presente estudo teve como objetivo verificar o efeito de concentrações 

realistas de manganês sobre a morfologia do sistema reprodutor após exposição 

crônica e multigeracional. Sendo assim, sessenta camundongos Swiss (geração F0) 

foram expostos ao cloreto de manganês (MnCl2) nas doses de 0 (controle), 0,013, 

0,13 e 1,3 mg/kg/dia, por 60 dias. Em seguida, foram isolados para acasalamento e 

a prole (geração F1) foi exposta durante o período intrauterino, de amamentação e 

por mais 60 dias após o desmame. Ao término do experimento os animais foram 

eutanasiados e os testículos e ovários passaram por processamento histológico para 

avaliação de parâmetros histomorfométricos e estereológicos. Além disso, foi 

realizado esfregaço em lâmina a partir da excisão da cauda do epidídimo para 

análise da morfologia espermática. Em relação ao sistema reprodutor masculino, a 

maioria das alterações ocorreu na geração F1, como redução da porcentagem de 

espermatozoides morfologicamente normais e alterações nos túbulos seminíferos, 

sendo que houve aumento do volume e do comprimento tubular nos grupos tratados, 

como forma de compensar a redução do diâmetro e retomar as condições 

fisiológicas. Já o sistema reprodutor feminino não apresentou alterações 

significativas no diâmetro dos folículos ovarianos, porém houve redução do volume 

do ovário. Dessa forma, é possível concluir que a exposição multigeracional a doses 

baixas de Mn pode afetar parâmetros morfológicos do sistema reprodutor, sugerindo 

que esse elemento pode promover uma redução do desempenho reprodutivo e 

fertilidade. 

Palavras-chave: reprodução; histomorfometria; estereologia.  

 

 



ABSTRACT 

 

Manganese is an essential metal for the development and fulfillment of various 

organism functions. The contact of living beings with this element may occur through 

oral and occupational exposure, since it is widely present in the environment due to 

its large industrial use. However, despite being fundamental to the organism, 

manganese becomes toxic at concentrations above physiological levels and can 

affect several organic systems, including the reproductive one. Given such toxicity 

and the ability of manganese to cross the placental barrier, the present study aims to 

verify the effect of realistic manganese concentrations on reproductive system 

morphology after chronic and multigenerational exposure. Therefore, sixty Swiss 

mice (generation F0) were exposed to manganese chloride (MnCl2) at doses of 0 

(control), 0.013, 0.13 and 1.3 mg/kg/day for sixty days. They were then isolated for 

mating, and the offspring (generation F1) were exposed during both the intrauterine 

period and the breastfeeding period, as well as during the following sixty days after 

weaning. At the end of the experiment, the animals were euthanized and their 

testicles and ovaries underwent histological processing to evaluate 

histomorphometric and stereological parameters. Moreover, a slide smear was 

performed from the epididymis tail excision for sperm morphology analysis. 

Regarding the male reproductive system, most of the changes occurred in the F1 

generation, such as a reduction in the percentage of morphologically normal sperm 

and changes in the seminiferous tubules, with an increase in their volume and length 

in order to compensate for their reduction in diameter and thus return to the 

physiological conditions of yore. On the other hand, the female reproductive system 

showed no significant changes in the diameter of the ovarian follicles, although a 

reduction in the volume of the ovarian has occurred. It can be concluded that 

multigenerational exposure to low doses of Mn may affect the morphological 

parameters of the reproductive system, suggesting that manganese may reduce both 

fertility and reproductive performance. 

Keywords: reproduction; histomorphometry; stereology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 O manganês (Mn) é um metal essencial para o funcionamento do organismo 

humano, atuando no desenvolvimento e manutenção de diversos sistemas 

(ASCHNER; ASCHNER, 2005). Nos dias atuais, os seres vivos estão 

constantemente expostos a esse metal no ambiente, devido a sua ampla utilização 

no meio industrial (WHO, 2011), o que agrava a possibilidade de contaminação 

(MILLALEO et al., 2010). Tal exposição pode levar a toxicidade de sistemas como o 

cardiovascular, o nervoso e o reprodutor (CROSSGROVE; ZHENG, 2004).  

            Embora a neurotoxicidade provocada pelo Mn seja extensamente estudada 

(MARTINEZ-FINLEY et al., 2013; NEAL; GUILARTE, 2013; OKADA et al., 2016), a 

quantidade de informações sobre sua toxicidade reprodutiva ainda é baixa. 

Entretanto, sabe-se que este metal causa alterações nos níveis dos hormônios 

sexuais (CHANDEL; JAIN, 2017; SILVA et al., 2018), além de anormalidades 

morfofuncionais nas gônadas (ELBETIEHA et al., 2001; MOHAMMED et al., 2018; 

SILVA et al., 2018) e nos gametas (ADEDARA et al., 2017; SENGUPTA et al., 

2015).  

 Além do mais, pouco se sabe sobre os efeitos que doses realistas de Mn, 

semelhantes àquelas encontradas no ambiente, poderiam provocar sobre a 

morfologia do sistema reprodutor. Alterações morfológicas nas gônadas podem levar 

à redução da fertilidade e do desempenho reprodutivo devido ao seu papel 

funcional, como a produção dos gametas e de hormônios sexuais essenciais para a 

manutenção da reprodução. O fato do Mn atravessar a barreira placentária 

(FRASER et al., 2014; ZOTA et al., 2009) é outro fator que evidencia a importância 

do estudo, uma vez que a exposição materna ao metal pode levar a malformações 

embrionárias, inclusive no sistema reprodutor. Buscando identificar possíveis efeitos 

nocivos, o presente trabalho objetivou avaliar o impacto de concentrações realistas 

de Mn sobre a morfologia do sistema reprodutor, especialmente das gônadas, após 

exposição crônica e multigeracional.  
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2 MANGANÊS 

 O manganês (Mn) é um metal de transição que ocorre naturalmente no solo, 

água, rochas e alimentos de origem vegetal (IMnI, 2019; WILLIAMS et al., 2012), 

sendo o 12º elemento mais abundante da crosta terrestre (ROCHA, AFONSO, 

2012). É um elemento traço representado pelo símbolo Mn, com número atômico 25, 

e massa atômica de 54,94. Pode se apresentar em 11 estados de oxidação (-3 ao 

+7) (GERBER et al., 2002), sendo o íon Mn2+ a forma mais estável (ROCHA; 

AFONSO, 2012). Esse metal pode ser encontrado na forma inorgânica, como cloreto 

de manganês (MnCl2) e dióxido de manganês (MnO2), e orgânica, como o MMT 

(tricarbonil metilciclopentadienil manganês) (WILLIAMS et al., 2012).  

 O Mn é amplamente utilizado na sociedade contemporânea. Uma de suas 

mais importantes aplicações se dá na indústria metalúrgica e por isso grande parte 

do Mn presente no ambiente é resultante de fontes antrópicas de liberação (WHO, 

2011). É utilizado na fabricação de aço devido a sua capacidade desoxidante 

(NASCIMENTO; GONZALEZ, 2018; IMnI, 2019); na produção de ferro, por aumentar 

sua resistência a corrosão; na produção de ligas de cobre, utilizado para 

desoxidação e aumento da resistência mecânica; ou juntamente com outros metais, 

como zinco, magnésio, ouro, prata e bismuto, atuando como elemento de liga (IMnI, 

2019). Seu uso não-metalúrgico mais importante é na fabricação de pilhas secas, 

como despolarizador. Também é utilizado na produção industrial de cosméticos, 

fertilizantes, fungicidas, vidros, cerâmicas e produtos farmacêuticos (IMnI, 2019; 

ROCHA; AFONSO, 2012; RUPPENTHAL, 2013), além de ser utilizado na forma de 

MMT como aditivo na gasolina (WHO, 2011).  

 O Mn é um elemento traço essencial ao organismo, encontrando-se 

predominantemente armazenado nos ossos, rins, fígado e pâncreas (SCHROEDER 

et al., 1966). Fisiologicamente, é requerido para o metabolismo de aminoácidos, 

proteínas e lipídeos (ASCHNER; ASCHNER, 2005). Entretanto, uma de suas 

principais funções é atuar no metabolismo de carboidratos, sendo responsável pela 

ativação de enzimas gluconeogênicas, como a piruvato carboxilase, e a síntese de 

mucopolissacarídeos (ZLOTKIN et al., 1995). Existem diversas enzimas Mn-

dependentes, incluindo certos tipos de transferases, oxidorredutases, hidrolases, 

isomerases e ligases; há também metaloenzimas que apresentam o Mn como seu 

constituinte, como arginase, glutamina sintase e Mn superóxido dismutase (MnSOD) 
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(ASCHNER; ASCHNER, 2005). Além disso, o Mn contribui para o desenvolvimento e 

funcionamento do tecido ósseo e conjuntivo, e dos sistemas digestório, neural, 

reprodutivo e imune; auxilia na absorção do cálcio; participa dos mecanismos de 

defesa antioxidante; e atua no processo de coagulação e hemostasia juntamente 

com a vitamina K (ASCHNER; ASCHNER, 2005; ASCHNER et al., 2007; ERIKSON; 

ASCHNER, 2003). 

 As principais formas de exposição ao Mn ocorrem por inalação e ingestão, 

sendo que sua absorção se dá principalmente através do trato gastrointestinal e dos 

pulmões. A absorção do Mn varia de acordo com a quantidade de cálcio e ferro 

sérico, por compartilharem o mesmo transportador. Uma vez na circulação, o Mn é 

transportado ligado à transferrina e, em menor proporção, à albumina 

(BARCELOUX, 1999; MICHALKE et al., 2007; O’NEAL; ZHENG, 2015). Além disso, 

o Mn também pode ser carreado para o interior das células, o que facilita seu 

acúmulo em diversos tecidos. Esse carreamento ocorre por transportadores como 

DMT-1 (Divalent Metal Transporter 1), que transporta o Mn2+; TfR (Transferrin 

Receptor), capaz de transportar Mn3+, que se liga à transferrina no plasma; além do 

transportador de colina, canais de Ca2+ e transportadores de Zn (ZIP8 e ZIP14) 

(MARTINEZ-FINLEY et al., 2013). 

 O órgão onde há maior acúmulo desse metal é o fígado, podendo também se 

acumular nos ossos, cérebro e pâncreas. O Mn é eliminado primariamente pela via 

fecal, através da liberação da bile no intestino. Em menores quantidades, sua 

excreção ocorre pela urina, leite e suor (MARTINEZ-FINLEY et al., 2013; O’NEAL; 

ZHENG, 2015). 

