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RESUMO 

 

O epidídimo é o órgão do sistema reprodutor masculino responsável por importantes processos, 

como a maturação espermática. Assim, agentes tóxicos que alterem a morfofisiologia deste 

órgão poderão causar problemas à fertilidade masculina. O Metilarsenato monossódico 

(MSMA) é um composto utilizado na agricultura como herbicida e, por ser a base do metaloide 

Arsênio, pode representar ameaças aos sistemas orgânicos, como o reprodutor. Nesta 

perspectiva, este estudo avaliou os efeitos da exposição aguda e crônica ao MSMA na 

morfologia do epidídimo, através de análises biométricas, morfométricas e estereológicas. Para 

tanto, 32 ratos Wistar foram separados em: grupo controle (água destilada) e grupo MSMA 

(120 mg/kg/dia) e eutanasiados após o período de 8 e 60 dias. Testículos e epidídimos foram 

coletados e preparados para microscopia de luz e análises espermáticas. Observou-se que a 

intoxicação por MSMA diminuiu a obtenção de massa corporal e, o maior tempo de exposição, 

causou redução da massa do epidídimo. Diversas alterações morfológicas foram observadas, 

em sua maioria tempo-dependentes, como redução do percentual de lúmen com 

espermatozoides, aumento do tecido conjuntivo e vasos sanguíneos. Patologias leves também 

foram observadas, como aumento de células de defesa no tecido conjuntivo e, em 60 dias, 

vacuolizações no epitélio e acúmulo de detritos no lúmen epididimário. Além dessas alterações 

na morfologia do epidídimo, a quantidade de espermatozoides no epidídimo foi menor e a 

proporção de anormalidades espermáticas aumentou no grupo que recebeu tratamento crônico. 

Esses resultados indicam que a exposição oral ao MSMA causa alterações na morfologia do 

epidídimo e, possivelmente, impactos na fertilidade masculina. Portanto, este herbicida carece 

de atenção e necessita de uma reavaliação da sua toxicidade. 

 

Palavras chave: Arsênio. Epidídimo. Estereologia. Morfometria. Toxicidade. 
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ABSTRACT 

 

The epididymis is the organ of the male reproductive system responsible for important 

processes, such as sperm maturation. Thus, toxic agents that modify the morphophysiology of 

this organ may cause problems with male fertility. Monosodium Methyl Arsenate (MSMA) is 

a compound used in agriculture as an herbicide and because it is derived from semimetal 

Arsenic, it can present threats to organic systems, such as the reproductive system. In this 

perspective, this study evaluated the effects of acute and chronic exposure to MSMA on the 

morphology of the epididymis, through biometric, morphometric and stereological analyzes. 

For that, 32 Wistar rats were separated into: control group (distilled water) and MSMA group 

(120mg / kg / day) and euthanized after the period of 8 and 60 days. Testicles and epididymis 

were collected and prepared for light microscopy and sperm analysis. It was observed that 

MSMA intoxication decreased the obtaining of body mass and, the longer exposure time, 

caused a reduction in the mass of the epididymis. Several morphological changes were 

observed, mostly time-dependent, such as a reduction in the percentage of lumen with sperm, 

an increase in connective tissue and blood vessels. Mild pathologies were also observed, such 

as an increase in defense cells in the connective tissue and, in 60 days, vacuolations in the 

epithelium and accumulation of debris in the epididymal lumen. In addition to these changes in 

the morphology of the epididymis, the amount of sperm in the epididymis was lower and the 

proportion of sperm abnormalities increased in the group that received chronic treatment. These 

results indicate that oral exposure to MSMA causes changes in the morphology of the 

epididymis and, possibly, impacts on male fertility. Therefore, this herbicide needs attention 

and needs a re-evaluation of its toxicity. 

 

Keywords: Arsenic. Epididymis. Morphometry. Stereology. Toxicity.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO 

O sistema reprodutor masculino de mamíferos é composto pelos testículos (gônadas), 

por um sistema de ductos, que inclui os ductos eferentes, os epidídimos e o ducto deferente, 

pelas glândulas acessórias (glândulas seminais, próstata e glândulas bulbouretrais) e por várias 

estruturas de apoio, entre elas o órgão copulador (Tortora & Nielsen, 2017; Junqueira & 

Carneiro, 2017). 

Os testículos têm a função dupla de produzir os hormônios sexuais masculinos e 

espermatozoides. O sistema de ductos realiza o transporte, maturação e armazenamento dos 

espermatozoides e as glândulas acessórias produzem fluidos essenciais para a função 

reprodutiva (Tortora & Nielsen, 2017). 