 

2.1 TOXICIDADE DO MANGANÊS 

 Embora necessário para o organismo, o Mn em excesso pode causar quadros 

de toxicidade. Por estar abundantemente disponível no ambiente, a probabilidade de 

contaminação dos seres humanos também se torna grande. A principal forma de 

intoxicação por esse metal se dá através da exposição ocupacional, seguido da 

exposição oral, através da água e alimentos (CROSSGROVE; ZHENG, 2004; 

O’NEAL; ZHENG, 2015).  

 Primeiramente, a toxicidade do Mn ocorre no sistema nervoso central devido 

a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, provocando o 
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desenvolvimento de síndromes parkinsonianas, como o manganismo 

(CROSSGROVE; ZHENG, 2004; O’NEAL; ZHENG, 2015; WILLIAMS et al., 2012). 

Além do mais, o Mn em excesso atinge outros tecidos, podendo causar: efeitos 

cardiovasculares como hipotensão, por agir como vasodilatador e inibição da 

contração do miocárdio (BRUROK et al., 1999; JIANG; ZHENG, 2005); insuficiência 

hepática; modulação de enzimas hepáticas, resultando em aumento do colesterol 

total e diminuição da síntese de bile (CROSSGROVE; ZHENG, 2004; SILVA et al., 

2018);  encefalopatia hepática (LONG et al., 2009); disfunção renal (SILVA et al., 

2018); irritação dos pulmões; alterações no sistema reprodutor e na performance 

reprodutiva (ELBETIEHA, 2001; MOHAMMED et al., 2018; SILVA et al., 2018; 

WILLIAMS et al., 2012); além de efeitos embriotóxicos e fetotóxicos, uma vez que 

este metal atravessa a barreira placentária (ZOTA et al., 2009). 

 A nível celular, o principal alvo do Mn é a mitocôndria, onde interage com 

enzimas necessárias para a síntese de ATP, como o complexo I, complexo II e 

F1ATPase. O Mn também interfere no transporte intramitocondrial de Ca2+, uma vez 

que se liga aos sítios de ligação do Ca2+ de carreadores importantes, como o 

transportador uniporte de Ca2+. O Ca2+ intramitocondrial regula o índice de produção 

de ATP, através da ligação em sítios enzimáticos específicos, e ativa enzimas 

envolvidas com o ciclo de Krebs, como a piruvato desidrogenase. O Mn, por seu raio 

iônico similar ao Ca2+ (MARBANIANG, 2012), pode se ligar a esses sítios com mais 

afinidade do que o próprio Ca2+. Além disso, uma vez que ocorre o influxo de Mn na 

mitocôndria, não existe um mecanismo eficiente de efluxo, o que leva ao seu 

acúmulo na organela (O’NEAL; ZHENG, 2015; TARALE et al., 2016). Assim, o Mn 

pode perturbar o funcionamento da cadeia de fosforilação oxidativa, aumentando a 

geração de radicais livres, o que provoca estresse oxidativo (CHANDEL; JAIN, 

2017); ou ligar-se ao citocromo C, levando a perda do potencial elétrico mitocondrial 

(TARALE et al., 2016). 

 Dessa forma, o Mn é essencial ao organismo quando presente em 

quantidades fisiológicas, porém seu excesso pode ser prejudicial. A Anvisa (2011) 

determinou que o limite máximo seguro de Mn contido na água mineral é de 0,4 

mg/L, sendo que a Organização Mundial da Saúde afirma que tal limite está acima 

da quantidade realmente encontrada, sendo considerado seguro (WHO, 2011; 

WHO, 2017). Porém, FRISBIE et al. (2012; 2015) constatou que mais de 50 países 

apresentam valores acima do recomendado na água. No município de São José do 
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Vale do Rio Preto, Rio de Janeiro, um laudo de um poço artesiano que abastece 

mais de 1500 pessoas mostrou que a quantidade de manganês presente 

ultrapassava 1,7 mg/L (SCARINI, 2017). 

 No Brasil, a contaminação do meio ambiente pelo Mn se tornou ainda mais 

importante após os acidentes envolvendo rompimento de barragens de rejeitos de 

mineração em Minas Gerais, Brasil. A Fundação SOS Mata Atlântica (2017) analisou 

a qualidade da água em 18 pontos da bacia do Rio Doce dois anos após o 

rompimento da Barragem de Fundão no distrito de Bento Rodrigues, município de 

Mariana, MG e constatou que em 13 desses pontos a concentração de Mn estava 

acima dos limites permitidos. Em 2019, um mês após o rompimento da barragem de 

rejeitos da mineradora Vale, no complexo minerário do Córrego do Feijão, 

Brumadinho, MG, a Fundação analisou a qualidade da água na bacia hidrográfica do 

Rio Paraopeba. Em todos os 20 pontos analisados, a concentração de Mn 

apresentou-se acima dos limites máximos permitidos. Os laudos oficiais da 

qualidade da água foram elaborados pelo Instituto Mineiro de Gestão das Águas 

(IGAM), Agência Nacional de Águas (ANA), Serviço Geológico do Brasil (CPMR) e 

Companhia de Saneamento de Minas Gerais (Copasa) (SOS Mata Atlântica, 2019). 

Dessa maneira, a população brasileira, principalmente a que vive nas proximidades 

das áreas atingidas, está exposta continuamente a elevadas concentrações de Mn. 
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3 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO 

 O sistema reprodutor masculino humano (FIGURA 1) é composto pelo 

testículo, órgão responsável pela produção dos espermatozoides, e órgãos sexuais 

acessórios, que protegem, nutrem e transportam os gametas após terem deixado as 

gônadas. Esses são: epidídimo, vesículas seminais, próstata, glândulas 

bulbouretrais, pênis e os ductos deferente e ejaculatório (VERONEZ, 2012). O 

camundongo apresenta os mesmo órgãos sexuais e acessórios, além das glândulas 

ampulárias e prepuciais. São poucas as diferenças anatômicas entre o sistema 

reprodutor masculino humano e de roedores, sendo uma delas o fato da próstata 

humana apresentar apenas um lobo, enquanto a murina apresenta quatro lobos 

distintos. Além disso, o pênis de roedores apresenta estrutura óssea chamada 

báculo, que permite ao macho penetrar a fêmea antes da ereção (KNOBLAUGH, 

TRUE, 2012; SOUZA et al., 2014). 

FIGURA 1 – ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO. 

 

FONTE: Adaptado de Gartner; Hiatt, 2003. 

 

 Os testículos localizam-se no saco escrotal, fora da cavidade abdominal, 

mantendo-se suspensos pelo funículo espermático. São revestidos por túnicas 

originadas das lâminas que recobrem a parede abdominal, sendo elas a túnica 

vaginal, composta por lâmina visceral e parietal, e a túnica albugínea, da qual 
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partem septos que dividem o testículo em lóbulos. Dentro de cada lóbulo, 

encontram-se túbulos contorcidos responsáveis pela produção dos gametas, os 

túbulos seminíferos (FIGURA 2) (JOHNSON et al., 2015; VERONEZ, 2012). Assim, 

em termos morfofuncionais, é possível dividir o testículo dos mamíferos em 

compartimento tubular e intertubular. O compartimento tubular é constituído pelos 

túbulos seminíferos, representando a maior parte do parênquima testicular. No 

compartimento intertubular estão presentes o tecido conjuntivo, nervos, vasos 

sanguíneos e linfáticos. Neste espaço também se encontram as células de Leydig, 

responsáveis pela síntese de testosterona, hormônio essencial para a atividade 

gametogênica e sexual do macho adulto (RUSSELL et al., 1990; RUSSELL, 1996; 

VERONEZ, 2013;). 

 

FIGURA 2 – ANATOMIA DO TESTÍCULO. 

 

FONTE: Adaptado de Kenhub, 2019. 

 

 Os túbulos seminíferos (FIGURA 3a) são compostos pelo epitélio seminífero, 

lúmen tubular e túnica própria. No epitélio seminífero estão presentes dois tipos 

celulares: células de Sertoli e células germinativas (RUSSELL et al., 1990). As 

células de Sertoli possuem várias funções, sendo a principal o estabelecimento da 

barreira hematotesticular, através de junções de oclusão, especializações 
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ectoplasmáticas, desmossomos e junções comunicantes, criando um ambiente 

imunologicamente privilegiado, ideal para a gametogênese (KOPERA et al.., 2010). 

Também nutrem as células germinativas por meio da secreção de lactato, produzido 

a partir da glucose sérica e polipeptídeos mitogênicos; provêm suporte estrutural e 

fatores de crescimento para as células em desenvolvimento; realizam a fagocitose 

de células germinativas em degeneração e do excesso de citoplasma durante a 

espermiogênese (BALARINI, 2013; FRANÇA; RUSSELL, 1996; JOHNSON et al., 

2015), além de apresentarem papel fundamental na formação embrionária dos 

testículos, sequestrando as células germinativas e impedindo que entrem em meiose 

(GRISWOLD, 1998). As células germinativas, por sua vez, são as responsáveis pela 

espermatogênese, processo contínuo e altamente organizado de divisão celular. 

Nesse processo, as espermatogônias, localizadas no compartimento basal do 

epitélio seminífero, se diferenciam em espermatócitos primários, espermatócitos 

secundários, espermátides e, por fim, em espermatozoides (FIGURA 3b) (BALARINI, 

2013; FRANÇA et al., 2005; RODRIGUES, 2010). 

    

FIGURA 3 - HISTOLOGIA DOS TÚBULOS SEMINÍFEROS. 

                      

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) Corte transversal do túbulo seminífero. b) Epitélio seminífero. 

FONTE: Adaptado de Guyton, Hall, 2011. 
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Os espermatozoides são os gametas masculinos, células haploides 

especializadas em uma única atividade funcional: garantir a liberação do material 

genético masculino dentro do citoplasma do oócito, gameta feminino, visando a 

formação de um zigoto (JOHNSON et al., 2015; SANTOS, 2017). Estruturalmente 

são divididos em cabeça, peça principal, peça intermediária, peça terminal e cauda 

(FIGURA 4). Na cabeça encontra-se o material genético altamente condensado e o 

acrossomo, estrutura que contém enzimas hidrolíticas envolvidas com o processo de 

fertilização. Na peça intermediária estão localizadas inúmeras mitocôndrias, 

responsáveis pelo fornecimento de energia para a motilidade espermática, enquanto 

a cauda é responsável pela locomoção do espermatozoide a partir do movimento 

flagelar (GARNER; HAFEZ, 2016; JOHNSON et al., 2015). 

 

FIGURA 4 - ESTRUTURAS DO ESPERMATOZOIDE. 

 

FONTE: Adaptado de Gartner; Hiatt, 2003. 

 

Após sua diferenciação, os espermatozoides são direcionados para o 

epidídimo, onde passam pelo processo de maturação. Durante o trânsito 

epididimário ocorre a modificação de múltiplas características, como a condensação 

da cromatina, remodelagem nuclear, aquisição da motilidade, reestruturação do 

acrossomo e alterações na composição das proteínas da membrana plasmática. Na 

maioria dos mamíferos somente os espermatozoides que já alcançaram a cauda do 
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epidídimo estão efetivamente maduros e possuem o potencial de fertilização 

(GARNER; HAFEZ, 2016; JOHNSON et al.; 2015; SANTOS, 2017). 

O controle hormonal da produção espermática e demais funções reprodutivas 

do sistema reprodutor masculino se dá através do eixo hipotalâmico-hipofisário-

gonadal. O hipotálamo produz GnRH, responsável pela liberação do hormônio 

luteinizante (LH) e hormônio folículoestimulante (FSH) pela hipófise, hormônios que 

agem diretamente nos testículos. O LH é o principal regulador da estereoidogênese, 

atuando sobre a síntese de testosterona pelas células de Leydig. O FSH, por sua 

vez, atua no desenvolvimento e diferenciação das células de Sertoli, promovendo a 

iniciação e manutenção da espermatogênese (JOHNSON et al., 2015).   
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4 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO 

 

4.1 ANATOMIA 

 O sistema reprodutor feminino, de maneira geral (FIGURA 5a), é constituído 

internamente pelo útero, ovários, tubas uterinas, vagina e, externamente, pela vulva. 

Entretanto, há algumas diferenças anatômicas entre os mamíferos. Em humanos, os 

órgãos eréteis femininos são o clitóris, análogo do pênis, e os bulbos vestibulares, 

homólogos do bulbo e do corpo esponjoso do pênis. Há também glândulas anexas, 

sendo as glândulas vestibulares maiores e menores (BERNARDES, 2011). Os 

camundongos e os humanos apresentam características morfológicas semelhantes, 

sendo que as principais divergências são anatômicas (FIGURA 5b), enquanto os 

parâmetros histológicos e funcionais são mais similares (RENDI et al., 2012). As 

diferenças mais relevantes estão descritas no texto. 

O útero humano localiza-se na pelve, entre a bexiga e o reto; é um órgão 

muscular, em forma de pera invertida (VERONEZ, 2012), que pode ser dividido em 

porções: fundo, onde ocorre a implantação do embrião; corpo; istmo; e colo ou 

cérvix, porção que conecta o útero a vagina. A parede do útero é composta por três 

estratos: perimétrio, camada serosa mais externa, contínua com o peritônio pélvico e 

abdominal, sendo a parte remanescente da superfície anterior constituída por uma 

adventícia; miométrio, camada muscular espessa, subdividida em três estratos de 

músculo liso; e endométrio, membrana mucosa formada por revestimento epitelial e 

estroma (BATES; BOWLING, 2013; BERNARDES, 2011; VERONEZ, 2012). Porém, 

vale ressaltar que roedores possuem útero bicorno, apresentando septo medial e 

cornos longos que se unem em um pequeno corpo uterino, diferente do observado 

em humanos (GRAVINA et al., 2014; RUGH, 1968). 

As tubas uterinas são tubos musculares compostos por quatro porções, 

sendo elas: porção intramural, situada na espessura da parede uterina; istmo, 

porção estreitada; ampola, porção dilatada; e infundíbulo, extremidade distal da 

tuba. As tubas permitem o transporte dos oócitos para o útero a cada oocitação e 

propiciam o sítio para a fecundação do oócito pelo espermatozoide (SANTOS, 2009; 

VERONEZ, 2012). 
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FIGURA 5 - ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTOR FEMININO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Sistema reprodutor feminino humano. B) Sistema reprodutor feminino de camundongo. 

FONTE: Adaptado de Kenhub, 2019; adaptado de Rendi et al., 2012. 

 

Os ovários são as gônadas femininas, localizados na fossa ovárica, 

posteriormente à bexiga, em humanos (VERONEZ, 2012) e lateralmente aos rins 

nos roedores (RUGH, 1968). São estruturas pares, nodulosas, divididas em 3 

regiões (FIGURA 6): córtex, porção delimitada pelo epitélio germinativo, que 

apresenta o estroma e os folículos ovarianos; medula, local de intensa 

vascularização e heterogeneidade celular; e hilo, região por onde passam nervos e 

vasos (FERNANDES et al., 2003; VERONEZ, 2012). Apresentam duas funções 

principais: a produção dos hormônios sexuais femininos (estrogênio e progesterona) 

e a liberação dos oócitos, os gametas femininos (BATES; BOWLING, 2013). 

a) 

b) 
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       FIGURA 6 - ESTRUTURAS DO OVÁRIO E FOLÍCULOS OVARIANOS. 

 

FONTE: Junqueira; Carneiro, 2017. 

 

4.2 FOLICULOGÊNESE 

  

Embora a duração da foliculogênese seja diferente em humanos e 

camundongos, a maturação dos folículos acontece de maneira similar, sob a 

influência dos mesmo hormônios. Assim como nos humanos, os folículos ovarianos 

dos roedores são classificados de acordo com seu diâmetro, quantidade de 

camadas de células granulosas e presença ou ausência de espaço antral (RENDI et 

al., 2012). 

Os folículos ovarianos são compostos internamente por um antro cheio de 

líquido, onde estão as oogônias (as células germinativas femininas) e são 

circundados por uma camada interna de células granulosas e uma de células tecais, 

mais externa (BATES; BOWLING, 2013).   

Assim como no sistema reprodutor masculino, o controle das funções 

reprodutivas femininas acontece através do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. 

Quando a mulher chega à idade reprodutiva, a liberação pulsátil de FSH e LH dá 

início ao ciclo sexual feminino. As gonadotrofinas levarão à síntese dos hormônios 
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sexuais pelo ovário e a determinação do folículo dominante, destinado à oocitação 

(BAERWALD et al., 2011). 

O desenvolvimento dos oócitos em humanos se inicia na vida fetal, enquanto 

nos roedores, a reserva de folículos primordiais é formada no período neonatal, 

sendo que após o nascimento, os ovários apresentam apenas oogônias (MCGEE, 

HSUEH, 2000). Nos humanos, por volta da 7ª semana de gestação, inicia-se a 

diferenciação das células germinativas primordiais em oogônias. A partir do 3º mês 

de gestação, as oogônias entram em meiose e se convertem em oócitos primários, 

permanecendo retidas na fase de prófase até o início da oocitação. Esse oócito fica 

envolvido por células foliculares pavimentosas chamadas células granulosas, 

formando a estrutura do folículo primordial, que permanece em repouso até a 

puberdade. A partir dessa fase, os folículos abandonam o estado quiescente e 

entram em crescimento folicular, estimulado pelo FSH. 

O oócito cresce rapidamente, quadruplicando de tamanho, e as células 

granulosas formam uma única camada de células cubóides, sendo que o folículo 

passa a ser classificado como folículo primário unilaminar. Conforme essas células 

continuam a se dividir, o epitélio simples se espessa, se tornando estratificado, e o 

folículo se transforma em um folículo primário multilaminar, também chamado de 

folículo pré-antral. Nessa etapa, desenvolve-se entre as células foliculares e o oócito 

uma camada glicoproteica denominada zona pelúcida (BATES; BOWLING, 2013; 

KIERSZENBAUM, 2008). A camada de células da granulosa passa a secretar o 

líquido folicular, que apresenta altas concentrações de hormônios esteroides e se 

acumula entre as células, formando pequenas cavidades que, após a reorganização 

celular, culminam na formação de um antro. Enquanto ocorrem essas modificações, 

células derivadas do estroma ovariano agrupam-se ao redor das células granulosas, 

constituindo a camada de células tecais. A teca se diferencia em duas camadas: a 

teca interna, composta por células produtoras de esteroides; e a teca externa, tecido 

conjuntivo que encapsula o folículo. Nessa fase, o folículo é considerado um folículo 

secundário ou antral (GUYTON; HALL, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; 

KIERSZENBAUM, 2008). 

Durante a reorganização da camada granulosa, algumas células se agrupam 

próximo à parede folicular; são as células do cumulus, que sustentam o oócito 

formando o complexo cúmulo-ovocitário. Outro pequeno grupo de células se 
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acumula ao redor do oócito formando a corona radiata, firmemente aderida à zona 

pelúcida, que irá acompanhar o oócito após sua liberação. 

O folículo maduro, também chamado de folículo pré-ovulatório ou de Graaf, é 

aquele que irá passar pelo processo de oocitação. Esse folículo é definido pela 

presença seguintes características: antro contendo líquido folicular; zona pelúcida 

revestida pela corona radiata; oócito circundado pela corona radiata, desprendido do 

cumulo-ovocitário; término da meiose I antes da oocitação, resultando no oócito 

secundário e aparecimento do primeiro corpúsculo polar (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2017; KIERSZENBAUM, 2008). Os diferentes estágios dos folículos ovarianos são 

vistos na Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

FONTE: Junqueira; Carneiro, 2017. 

 

A cada mês, uma gama de folículos ovarianos começam a crescer. A 

quantidade elevada de FSH induz as células da granulosa a aumentarem o número 

de receptores para FSH em suas membranas, o que as tornam mais sensíveis ao 

hormônio. As células tecais internas passam a expressar um número crescente de 

receptores para LH que, ao serem estimulados, resultam na síntese de 

androstenediona, que é transportada para as células granulosas. Sob a ação do 

FSH, essas células convertem andrógenos em estrógenos, que irão dar suporte para 

o desenvolvimento do oócito. O folículo que expressar a maior quantidade de 

receptores para FSH se torna o folículo dominante, aquele que irá atingir a fase de 

folículo maduro e sofrer oocitação. O restante dos folículos que iniciou o processo de 

FIGURA 7 - ESTÁGIOS DOS FOLÍCULOS OVARIANOS E SUAS ESTRUTURAS. 
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maturação sofre involução atrésica e são eliminados. Os folículos atrésicos são 

identificados por uma espessa membrana basal chamada membrana vítrea, uma 

zona pelúcida intacta, oócitos e células foliculares degenerados e macrófagos 

invasores (BATES; BOWLING, 2013; GOUGEON, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2017; KIERSZENBAUM, 2008; MYERS et al., 2004). 