 

1.1.1 EPIDÍDIMO 

  O epidídimo, que do grego significa "em ou adjacente testículo”, é um órgão bilateral,  

descrito como um ducto único, altamente enovelado, oriundo da fusão de ductos eferentes que 

partem da rede testicular (Robaire, Hinton & Orgebin-Crist, 2006). 

Juntamente com o tecido conjuntivo e vasos sanguíneos que o circundam, o epidídimo 

é tradicionalmente dividido em quatro regiões anatômicas (Figura 1): o segmento inicial, 

cabeça, corpo e cauda, conforme descrito pela primeira vez por Benoit (1926).  

Esta regionalização é baseada na variação da altura do epitélio, no diâmetro tubular e 

na frequência dos diferentes tipos celulares ao longo do órgão. O epitélio epididimário conta 

com seis tipos celulares: células principais, células apicais, células basais, células halo, células 

claras e células estreitas e é classificado como pseudoestratificado prismático (Figura 2). Além 

disso, este epitélio é dotado de estereocílios, que são microvilos encontrados na superfície das 

células principais (Robaire Hinton & Orgebin-Crist, 2006; Oliva, Rinaldo & Stumpp, 2009; 

Cornwall, 2009). 
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Figura 1. Anatomia epididimária. À esquerda representação esquemática da anatomia do testículo e 

epidídimo (modificado de Seeley et al., 2014). À direita epidídimos de camundongo e humano. 

Camundongo: 1-segmento inicial/cabeça proximal; 2-porção média da cabeça; 3- porção distal da 

cabeça; 4-corpo; 5-cauda. Humano: ED- ductos eferentes; 1-cabeça anterior; 2-cabeça posterior; 3-corpo 

anterior; 4-corpo médio; 5-corpo posterior; 6-cauda anterior; 7-cauda posterior; DD-ducto deferente. 

Barra de 1 cm (Adaptado de Cornwall, 2009). 

 

Os diferentes tipos celulares desempenham funções distintas e também apresentam 

localizações diferenciais no órgão. As células principais, que compreendem aproximadamente 

65% a 80% do total da população de células epiteliais do epidídimo, aparecem ao longo de todo 

o ducto e exibem diferenças estruturais em cada região. As células estreitas são encontradas 

apenas no segmento inicial, enquanto as células claras aparecem apenas nas regiões da cabeça, 

corpo e cauda. As células basais e halo aparecem ao longo de todo o epidídimo (Hamilton, 

1975; Trasler, Hermo & Robaire, 1988; Hermo & Robaire, 2002). 

Quanto às funções desempenhadas por cada tipo celular, as células principais são 

responsáveis pela secreção da maior parte das proteínas do lúmen, fazem endocitose e também 

têm papel imunoprotetor, por fazerem a barreira hemato-epididimária. Menos se sabe sobre a 

função dos demais tipos de células, no entanto, as células apicais também apresentam funções 

secretórias, estando associadas à acidificação luminal e, também, à endocitose de componentes 

luminais; as células estreitas também auxiliam na acidificação do lúmen; as células claras têm 

ativa função endocítica, atuando na depuração de proteínas do lúmen, mas também secreta 

prótons para o lúmen; as células basais possuem função protetora, já que contribuem para a 

formação da barreira hemato-epididimária e participam do processo de eliminação de espécies 

reativas de oxigênio; e as células halo fazem a defesa imunológica primária do epidídimo 
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(Robaire, Hinton & Orgebin-Crist, 2006; Pietrement et al., 2006; Kujala et al., 2007; Cornwall, 

2009; Oliva, Rinaldo & Stumpp, 2009). 

 

 
Figura 2. Esquema demonstrando a organização dos principais tipos de células do epidídimo observadas 

ao microscópio óptico. A posição relativa e distribuição de cada um dos tipos celulares são ilustrados, 

bem como são identificadas as principais funções associadas a cada tipo de célula (Adaptado de Robaire, 

Hinton & Orgebin-Crist, 2006). 

 

Apesar da independência dos tipos celulares, há uma integração que garante a fisiologia 

do epidídimo. Isto é, interações célula-célula afetam diretamente o ambiente luminal e, por 

conseguinte, a maturação dos espermatozoides (Cheung et al., 2005). 

Cada região do epidídimo apresenta características distintas e condições apropriadas 

para a maturação espermática. O segmento inicial, por exemplo, está relacionado com a 

absorção de fluidos oriundos do testículo; a cabeça e corpo estão envolvidos com a aquisição 

da motilidade progressiva e da capacidade de reconhecimento e fertilização do ovócito; e a 

cauda está associada à fagocitose de espermatozoides anormais e com o armazenamento 

espermático (Oliva, Rinaldo & Stumpp, 2009; Souza, 2013). 