 

4.3 CICLO REPRODUTIVO 

 

4.3.1 Ciclo menstrual 

  O ciclo sexual feminino, denominado ciclo menstrual, tem duração média de 

28 dias e pode ser dividido didaticamente em três fases: folicular, ovulatória e lútea. 

A fase folicular é caracterizada pelo crescimento dos folículos. Inicia-se no primeiro 

dia do ciclo menstrual, quando os níveis baixos de estrogênio e progesterona levam 

ao desprendimento do endométrio no processo de menstruação. Aproximadamente 

6 dias depois, o útero começa a se preparar novamente para receber uma possível 

gravidez. A secreção de estrógenos é aumentada em resposta ao FSH, como já foi 

descrito, e o folículo dominante é selecionado (ARAÚJO et al., 2015; SOUZA, 2017). 

A fase ovulatória é marcada por níveis altos de LH e FSH. O aumento acentuado da 

secreção de LH (pico de LH) estimula a ruptura da parede do folículo, promovendo a 

liberação do oócito revestido por células do cumulus. O oócito é capturado pelas 

fimbrias para o interior da tuba uterina, onde reinicia a meiose I. Uma das células 

originadas retém a menor parte do citoplasma, tornando-se o primeiro corpúsculo 

polar. O oócito, que reteve a maior parte do citoplasma, inicia a segunda divisão 

meiótica, bloqueando-a na metáfase; a meiose II só voltará a acontecer se houver a 

fecundação (ADONA et al., 2015; SANTOS, 2009; SOUZA, 2017).  

Durante o pico de LH, os níveis de estrogênio decaem, enquanto os de 

progesterona continuam a aumentar. Quando a fase lútea se inicia, o folículo 

dominante forma o corpo lúteo e secreta progesterona de maneira pulsátil, em 

resposta ao LH. O estrogênio volta a ser secretado, e, juntamente com a 

progesterona, inibe as gonadotrofinas, impedindo o desenvolvimento dos folículos 

ovarianos durante essa fase. Se o resultado da oocitação for um oócito fertilizado, o 

embrião será implantado no endométrio, onde iniciará a secreção de gonadotrofina 

coriônica, hormônio que dá suporte ao corpo lúteo e sua produção hormonal. Se não 
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houver fecundação, o corpo lúteo sofre involução cerca de 14 dias após a oocitação, 

e se converte em corpo albicans. Essa degeneração provoca a queda dos níveis de 

progesterona e estrogênio, o que leva à menstruação, e reinício do ciclo (BATES; 

BOWLING, 2013; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; KIERSZENBAUM, 2008; 

SANTOS, 2009; SOUZA, 2017). 

4.3.2 Ciclo estral 

 O ciclo reprodutivo das fêmeas de camundongos é denominado ciclo estral e, 

apesar de ter duração muito menor, acaba por ser similar ao ciclo menstrual. É 

didaticamente dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro (ou diestro I) e 

diestro (ou diestro II) (MARCONDES et al., 2002). Assim como nos seres humanos, 

a atividade ovariana está sujeita às variações nos níveis dos hormônios sexuais 

(VILELA et al., 2007). No camundongo a puberdade tem início entre 21 e 28 dias; a 

abertura vaginal ocorre entre 25 a 40 dias, e entre 6 e 8 semanas se inicia a 

oocitação (BRAGA, 2017). Ao atingir a idade reprodutiva, a fêmea apresenta 

aumento nos níveis séricos de estradiol, levando à abertura vaginal e ao primeiro 

estro. O estradiol provoca o pico de LH, que ocasionará a oocitação (CHORILLI et 

al., 2009; GUERRA, 2013). Talvez a diferença mais importante entre camundongos 

e humanos no que diz respeito à oocitação é o fato de vários folículos passarem 

pelo crescimento simultaneamente em ambas as espécies, porém apenas um 

folículo dominante é selecionado em humanos, enquanto nos camundongos ocorre a 

seleção de diversos folículos dominantes (RENDI et al., 2012). 

 O ciclo estral apresenta duração de 4 a 5 dias, sendo que cada fase dura em 

média 24 horas. O proestro corresponde ao dia pré-ovulatório, sendo a fase na qual 

ocorre o crescimento folicular sob a influência do FSH, havendo predominância de 

corpos lúteos em degeneração e folículos maduros, ocorrendo a secreção de 

estrógeno e o pico de LH, assim como nos humanos. A oocitação ocorre de 8 a 11 

horas após o início do estro, fase na qual a fêmea está sexualmente receptiva, no 

período do cio. A fase luteínica ocorre no metaestro e diestro. No metaestro há 

diminuição dos níveis de estrógeno e início da secreção de progesterona pelos 

corpos lúteos, com grande proporção de folículos pré-antrais em crescimento. O 

diestro é a fase na qual folículos antrais são predominantes, e são encontradas as 

maiores concentrações de progesterona, sendo que os corpos lúteos atingem seu 

maior tamanho; caso ocorra a fecundação, essa fase é prolongada (BRAGA, 2017; 
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CHORILLI et al., 2009; COSTA, 2010; VIDAL, FILGO, 2017; VILELA et al., 2007; 

YOSHIDA et al., 2009). 
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5 TOXICIDADE REPRODUTIVA DO MANGANÊS 

 

5.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO 

 O sistema reprodutor é muito sensível às quantidades excessivas de Mn, e 

sua toxicidade pode levar a consequências como: impotência sexual e perda de 

libido (BATAINEH et al., 1998); diminuição da produção de hormônios do eixo 

hipófise-hipotalâmico (FSH e LH) (CHANDEL; JAIN, 2017); queda dos níveis de 

testosterona (ADEDARA et al., 2017; MOHAMMED et al., 2018; ZENG et al., 2015); 

redução da massa de órgãos reprodutores andrógeno-dependentes (como epidídimo 

e próstata); anormalidades celulares no epitélio seminífero; alterações histológicas 

nos testículos, como diminuição do diâmetro e comprimento dos túbulos seminíferos 

(MOHAMMED et al., 2018; SILVA et al., 2018).  

 A toxicidade provocada pelo Mn prejudica a defesa antioxidante dos órgãos, 

tornando-os vulneráveis ao estresse oxidativo, o que pode causar disfunções 

mitocondriais e, consequentemente, deformações espermáticas (PAHUNE et al., 

2013). Animais expostos ao Mn apresentam diminuição da produção de 

espermatozoides; alterações na motilidade e morfologia espermática (ADERARA et 

al., 2017); e perda de potencial reprodutivo, através da redução da fecundidade e 

fertilidade (ELBETIEHA, 2001). 

 Embora os estudos citados acima revelem os efeitos tóxicos do Mn sobre o 

sistema reprodutor de animais, já é comprovado que o mesmo acontece em 

humanos, quando expostos às concentrações desse metal presentes no ambiente. 

Jain et al. (2016) encontraram níveis séricos elevados de metais, entre eles o Mn, 

em homens que apresentam azoospermia e oligospermia. Além disso, esse 

elemento também tem sido correlacionado com fatores de diminuição da motilidade 

(YANG et al., 2018) e apoptose em espermatozoides (WANG et al., 2016). Wirth et 

al. (2007) e Yuyan et al. (2012) demonstraram a diminuição da qualidade do sêmen 

e potencial de fertilização de espermatozoides após exposição ocupacional ao 

manganês. 

 

5.2 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO 

 A grande maioria dos estudos sobre a toxicidade reprodutiva do Mn é focada 

no sistema reprodutor masculino. Entretanto, sabe-se que o Mn pode afetar o 
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sistema reprodutor feminino de diversas maneiras. A exposição crônica a doses 

altas de Mn leva ao aumento do peso dos ovários e do útero (ELBETIEHA et al., 

2001); redução da fertilidade (LASKEY et al., 1982); redução do número de folículos 

ovarianos; indução de corpos lúteos persistentes e atraso no dia da abertura vaginal 

em ratas (SENGUPTA et al., 2015). A administração intraventricular do Mn em 

fêmeas no período pré-puberal pode estimular a liberação de LH, antecipando o 

início da puberdade. Ocorre, também, o aumento dos níveis séricos de FSH e 

estradiol (LEE et al., 2007; PINE et al., 2005). 

 Além disso, a exposição de fêmeas prenhas ao Mn pode reduzir 

significativamente o número de implantações e a quantidade de fetos viáveis 

(ELBETIEHA et al., 2001). Neste sentido, o estudo conduzido por Sanchez et al. 

(1993) demonstrou que a exposição ao Mn durante a gestação leva ao aumento do 

número de natimortos, além de provocar retardos no crescimento e anencefalia. 

Entretanto, ainda assim, a literatura acerca dos efeitos da exposição ao Mn na 

funcionalidade do sistema reprodutor feminino é escassa. 

 Pesquisas realizadas com outros metais também mostraram efeitos nocivos 

sobre o sistema reprodutor feminino. Fêmeas expostas ao cádmio (Cd) 

apresentaram acúmulo deste metal no tecido endometrial (RZYIMSKI et al., 2014); 

aumento do risco de câncer endometrial e endometriose (BORJA-ABURTO, 1999; 

RZYIMSKI et al., 2014); alterações hemorrágicas no útero e ovários; e persistência 

do processo ovulatório (BARANSKI, 1987). Já a exposição ao chumbo (Pb) pode 

levar a abortos espontâneos, uma vez que é um potencial agente teratogênico 

(RZYIMSKI et al., 2015). Silberstein et al. (2006) relacionaram a presença de altos 

níveis de chumbo nos folículos ovarianos com baixos índices de gravidez. Também 

foi observado aumento do número de folículos antrais que sofreram atresia, os quais 

apresentavam células granulosas com núcleos picnóticos e hipertrofia das células 

tecais (TAUPEAU et al., 2001). Outro metal danoso para o sistema reprodutor 

feminino é o mercúrio (Hg), cuja exposição crônica é prejudicial à implantação de 

embriões e ao desenvolvimento folicular, além de provocar malformações 

congênitas, infertilidade e inibição da oocitação (SCHUURS, 1999).  
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6 JUSTIFICATIVA 

            Como foi apresentado, o Mn encontra-se naturalmente presente no 

ambiente, sendo que a exposição a esse metal, tanto aguda quanto crônica, pode 

levar a disfunções nos sistemas orgânicos. A OMS estabeleceu a quantidade hídrica 

limite de Mn considerada segura, afirmando que as quantidades reais encontradas 

estão abaixo desses valores. Porém, há estudos que mostram locais onde as 

quantidades do metal extrapolam esses limites (FRISBIE et al., 2015; 2017). Já foi 

comprovado que exposição não somente a quantidades elevadas de Mn, mas 

também a concentrações baixas, pode causar toxicidade ao organismo, como 

mostram estudos em relação ao sistema nervoso (BATSCHAUER, 2018; OKADA et 

al., 2016), sendo indicado que o mesmo ocorra com o sistema reprodutor (SOUZA et 

al., 2019a). 