Todas as características supracitadas criam um microambiente que torna o epidídimo 

apto para as funções de transportar, realizar a maturação, estocar e proteger os espermatozoides. 

O transporte dos espermatozoides pelo epidídimo é desempenhado pela contração da 
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musculatura lisa do entorno deste órgão, controlada por andrógenos e pelo sistema nervoso 

autônomo. O tempo de trânsito dos espermatozoides no epidídimo varia de 3 a 15 dias, a 

depender da espécie (Cosentino e Cockett, 1986). Em ratos, o tempo médio é de 8 dias (Robb, 

Amman & Killian, 1978; França, Avelar & Almeida, 2005) e alterações nesse tempo podem 

afetar a maturação espermática e, consequentemente, a fertilidade, bem como alterar a 

quantidade de espermatozoides disponíveis para a ejaculação (Klinefelter, 2002). 

Em relação à maturação espermática, processo em que os espermatozoides adquirem 

motilidade e capacidade de fertilização, há uma interação orquestrada entre os gametas e as 

proteínas produzidas e secretadas pelo epitélio epididimário (Sullivan et al., 2005; Cornwall, 

2009). Os espermatozoides recém saídos do testículo são células imóveis e pouco capazes de 

fertilizar um ovócito e é o trânsito no epidídimo que lhes confere essas competências (Shum et 

al., 2009). A capacidade de sofrer a reação acrossômica, reconhecer e se ligar à zona pelúcida, 

como observado em camundongos, estão associados à passagem pelo epidídimo (Saling, 1982; 

Lakoski, 1988). 

Além das alterações funcionais, os espermatozoides também sofrem alterações 

estruturais durante a passagem pelo epidídimo, como migração da gota citoplasmática ao longo 

do flagelo, modificações no acrossoma, mudanças na cromatina, dentre outros (Bedford, 1973).  

Outra função atribuída ao epidídimo é o armazenamento e proteção dos gametas 

masculinos. O principal local de armazenamento dos espermatozoides, em mamíferos, é a cauda 

epididimária, onde ficam por até 30 dias e são protegidos pela barreira hemato-epididimária 

(Orgebin-Crist, Danzo & Davies, 1975; Ribeiro, 2013). 

Cabe ressaltar que toda funcionalidade epididimal está associada a vias hormonais e não 

hormonais. A testosterona e o estradiol parecem ser os principais responsáveis pela manutenção 

da estrutura e função do epidídimo, assim como os receptores de estrógenos (ER) auxiliam no 

funcionamento deste órgão. Portanto, percebe-se que vários fatores influenciam o ducto 

epididimário, desde hormônios testiculares a ação proteica intracelular, o que evidencia a 

integração com outros órgãos do sistema reprodutor (Leite, 2019). 

Por fim, diante do exposto, compreende-se a importância do epidídimo no contexto da 

fertilidade masculina. Corroborando isso, Cornwall (2009) aponta que 40% da infertilidade 

masculina podem advir de anormalidades na maturação dos espermatozoides. Assim, agentes 

tóxicos que possam alterar a morfofisiologia deste órgão representam riscos à fertilidade, visto 

que podem afetar o papel fundamental de maturação dos espermatozoides.  
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1.2 AGROTÓXICOS 

Agrotóxicos, defensivos agrícolas, pesticidas e praguicidas são algumas das várias 

denominações relacionadas às substâncias químicas utilizadas no controle de pragas (animal e 

vegetal) e “doenças” de plantas. Estes compostos são empregados em larga escala na 

agricultura, nas pastagens, na silvicultura e até em campanhas sanitárias para o controle de 

vetores de doenças (Peres, Moreira & Dubois, 2003). 

No Brasil, essas substâncias são definidas, de acordo com a Lei 7.802/1989, como:  

“Produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso 

nos setores de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, 

nas pastagens, na proteção de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas 

e de ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 

composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de seres vivos 

considerados nocivos, bem como as substâncias e produtos empregados como 

desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (Brasil, 1989). 

 

Independentemente da denominação ou definição atribuída, o que se sabe é que os 

agrotóxicos começaram a ser amplamente utilizados no pós-guerra, visando exterminar insetos 

e plantas invasoras das culturas e aumentar a produtividade. No Brasil, o uso desses produtos 

acompanhou a tendência mundial em plena “Revolução Verde”. Ainda na segunda metade do 

século XX, o país começou a investir em culturas de interesse internacional (Peres, Moreira & 

Dubois, 2003; Matos & Pessôa, 2011). 

Paralelamente a isso, a partir da década 80, começou-se a visualizar e descrever os 

resultados nocivos dos agrotóxicos. Desde então, várias publicações têm denunciado os efeitos 

adversos à saúde humana e ao meio ambiente causados pelos diferentes tipos de pesticidas 

(Doull & Levien, 1993; Carvalho, Nodari & Nodari, 2017). 

Não obstante, o consumo desses produtos continua crescendo. No Brasil, por exemplo, 

a agricultura é ainda muito dependente do uso de agrotóxicos. O país, inclusive, ocupa a marca 

de maior consumidor mundial desses compostos desde 2009 (Goes & Campos, 2019). Somente 

no ano de 2020 o Brasil aprovou o registro de 493 pesticidas, 4% superior ao ano de 2019 e um 

recorde histórico (Grigori, 2021). Acompanhado do aumento do consumo de agrotóxicos, 

observa-se um aumento no número de notificações por intoxicações. 

De acordo com o Sistema de Agrotóxicos Fitossanitários (AGROFIT) do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), entre 2007 e 2014, a quantidade de 

agrotóxicos comercializados passou de cerca de 623.353.689 quilos para 1.552.998.056 quilos, 

um aumento equivalente a 149,14%. Concomitantemente a isso, no período de 2007 a 2015, 

houve um acréscimo no número de 139% de notificações por intoxicações por agrotóxicos, 

sendo o total acumulado de 84.206 casos (Brasil, 2018). 
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Apesar desses registros, sabe-se que a subnotificação ainda é expressiva no Brasil e no 

mundo, sobretudo nos casos de intoxicação crônica. Este fato dificulta o dimensionamento do 

problema no País, além de invisibilizar os custos desses atendimentos para o SUS (Brasil, 

2018). Cabe ressaltar que os agrotóxicos podem causar quadros de intoxicação de leve a grave 

nos seres humanos, a depender da quantidade e da toxicidade do produto, do tempo de 

exposição e do tempo de espera ao atendimento médico (Brasil, 2013). 

Além da problemática da intoxicação pelo contato direto com os agrotóxicos, por 

camponeses, trabalhadores rurais e seus familiares, também pode haver alguma “contaminação 

indireta”, através dos alimentos, da população em geral. Em 2019, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa) publicou o relatório das amostras de alimentos analisadas no 

período de 2017-2018 do Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos (PARA) e constatou 

um número superior a 20% de amostras insatisfatórias. Dentre as irregularidades encontradas, 

estavam a utilização de agrotóxicos proibidos e resíduos de agrotóxicos superiores ao limite 

permitido (Bombardi, 2012; Anvisa, 2019). 

Embora pouco se saiba das consequências do consumo de alimentos contaminados, é 

muito bem definido os efeitos da exposição direta aos agrotóxicos, ao qual muitos brasileiros 

estão suscetíveis. Dentre as inúmeras consequências descritas na literatura, destacam-se 

alergias, distúrbios gastrintestinais, respiratórios, endócrinos, reprodutivos e neurológicos e 

neoplasias (World Health Organization, 2019).  

 

1.2.1 METILARSENATO MONOSSÓDICO 

Dentre a variedade de agrotóxicos existentes e permitidos no Brasil, deve-se chamar 

atenção para o controverso Metano Arseniato Ácido Monossódico ou Metilarsenato 

Monossódico (MSMA). O MSMA tem a fórmula química CH4AsNaO3 e é um arsênico 

orgânico pentavalente utilizado na agricultura como herbicida não seletivo, não sistêmico, pós-

emergente e classificado pela Anvisa como altamente tóxico (Classe II) (Anvisa, 2020). 

Atualmente, existem nove produtos diferentes à base de MSMA registrados no Brasil e 

que são amplamente usados no combate a ervas daninhas em culturas como algodão, cana, 

citrícos e café, mesmo com este agrotóxico sendo classificado pela Portaria Normativa do 

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), n°84, 

de 15 de outubro de 1996, como “muito perigoso”, quanto ao potencial de periculosidade 

ambiental (Serodio, 2014). 

Outro fator preocupante é a degradação do MSMA em metabólitos tóxicos, que além de 

perigosa ambientalmente, é nociva à saúde humana. Além disso, sabe-se que por se tratar de 
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um arsênico orgânico, uma pequena exposição já pode causar risco à saúde humana. Contudo, 

mesmo a Anvisa tendo feito uma nota técnica em 2002 para a reavaliação toxicológica do 

MSMA, esta ainda não ocorreu e o produto segue sendo vastamente utilizado (Serodio, 2014). 