            Existe na literatura grande escassez de trabalhos que utilizem doses 

realistas de Mn para avaliar os efeitos deste metal sobre a morfologia das gônadas e 

dos gametas, que, quando afetada, acarreta em alterações no sistema como um 

todo, uma vez que está diretamente ligada à função celular. Além disso, o presente 

trabalho também avalia os impactos do Mn através da exposição multigeracional, o 

que expõe a prole em períodos críticos de seu desenvolvimento. 

           Sendo assim, foi possível esclarecer se as doses realistas de Mn, às quais a 

população está exposta através do meio ambiente, exercem efeitos tóxicos sobre os 

parâmetros morfológicos do sistema reprodutor por meio da exposição ao longo de 

uma geração. As informações obtidas através deste trabalho poderão ser 

acrescentadas àquelas já existentes sobre a toxicidade do Mn como forma de 

mostrar que a presença desse metal, mesmo em concentrações baixas, pode ser 

prejudicial à saúde reprodutiva do ser humano, utilizando camundongos como 

organismo teste.  
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7 OBJETIVOS   

7.1 OBJETIVO GERAL 

 Avaliar os efeitos da exposição crônica e multigeracional a doses realistas de 

manganês sobre a morfologia do sistema reprodutor de camundongos Swiss. 

7.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Verificar o impacto do Mn sobre a morfologia testicular através de análises 

morfométricas e estereológicas. 

2. Investigar as alterações causadas pelo Mn sobre a morfologia espermática. 

3. Analisar as consequências da exposição ao Mn sobre a morfologia ovariana, 

através de análises morfométricas e estereológicas. 

4. Comparar se existem diferenças entre as possíveis alterações encontradas 

entre machos e fêmeas nas diferentes gerações.  
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8 MATERIAL E MÉTODOS 

8.1 ANIMAIS 

O modelo animal utilizado para as análises desta pesquisa foi o camundongo 

Swiss. Os camundongos, fornecidos pelo biotério da Universidade Federal do 

Paraná, foram provenientes do projeto de mestrado de Amandia Ramos Batschauer, 

intitulado “Avaliação do efeito neurotóxico do manganês na prole de camundongos 

após exposição parental e direta”. 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética de Utilização de Animais (CEUA) 

da Universidade Federal do Paraná (UFPR), parecer número 1015/2016. 

 

8.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

8.2.1 Geração F0 

 Foram utilizados 60 camundongos Swiss adultos (40 fêmeas e 20 machos), 

os quais foram mantidos em caixas de polipropileno, separados por sexo. A ração e 

a água foram fornecidas ad libidum; a temperatura (23±2ºC) e o ciclo (12/12 horas, 

claro e escuro) foram controlados.  

 Os animais foram pesados e divididos, randomicamente, em 4 grupos com 10 

fêmeas cada, e 4 grupos com 5 machos cada. Os grupos foram expostos ao cloreto 

de manganês (MnCl2 - Sigma-Aldrich®) por 60 dias, via gavagem, para a qual foi 

realizada contenção manual dos animais, com a sonda introduzida até o estômago. 

As doses utilizadas foram 0 (grupo controle), 0,013, 0,13 e 1,3 mg/kg/dia, e os 

animais foram pesados semanalmente para o ajuste da dose.  

   A dose intermediária (0,13 mg/kg/dia) foi escolhida baseando-se no valor 

máximo de ingestão hídrica de Mn permitido pela Organização Mundial da Saúde 

(WHO, 2011) e ANVISA (2011) de 0,4 mg/L. Foi considerado que um adulto de 70 

kg toma em média 2 litros de água por dia, o que equivale a 0,8 mg/L de Mn, 

somado a 0,4 mg/dia que corresponde a ingestão por outras fontes, obtendo-se 1,2 

mg/dia, ou seja, 0,017 mg/kg/dia. Assim, foi realizado o cálculo alométrico para 

extrapolar esse valor para os camundongos, considerando seu metabolismo 

(SANTANA, 2010), obtendo-se a dose de 0,13 mg/kg/dia. A mesma dose foi utilizada 

por outros autores em trabalhos realizados anteriormente (ASCHNER et al.,1999; 

BATSCHAUER, 2018; SOUZA, 2019; OKADA et al., 2016).  
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Após 60 dias de exposição, os animais, dentro de seus respectivos grupos, 

foram separados em caixas para o acasalamento, na proporção 1 macho para 2 

fêmeas. Essa distribuição foi mantida por 7 dias, com exposição contínua ao MnCl2. 

Diariamente, foi realizada a observação do tampão seminal (“plug”) na vagina para 

confirmação da cópula. Em sequência, as fêmeas que não copularam foram 

anestesiadas com sevoflurano e eutanasiados por deslocamento cervical. 

A exposição ao MnCl2 foi mantida durante todo o período gestacional (21 dias) e 

de amamentação (21 dias).  

8.2.2 Geração F1 

 Foi realizada a sexagem dos filhotes e, após o desmame, a prole foi separada 

em grupos para continuar a ser exposta ao MnCl2 por mais 60 dias, na mesma 

dosagem de seus progenitores. O esquema do desenho experimental está 

representado na Figura 8. 

 

FIGURA 8 - DESENHO EXPERIMENTAL. 

 

FONTE: A Autora, 2019. 

 

8.3 DISSECÇÃO E COLETA DOS ÓRGÃOS 

 Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com sevoflurano e 

eutanasiados por deslocamento cervical. Dos machos, foram coletados os testículos 

e o epidídimo para análise espermática; das fêmeas, os ovários. Os órgãos foram 

pesados em balança de precisão (Shimadzu® AUY220), e cada material recebeu 

tratamento de acordo com o método de análise a ser utilizado.  
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8.4 ANÁLISE DOS ÓRGÃOS MASCULINOS 

8.4.1 Parâmetros espermáticos 

 Durante a dissecção, os animais das gerações F0 (n=5) e F1 (n=9) tiveram a 

cauda do epidídimo seccionada e colocada em 400 µl de meio Gamete Buffer 

(COOK Medical®), a 37ºC, por 5 minutos, para dispersão dos espermatozoides. 

8.4.1.1 Morfologia espermática 

 Foi feito esfregaço corado com o corante Single Prov® (Newprov) para 

análise das anormalidades na morfologia espermática, cuja avaliação foi realizada 

em microscópio de luz, com objetiva de 40x. Foram contabilizados 200 

espermatozoides por lâmina/animal, onde foram avaliadas as alterações 

morfológicas da cabeça, peça intermediária e cauda. Os espermatozoides foram 

classificados em normais e anormais.  

8.4.2 Histologia dos testículos 

 Os testículos (n=7), após remoção e pesagem, foram fixados em ALFAC 

(85% de álcool etílico 80%, 10% de formol 40% e 5% de ácido acético glacial), por 

24 horas. Em seguida, foram desidratados e diafanizados no processador de tecidos 

Micron STP 120 (Thermo Scientific®). A desidratação foi feita em soluções 

crescentes de álcool etílico (70-100%). O material foi emblocado em Paraplast Plus 

(Leica®), na mesa de inclusão Micron EC 350 (Thermo Scientific®). 

 Foi realizada a secção das amostras em micrótomo em cortes de 6 µm, que 

foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e montadas em bálsamo do Canadá 

(BIOTEC® reagente analíticos). 

8.4.3 Parâmetros testiculares 

 As lâminas histológicas foram examinadas no microscópio de luz Olympus 

BX41, para realização das análises histomorfométricas e estereológicas dos 

compartimentos tubular e intertubular, conforme proposto por Lima et al. (2018). 

Para realização das medições foram capturadas imagens com objetiva de 10x, 

utilizando-se o software para análise de imagem Image Pro Plus 4.5® (Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). 
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8.4.3.1 Histomorfometria  

8.4.3.1.1 Túbulos seminíferos 

Para a morfometria, foram mensuradas 15 secções transversais de túbulos 

seminíferos visando obter o diâmetro tubular, diâmetro luminal e altura no epitélio 

(FIGURA 9) médio por animal. Foram escolhidos os túbulos com morfologia mais 

circular possível, e o estágio do epitélio seminífero não foi levado em conta. 

FIGURA 9 – HISTOMORFOMETRIA DOS TÚBULOS SEMINÍFEROS. 

 

1) Diâmetro tubular. 2) Diâmetro luminal. 3) Altura do epitélio. 

FONTE: A Autora, 2019. 

8.4.3.1.2 Células de Leydig 

 Foi realizada a medição de 150 núcleos de células de Leydig por testículo a 

partir de 10 secções diferentes do órgão, a fim de avaliar indiretamente alterações 

fisiológicas nessas células, como a produção de testosterona, conforme realizado 

por Predes et al. (2010).  

8.4.3.2) Estereologia  

 Para a estereologia, foi obtida a proporção volumétrica e a densidade dos 

túbulos seminíferos e da região de intertúbulo a partir da sobreposição de uma grade 

de 266 pontos às imagens fotografadas, em aumento de 10x (Figura 10). Foram 

utilizadas 10 imagens por amostra, totalizando 2660 pontos por animal.  
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FIGURA 10 – ESTEREOLOGIA DOS TESTÍCULOS. 

 

FONTE: A Autora, 2019. 

 A partir disso, os pontos coincidentes com os túbulos e região intertubular 

foram contabilizados, sendo avaliado o percentual de pontos sobre cada 

componente. Dessa forma, foi obtida a proporção volumétrica (Pv) de cada 

compartimento, a partir da fórmula (COSTA, 2013; MORAIS et al., 2014): 

 

O volume dos constituintes do testículo, em mL, foi calculado através da 

fórmula: 

 

 

Sabendo-se que a densidade do testículo de mamíferos é em torno de 1 

(COSTA, 2013; MORAIS et al., 2014), a massa do testículo foi considerada igual ao 

seu volume. O intervalo entre os cortes foi de 60 µm. 
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8.4.3.3 Comprimento total dos túbulos seminíferos 

 O comprimento total dos túbulos seminíferos foi calculado de acordo com a 

seguinte fórmula (DIAS, 2019; GOMES et al., 2011): 

CTS = Volume do túbulo seminífero/πR2 

onde πR2 é a área de secção do túbulo seminífero, e R é o diâmetro do túbulo/2. 

 

8.5 ANÁLISE DOS ÓRGÃOS FEMININOS 

8.5.1 Histologia dos ovários 

 As fêmeas das gerações F0 e F1 tiveram seus ovários removidos e pesados. 

Os ovários (n=5) foram submetidos aos processos de fixação, desidratação, 

diafanização e emblocagem de acordo com o descrito no item 5.4.2. Em seguida, foi 

realizada a secção das amostras em micrótomo em cortes de 6 µm, as quais foram 

coradas com HE e montadas em bálsamo do Canadá (BIOTEC® reagente 

analíticos). 

8.5.2 Parâmetros ovarianos 

 As lâminas histológicas a serem utilizadas para a realização da 

histomorfometria e da estereologia foram examinadas no microscópio de luz 

Olympus BX41. Foram capturadas imagens com objetiva de 10x, utilizando-se o 

software para análise de imagem Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver 

Spring, MD, EUA) para realização das medições. 

8.5.2.1 Histomorfometria 

 Para a análise histomorfométrica, foi necessário realizar a classificação dos 

folículos ovarianos (Figura 9). De acordo com Rendi et al. (2012), os folículos 

ovarianos de camundongo são classificados da mesma maneira que os humanos. 

Considerando a variedade morfológica e de terminologias encontradas na literatura, 

foi utilizada a classificação de acordo com Junqueira e Carneiro (2017) e 

Kierszenbaum (2008). Classificações muito parecidas foram utilizadas por outros 

autores para camundongos (CLARKE, 2017; SOUZA et al., 2019b), sendo que, 

apesar da nomenclatura diferir, existe similaridade dos caracteres morfológicos. A 

classificação utilizada neste trabalho foi: 
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a. Folículo primordial: oócito revestido por única camada de células foliculares, 

constituindo um epitélio escamoso simples.  

b. Folículo primário unilaminar: oócito revestido por única camada de células 

foliculares, constituindo um epitélio cúbico simples. 

c. Folículo primário multilaminar/pré-antral: oócito revestido por múltiplas 

camadas de células granulosas e tecais, constituindo um epitélio cúbico 

estratificado, podendo apresentar pequenas áreas de fluido folicular. 

d. Folículo secundário/antral: oócito revestido por epitélio cúbico estratificado 

com antro bem definido. 

e. Folículo maduro: oócito circundado por camada de células da corona radiata 

revestido por epitélio cúbico estratificado; presença de células do cumulus; 

antro grande e bem definido. 

A classificação folicular pode ser observada na Figura 11. Os folículos foram 

mensurados visando obter a morfometria folicular média de cada fase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

FIGURA 11 - CLASSIFICAÇÃO DOS FOLÍCULOS OVARIANOS. 

 

 

 

 

 

8.5.2.2 Estereologia 

 

 Para a estereologia dos ovários, de maneira semelhante à técnica utilizada 

para os machos, foi realizada a sobreposição de uma grade de 35 pontos sobre as 

imagens capturadas, totalizando 350 pontos por animal/tratamento (Figura 12). 

Foram estimados os volumes do córtex e medula ovarianos, bem como dos folículos, 

conforme proposto por Altunkayanak et al. (2016).  

 

 

 

 

 

A e B) Folículo primordial. C) Folículo primário unilaminar. D) Folículos primários 

multilaminar/pré-antrais. E) Folículo secundário/antral. F) Folículo maduro. 

FONTE: Adaptado de Histology Guide, 2019. 



43 
 

FIGURA 12 – ESTEREOLOGIA DOS OVÁRIOS. 

 

FONTE: A Autora, 2019. 

 

 Foi utilizado o princípio de Cavalieri (ALTUNKAYANAK et al., 2016; BORECKI 

et al., 2009; MAYHEW, 1991) para calcular o volume, de acordo com a seguinte 

fórmula:  

 

 Onde t é a espessura do corte, a(p) a área de cada ponto na grade de 

contagem, e ΣP o total de ponto que caíram sobre o compartimento analisado. Para 

esta análise, não foi feita a distinção entre o ovário esquerdo ou direito, sendo 

empregado o princípio estabelecido por Myers et al. (2004). O intervalo entre cada 

corte utilizado foi de no mínimo 40 µm. 

 

8.6 RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (RIB) 

 Utilizou-se a metodologia descrita por Beliaeff e Burgeot (2002) e modificada 

por Sanchez et al. (2013). Os resultados obtidos através da análise dos 

biomarcardores de cada dose utilizada são divididos pelo seu grupo controle 

correspondente. Foi feita logaritimização para redução da variância e, a partir dos 

dados logaritimizados (Yi), calcula-se a média (µ) e o desvio padrão (s) para todas 
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as análises. Aplica-se então a fórmula Zi = (Yi - µ)/s para cada tratamento, sendo a 

diferença entre o grupo tratado e controle (Zi – Z0) utilizada para obter o valor de A – 

que corresponde ao resultado integrado para cada biomarcador utilizado.  

 Em seguida, os resultados obtidos foram plotados em um gráfico do tipo 

radar, onde valores acima ou abaixo de zero (controle) indicaram o estímulo ou 

inibição de determinado biomarcador. Por fim, para o cálculo do índice RIB de cada 

grupo, os valores de A foram convertidos em números absolutos (S) e somados. 

 

8.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Os dados foram testados quanto a normalidade e avaliados através de 

ANOVA de uma via ou Kruskal Wallis, seguido pelo pós teste de Dunnet ou Dunn's 

quando aplicável, todos os tratamentos foram comparados com o seu grupo controle 

correspondente. Todos os dados foram apresentados como média ± erro padrão e 

valores de p < 0,05 considerados significativos. Todas as análises foram feitas pelo 

programa GraphPad Prism 6.0. 
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9 RESULTADOS 

 

9.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO 

 

9.1.1 Análise de morfologia espermática 

 A partir das análises espermáticas, foi possível observar alterações na 

morfologia dos espermatozoides, nas regiões da cabeça, peça intermediária e cauda 

nos diferentes tratamentos utilizados (Figura 13). 

 

FIGURA 13 - MORFOLOGIA ESPERMÁTICA. 

 

 

 

 

  

 Na geração F0 não foram observadas alterações significativas na morfologia 

espermática em relação ao grupo controle (Figura 14). Na geração F1, por sua vez, 

foi encontrada menor porcentagem de espermatozoides com morfologia normal nas 

doses de 0,13 e 1,3 mg/kg/dia, e maior quantidade de espermatozoides com defeito 

na peça intermediária nas mesmas doses (Figura 14A-C). Em relação à cabeça e 

cauda, não foram encontradas alterações (Figura 14B-D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) A) Espermatozoide normal, com suas partes indicadas. B) Defeito na cabeça (cabeça de 
seta). C-D) Defeito na peça intermediária (seta) E) Defeito na cabeça (cabeça de seta) e na 

cauda (colchete). 
FONTE: A Autora, 2018. 
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FIGURA 14 – ANÁLISE DA MORFOLOGIA ESPERMÁTICA. 

 

A: Espermatozoides com morfologia normal. B: Defeito de cabeça. C: Defeito de peça intermediária. 

D: Defeito de cauda. n = 5 (geração F0); 7 (geração F1). *p<0,05 (ANOVA de uma via – teste post 

hoc de Dunnet). 

 

9.1.2 Histomorfometria do testículo 

 

9.1.2.1 Túbulos seminíferos 

 A partir da análise histomorfométrica foi possível obter os resultados 

demonstrados na Figura 15. Os animais da geração F0 não apresentaram 

diferenças significativas entre os parâmetros e doses avaliadas. Entretanto, para os 

animais da geração F1, houve diminuição do diâmetro tubular nas doses 0,013 e 1,3 

mg/kg (Figura 15A), enquanto o diâmetro luminal foi reduzido somente na dose de 

0,13 mg/kg (Figura 15C), e a altura do epitélio permaneceu inalterada (Figura 15B). 
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FIGURA 15 – RESULTADOS DA HISTOMORFOMETRIA DO TESTÍCULO. 

 

 

 

 

9.1.2.2 Células de Leydig 

 É possível observar que na geração F0, embora as alterações não sejam 

significativas, a tendência do diâmetro nuclear das células de Leydig foi diminuir, 

enquanto na geração F1 houve aumento do diâmetro, sendo significativo somente 

na dose mais alta (Figura 16). 

 

FIGURA 16 – RESULTADO DA HISTOMORFOMETRIA DAS CÉLULAS DE LEYDIG. 

 

n = 5 (geração F0); 7 (geração F1). *p<0,05 (ANOVA de uma via – teste post hoc de Dunnet). 
FONTE: A Autora, 2019. 

 

 

 

 

A: Diâmetro tubular. B: Altura do Epitélio. C: Diâmetro Luminal. n = 5 (geração F0); 7 

(geração F1). *p<0,05; **p<0,01 (ANOVA de uma via – teste post hoc de Dunnet). 
FONTE: A Autora, 2019. 
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9.1.3 Estereologia do testículo 

Na geração F0, houve redução significativa do volume tubular apenas na 

dose de 0,13 mg/kg/dia de Mn (Figura 17A), não havendo alterações no volume 

intertubular (Figura 17B). Na geração F1, por sua vez, houve aumento do volume 

tubular nas doses de 0,013 e 1,3 mg/kg/dia (Figura 17A) e aumento do volume 

intertubular somente na dose 1,3 mg/kg/dia (Figura 17B). 

 

FIGURA 17 – RESULTADOS DA ESTEREOLOGIA DO TESTÍCULO. 

 

A: Volume tubular. B: Volume intertubular. n = 5 (geração F0); 7 (geração F1). *p<0,05 (ANOVA de 
uma via – teste post hoc de Dunnet). 

FONTE: A Autora, 2019. 
 

  

9.1.4 Comprimento total dos túbulos seminíferos 

 É possível observar na Tabela 1 que, apesar de não haver resultados 

estatisticamente significativos, existe uma considerável diferença dos parâmetros em 

relação ao valor médio. Tanto na geração F0 como na geração F1 houve aumento 

do comprimento em todas as doses.  
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TABELA 1 – COMPRIMENTO TOTAL DOS TÚBULOS SEMINÍFEROS 

 

 

 

 

9.2 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO 

9.2.1 Histomorfometria dos folículos ovarianos 

 Foram encontrados todos os tipos de folículos ovarianos de acordo com a 

classificação utilizada (FIGURA 18), sendo que os folículos pré-ovulatórios 

apresentaram-se em menor quantidade, o que se deve ao fato de as fêmeas terem 

sido eutanasiadas em diestro.  

 Não foram observadas alterações significativas em relação à morfometria 

folicular, como apontam os gráficos abaixo (FIGURA 19). Não houve um padrão de 

alteração do diâmetro dos folículos, embora perceba-se que, na geração F1, os 

folículos primordiais, primários e secundários demonstram uma leve alteração no 

diâmetro médio quando comparado com o controle. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Média ± Erro padrão. ANOVA – teste post hoc de Dunnet/ Kruskal Wallis teste post 
hoc de Dunn’s. n = 5 (geração F0); 7 (geração F1) 

FONTE: A Autora, 2019. 
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FIGURA 18 – TIPOS DE FOLÍCULOS OVARIANOS ENCONTRADOS. 

 

A: Folículo primordial. B-C: Folículos primários unilaminares. D: Folículo primário  

multilaminar. E-F: Folículos antrais. 

FONTE: A autora, 2019. 

 

FIGURA 19 - RESULTADOS DA HISTOMORFOMETRIA DOS FOLÍCULOS OVARIANOS. 
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A: Folículo primordial. B: Folículo primário unilaminar. C: Folículo primário multilaminar. D: Folículo 
secundário. E: Folículo maduro. n = 5 (geração F0); 5 (geração F1). *p<0,05 (ANOVA de uma via – 

teste post hoc de Dunnet). 
FONTE: A Autora, 2019. 

 

9.2.2 Estereologia do ovário 

 O volume do ovário como um todo diminuiu significativamente apenas na 

dose intermediária, em ambas as gerações (FIGURA 20A). Não houve alterações 

significativas no volume quando a medula e o córtex do ovário são observados de 

maneira isolada (FIGURA 20B-C).  

 

FIGURA 20 – RESULTADO DA ESTEREOLOGIA DO OVÁRIO. 

 

A) Ovário. B) Córtex do ovário. C) Medula do ovário. n = 5 (geração F0); 5 (geração F1). *p<0,05 
(ANOVA de uma via – teste post hoc de Dunnet). 

FONTE: A Autora, 2019. 
 

 

9.3 RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (RIB) 

 Foram selecionados 6 parâmetros avaliados em cada sexo para realizar a 

resposta integrada dos biomarcadores. Para os machos, foi escolhido o número de 

espermatozoides normais; diâmetro tubular; diâmetro nuclear das células de Leydig; 

volume tubular; volume intertubular e comprimento total dos túbulos seminíferos. Já 
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para as fêmeas, foi selecionado os resultados da morfometria folicular (folículo 

primordial; primário unilaminar; primário multilaminar; secundário e maduro), além do 

volume do ovário. Dessa forma, é possível avaliar que quanto maior o índice, maior 

é a alteração da dinâmica dos parâmetros, como demonstrado na tabela 2. Sendo 

assim, foi possível determinar que não há grandes variações entre os índices 

encontrados nas fêmeas da geração F0 e F1, exceto para a dose de 0,13 mg/kg/dia. 

Entretanto, há uma grande variação entre os machos ao comparar as diferentes 

gerações e doses utilizadas. A representação gráfica da dinâmica desses 

parâmetros é demonstrada na figura 21. 

TABELA 2 – INDICE DA RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES 

  Fêmeas   Machos 

 
Geração F0 Geração F1 

 
Geração F0 Geração F1 

0 mg/kg 0 0 
 

0 0 

0,013 mg/kg 7,73 7,61 
 

4,26 9,92 

0,13 mg/kg 9,61 10,09 
 

8,03 11,24 

1,3 mg/kg 7,52 7,77   9,78 11,45 
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FIGURA 21 – REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise das fêmeas e machos da geração F0 e F1. O gráfico demonstra a oscilação dos 
biomarcadores nos grupos tratados em relação ao grupo controle (linha base – azul). A área 
abaixo do zero indica redução do biomarcador, enquanto os valores acima do zero indicam 
indução do biomarcador. Linha vermelha: 0,013 mg/kg/dia; Linha verde: 0,13 mg/kg/dia; 
Linha roxa: 1,3 mg/kg/dia; Spz normal: espermatozoides normais; CTS: comprimento total 
dos túbulos seminíferos.  

FONTE: A Autora, 2019. 
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10 DISCUSSÃO 

 

10.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO 

De forma geral, as alterações morfológicas que ocorreram nos 

espermatozoides podem ser explicadas levando-se em conta que a exposição ao 

Mn afeta o citoesqueleto (TOWLER, 2000; PARSONS-WHITE, 2008). 

Consequentemente, essa interação pode modificar a morfologia celular e reduzir o 

número de espermatozoides com morfologia normal, como observado nos animais 

da geração F1. 

 O Mn também pode interagir com outras organelas celulares, como a 

mitocôndria. O espermatozoide é uma célula repleta de mitocôndrias, localizadas 

principalmente na peça intermediária, devido ao seu grande requerimento de energia 

para o movimento flagelar (DUTTA et al., 2018). Ao adentrar na célula, o Mn, na 

forma de Mn2+, entra na mitocôndria pelo transportador uniporte de Ca2+, para onde 

tende a ser direcionado por atuar como constituinte da enzima MnSOD (GUNTER et 

al., 2009). Entretanto, o efluxo de Mn pelo mecanismo independente de sódio 

(GAVIN et al., 1990; GUNTER et al., 2009) não parece ser eficaz o suficiente para 

manter os níveis desse metal em quantidades não tóxicas, gerando alterações 

mitocondriais e defeitos na morfologia da peça intermediária. O Mn2+, na matriz 

mitocondrial, se liga aos sítios de ligação do Ca2+, que é responsável pela ativação e 

controle da fosforilação oxidativa através de sua ligação à diversas desidrogenases 

participantes do ciclo do ácido cítrico e à ATP sintase (BALABAN, 2002; TERRITO et 

al., 2001). O Mn2+ tem mais afinidade pelos sítios sensíveis ao Ca2+ do que o próprio 

íon Ca e, ao se ligar, perturba a fosforilação oxidativa, reduzindo drasticamente a 

produção de ATP (GUNTER et al., 2006). A diminuição do ATP intracelular leva à 

danos no axonema, perda da fluidez e integridade da membrana e aumento dos 

defeitos morfológicos de peça intermediária (SIKKA, 1996). 

 Além disso, o aumento do número de espermatozoides disfuncionais no 

sêmen induz ainda mais a produção de radicais livres (DUTTA et al., 2018). A 

principal espécie reativa de oxigênio produzida no espermatozoide é o radical 

superóxido (O2
-), o qual forma peróxido de hidrogênio (H2O2) através das reações de 

dismutação. Na presença de metais de transição, como Fe, Cu e, provavelmente, 

Mn, o radical O2
- reage com o H2O2 através da reação de Haber-Weiss, resultando 
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no radical hidroxila (OH-), extremamente tóxico e reativo (DUTTA et al., 2018). Esse 

radical pode iniciar uma cascata de lipoperoxidação, à qual o espermatozoide é 

muito suscetível devido a composição de sua membrana, rica em ácidos graxos poli-

insaturados (SIKKA, 1996; BISHT et al., 2017).  

 O estresse oxidativo também acomete a integridade do DNA nuclear e 

mitocondrial. A fragmentação do DNA está inversamente relacionada com a 

qualidade do sêmen, contagem, morfologia e motilidade espermática (AITKEN et al., 

1998; AITKEN; KRAUSZ, 2001). Sendo assim, ao associar essas informações é 

possível sugerir que o Mn também possa promover alterações nucleares e modificar 

a morfologia da cabeça dos espermatozoides. Além do mais, a estabilidade do DNA 

espermático correlaciona-se com sua capacidade de fertilização e sobrevivência do 

embrião (AITKEN et al., 1998; AITKEN; KRAUSZ, 2001; AITKEN, ROMAN, 2008).  

 Em relação à histomorfometria dos túbulos seminíferos, Ceolin (2010), 

constatou que os parâmetros histomorfométricos estão intimamente relacionados 

com a atividade funcional do testículo, bem como o comprimento total dos túbulos 

seminíferos. Na geração F1 foi possível observar diminuição do diâmetro tubular, 

sendo tal medida uma abordagem tradicionalmente utilizada como indicador da 

atividade espermatogênica (FRANÇA; RUSSELL, 1998; PAULA et al., 2002). A 

redução do diâmetro dos túbulos seminíferos também foi observada após a 

exposição a outros metais, como cádmio (Cd) (CABRAL, 1996; SAKR; NOOH, 

2013), chumbo (Pb) (AKINOLA et al., 2015), alumínio (Al) (PANDEY; JAIN, 2017) e 

arsênio (As) (CARVALHO, 2009; LIMA et al., 2018).  

 Já é constatado que o tratamento com doses altas de Mn diminui o diâmetro 

tubular, como ocorreu no estudo de Chandel e Jain (2017); porém, não existem 

estudos comprovando tal alteração utilizando doses baixas de Mn, como no 

presente trabalho.  Sendo assim, é possível estimar que o tratamento com Mn 

promoveu a modificação de parâmetros morfométricos, como o diâmetro tubular e 

luminal, o que pode interferir na capacidade espermatogênica do órgão. A 

perturbação na espermatogênese também pode estar diretamente relacionada à 

produção de espermatozoides morfologicamente disfuncionais, como foi encontrado 

no trabalho. 

 A análise histomorfométrica das células de Leydig mostrou que houve 

aumento do tamanho nuclear, o que pode indicar maior atividade de síntese e 

processos fisiológicos, podendo-se sugerir um possível aumento, por exemplo, na 
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produção de testosterona por essas células. Entretanto, o Mn, em experimentos in 

vitro, afeta diretamente as células de Leydig (CHENG et al., 2003; CHENG et al., 

2005), levando à diminuição da síntese de testosterona, como também foi visto em 

outros estudos utilizando doses altas do metal (BOUDOU et al., 2014; CHANDEL, 

JAIN, 2017; LASKEY et al., 1985). As doses de Mn utilizadas neste trabalho 

parecem não ter sido suficientes para afetar de maneira negativa a síntese do 

hormônio, sendo que esse possível aumento de sua produção na dose 1,3 mg/kg/dia 

pode indicar uma resposta do testículo às perturbações sofridas nos 

espermatozoides e no diâmetro tubular, numa tentativa de estimular a 

espermatogênese e amenizar os danos promovidos devido a exposição prolongada 

ao Mn. 

 Os parâmetros estereológicos mostraram que houve diminuição do volume 

tubular somente na dose intermediária na geração F0, sendo que esses animais 

foram pouco afetados. Porém, o aumento do volume tubular e intertubular na 

geração F1 pode indicar a ocorrência de uma hipertrofia compensatória (DIAS, 2019; 

KOSCO et al., 1998). Esse mecanismo normalmente ocorre quando há ausência, 

descida incompleta ou dano a um dos testículos, sendo que o testículo saudável 

consegue compensar a espermatogênese e produção hormonal (KOFF, 1999). No 

caso deste estudo, o tempo longo de exposição ao Mn pode ter levado ao 

desenvolvimento de um mecanismo parecido: o aumento do volume das células 

testiculares pode ter sido uma tentativa de retomar as condições de homeostasia 

fisiológica, na tentativa de reduzir os danos provocados pelo estresse contínuo da 

exposição ao Mn. Tanto as células do epitélio seminífero quanto do espaço 

intertubular podem sofrer hipertrofia compensatória, como foi mostrado por Lunstra 

et al., 2003. Tais resultados corroboram com o aumento do diâmetro nuclear das 

células de Leydig, que foi encontrado na geração F1. 

 O aumento do comprimento dos túbulos seminíferos é mais um parâmetro 

associado ao mecanismo de hipertrofia compensatória (LEIDL et al., 1980). Na 

geração F1, o aumento do comprimento parece ter sido, juntamente com o aumento 

do volume, uma forma de compensar a redução do diâmetro (DIAS, 2019; GOMES 

et al., 2011). A exposição desses animais ao Mn, além de ter sido longa, aconteceu 

durante fases críticas para o desenvolvimento das gônadas e da função reprodutiva, 

tanto no período intrauterino quanto na puberdade. Tal mecanismo de recuperação 
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da homeostasia é uma tentativa de recuperar a funcionalidade do órgão e diminuir 

os danos à espermatogênese. 

 O índice RIB mostra claramente como a geração F1 foi mais afetada do que a 

F0, visto que quando maior o número, maior a quantidade de alterações provocada 

pela exposição. Além disso, ao comparar as diferentes doses, nota-se que 0,13 e 

1,3 mg/kg/dia apresentam maiores efeitos na alteração da dinâmica dos marcadores 

avaliados, indicando que os animais da geração F1 exposto a essas doses 

acumulam maiores devido o tratamento com Mn.  

 Em resumo, foi possível constatar que a exposição direta ao manganês de 

camundongos já na fase adulta não provocou alterações significativas dos 

parâmetros reprodutivos avaliados, como ocorreu com a geração F0. Já na geração 

F1, a exposição prolongada durante os períodos da embriogênese, morfogênese do 

sistema reprodutor e puberdade causou alterações nos parâmetros espermáticos, 

histomorfométricos e estereológicos dos testículos. O aumento do volume testicular 

devido ao aumento do comprimento total dos túbulos seminíferos, bem como do 

diâmetro nuclear das células de Leydig indicaram uma maneira de compensar a 

diminuição do volume tubular, tentando retomar as condições normais da 

espermatogênese.  

 Não foi observada resposta dose-dependente em nenhuma das 

características avaliadas, o que pode se dever justamente ao fato de as 

concentrações utilizadas serem muito baixas, não havendo a formação de uma 

curva dose-resposta. Em contrapartida, é possível pressupor que o resultado obtido 

está de acordo com o princípio de Hormesis. De acordo com Mattson (2008) e 

Calabrese, Blain (2005) a resposta de um organismo a uma dose baixa de um 

xenobiótico é considerada um processo compensatório adaptativo após uma 

perturbação inicial da homeostase, sendo que o princípio prediz que um agente 

normalmente nocivo em doses altas induz um efeito benéfico ao organismo em 

doses menores, como observado para alguns parâmetros. Embora o Mn tenha 

provocado danos na espermatogênese, ficou evidente que houve uma resposta 

compensatória do testículo para diminuir o prejuízo causado pelo metal após a 

exposição prolongada. Além disso, com a análise da resposta integrada dos 

biomarcadores foi possível determinar que a geração F1 apresentou maiores índices 

que a geração F0. Consequentemente, esses animais foram submetidos a uma 
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maior variação nos parâmetros avaliados, devido as fases de desenvolvimento em 

que foram expostos ao Mn, evidenciando maiores danos morfológicos. 

10.2 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO 

 Yoshida et al. (2009) afirma que qualquer anormalidade nos ovários pode 

estar diretamente ligar ao prejuízo da capacidade reprodutiva feminina. Já é bem 

descrito que metais podem atingir os ovários, afetando os folículos ovarianos e a 

produção hormonal. Sabe-se que o cádmio se acumula nos ovários, podendo alterar 

sua morfogênese e inibir o crescimento dos folículos ovarianos (PIASEK, LASKEY, 

1999; WAN et al., 2010, ZHANG, JIA, 2007), além de reduzir o volume do ovário 

(BEKHEET, 2011). O chumbo interrompe o desenvolvimento e maturação folicular, 

além de aumentar a quantidade de folículos atrésicos (JUNAID et al., 1997; 

OUARDA, ABDENNOUR, 2008) e diminuir o número de folículos primordiais 

(HILDERBRAND et al., 1973). A exposição ao crômio provoca diminuição do peso 

dos ovários, redução do número de folículos e de corpos lúteos (MURTHY et al., 

1996; KANOJIA et al., 1998). O mercúrio é responsável pela redução do volume 

ovariano, como mostrou Altunkaynak et al. (2016). Todos estes estudos utilizaram 

doses altas dos metais, o que pode ter sido responsável pelos efeitos deletérios 

encontrados. 

 Entretanto, há grande escassez de literatura que avalie a exposição do 

sistema reprodutor feminino ao Mn, principalmente utilizando parâmetros 

histomorfométricos e estereológicos durante exposições crônicas e seus efeitos 

diferem daqueles encontrados sobre o sistema reprodutor de machos. Kim et al. 

(2012) mostraram que o Mn reduz significativamente o peso dos ovários e a 

concentração sérica de LH e FSH, enquanto Pine et al. (2005) e Lee et al. (2007) 

concluíram que o Mn, quando administrado de maneira aguda diretamente no 

cérebro, aumenta a secreção de GnRH e das gonadotrofinas, podendo ocasionar 

um início precoce da puberdade. Batschauer (2017) utilizou doses de Mn iguais às 

utilizadas no presente estudo e constatou que o metal se acumula principalmente no 

hipotálamo, enquanto Dorman et al. (2006) observaram acúmulo preferencial de Mn 

na hipófise. Com base nesses resultados encontrados na literatura, é possível que o 

Mn seja capaz de interferir no eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. Considerando 

que esse metal se acumula preferencialmente no hipotálamo e hipófise pode ocorrer 
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a indução da morte de neurônios (TARALE et al., 2016) e desregulação das funções 

reprodutivas. 

 Porém, neste estudo, houve redução do volume ovariano apenas na dose 

intermediária, em ambas as gerações, apesar de nas demais doses o volume 

também ter diminuído de maneira não significativa. Sabendo da atuação do Mn 

sobre o eixo hipotálamo-hipófise, a redução do volume ovariano, bem como a 

redução do diâmetro dos folículos, pode indicar que o Mn agiu de forma a diminuir a 

secreção das gonadotrofinas, o que pode ter, de certa maneira, atrofiado os ovários 

por diminuição do estímulo. Nesse caso, o mecanismo de feedback negativo não 

atuaria de maneira eficiente, uma vez que que o hipotálamo já estaria prejudicado. 

  Além disso, já foi visto que o manganês provoca um ambiente pró-oxidante na 

célula. As espécies reativas de oxigênio apresentam uma função regulatória na 

maturação dos oócitos, na foliculogênese, estereidogênese e lúteolise, havendo um 

equilíbrio delicado com as enzimas antioxidantes (AGARWAL et al., 2005). Dessa 

maneira, qualquer perturbação desse balanço pode afetar a maturação dos folículos 

e a produção hormonal. As células granulosas e do corpo lúteo respondem à 

presença de radicais livres anulando a ação das gonadotrofinas e inibindo a 

secreção de progesterona (BEHRMAN et al., 2001), provavelmente como um 

mecanismo de defesa para proteger os gametas. Tal comportamento também altera 

os estímulos hormonais sobre os ovários, podendo explicar a redução do volume. 

Apesar desses efeitos, não foram encontrados resultados significativos para a 

alteração na morfometria dos folículos. Além disso, ao realizar a análise para a 

resposta integrada dos biomarcadores foi possível notar que não houve grandes 

variações nos parâmetros entre as gerações e as diferentes doses testadas, como 

encontrado para os machos. Entretanto, dentre as doses utilizadas, a dose de 0,13 

mg/kg/dia, correspondente ao valor de exposição para humanos, promoveu uma 

maior oscilação dos marcadores avaliados, podendo representar um potencial risco 

à reprodução feminina. 

 Dessa forma, fica claro que são necessários maiores estudos sobre os efeitos 

do Mn sobre o sistema reprodutor feminino, uma vez que os existentes ainda são 

escassos (DEPARTMENT OF HEALTH, 2018). Não se sabe ao certo quais são as 

alterações causadas pela exposição ao Mn, mas é provável que a dose ou o tempo 

de exposição utilizados no trabalho não tenham sido suficientes para que seja 

possível observar efeitos nocivos. Além disso, pode ser que os parâmetros avaliados 
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no presente trabalho não sejam tão sensíveis e responsivos aos aspectos 

toxicológicos do Mn, como encontrado no sistema reprodutor masculino. 
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11 CONCLUSÃO 

 No presente estudo foi possível observar que o Mn leva a alterações 

morfológicas no sistema reprodutor masculino e, de maneira mais discreta, no 

feminino.  

 O Mn age nos espermatozoides, modificando sua morfologia, além de afetar 

parâmetros testiculares como o diâmetro, volume e comprimento dos túbulos 

seminíferos. De maneira geral, os resultados mais significativos apareceram na 

geração F1.  

 Em relação aos ovários, observou-se apenas um resultado significativo, 

sendo a redução do volume ovariano. Não foram encontradas diferenças entre as 

alterações presentes na geração F0 e F1.  

 Dessa forma, pode-se concluir que a exposição multigeracional ao Mn, 

mesmo em doses baixas, pode levar a alterações da morfologia testicular e 

espermática, tanto dos progenitores quanto da prole, o que podem ser fatores 

contribuintes para a infertilidade masculina. Em relação ao sistema reprodutor 

feminino, são necessários maiores estudos sobre o impacto do metal sobre a 

morfologia ovariana, bem como sobre a maneira como os hormônios sexuais 

femininos são afetados. 
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