Apesar de escassos, estudos com o MSMA em ratos e coelhos indicaram que, em 

exposição aguda este herbicida, por via oral e inalatória provoca diarreia, decréscimo da 

atividade motora, fígado e pulmões hemorrágicos, secreção ocular, redução do ganho de peso 

corpóreo, decréscimo da respiração, hemorragia ou alteração de cor do estômago, ulceração do 

escroto, entre outros, conforme exposto na Nota Técnica de Reavaliação Toxicológica do 

Ingrediente Ativo MSMA (Anvisa, 2002). 

No que diz respeito aos efeitos no sistema reprodutor masculino, de maneira aguda e 

crônica, pouco se conhece, o que evidencia a necessidade de investigar as implicações do 

MSMA nestes órgãos. Estudos do grupo de pesquisa apontam que esse herbicida é citotóxico e 

induz a proliferação de células neoplásicas na próstata (Víctor-Carvalho et al., 2021). Contudo, 

dados em relação ao epidídimo são praticamente inexistentes.  

 

1.2.1.1 ARSÊNIO 

O Arsênio (As), elemento do qual se deriva o MSMA, é um semimetal, natural, 

abundante na crosta terrestre e, para a Toxicologia, é considerado um metal pesado. Os números 

de oxidação mais comuns deste elemento são +5, +3 e -3, nos quais ele é capaz de formar 

compostos orgânicos e inorgânicos no ambiente ou no corpo humano (Orloff, Mistry, Metcalf, 

2009; Jomova et al., 2011). 

Este elemento se torna disponível no ambiente através de fontes geológicas naturais e 

de atividades humanas, como mineração, processos de fabricação de eletrônicos, incineração 

de resíduos, combustão do carvão e fundição de metais (Hughes et al., 2011). Com isso, a 

contaminação do homem pode advir da inalação, no caso de pessoas que trabalham em 

fundições e indústrias, ou do consumo, através de água contaminada e de alguns alimentos, 

como o arroz (Jana, Jana & Samanta, 2006; Wu et al., 2011).  

A contaminação da água pelo arsênio pode ser vista como um problema de saúde 

pública, já que a Organização Mundial da Saúde estima que mais de 140 milhões de indivíduos 

em 50 países têm bebido água contendo arsênio em níveis acima do valor da diretriz provisória 

da OMS de 10 μg/L (World Health Organization, 2018). Os elevados níveis de Arsênio no solo 

e nas águas está muito relacionado ao amplo uso deste metaloide na sociedade, como na 

fabricação de tintas, inseticidas, fungicidas, herbicidas, conservantes, semicondutores, diodos, 

lasers e transistores (Ratnaike, 2003).  
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Nesse cenário, deve-se chamar atenção que a agência internacional Agency for Toxic 

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

perigoso da Priority List of Hazardous Substances (ATSDR, 2019). Além disso, o Ministério 

da Saúde considera o arsênio como um elemento químico que apresenta potenciais riscos à 

saúde humana (Brasil, 2006).  

O efeito tóxico das espécies de arsênio depende principalmente da sua fórmula química, 

sendo que arsenito (As3+) inorgânico é mais tóxico que o arsenato inorgânico (As5+) e estes são 

mais tóxicos que o arsenito e arsenato orgânicos, respectivamente (USEPA, 2001). Entretanto, 

essa regra não é absoluta, já que alguns estudos têm demonstrado que as formas metiladas 

podem ser mais tóxicas que as formas inorgânicas (Silva, Barrio & Moreira, 2014).  

Segundo Serodio (2014), o arsênio pentavalente (As5+) é rapidamente reduzido à forma 

trivalente (As3+), que penetra nas células, principalmente, nos hepatócitos, e nelas é metilado 

para formar o MMA (ácido monometil arsênico) que, posteriormente, sofre metilação oxidativa 

para formar o DMA (ácido dimetil arsênico), sendo todos estes compostos tóxicos. 

A literatura explicita que vários são os efeitos dos compostos arsenicais nos sistemas 

orgânicos. Sabe-se que o arsênio está relacionado ao acúmulo em tecidos e células, à produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) e alteração na função de enzimas relacionadas com a 

metilação, o que pode levar à alterações degenerativas, inflamatórias e neoplásicas aos sistemas 

nervoso, respiratório, hematopoiético, cardiovascular e reprodutor (Cui e Okayasu, 2008; Chen 

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

No sistema reprodutor masculino, o metaloide causa redução da massa dos testículos e 

órgãos sexuais acessórios, inibição da espermatogênese e alterações atróficas do testículo 

(Altoé et al, 2016); diminuição da motilidade espermática e contagem de espermatozoides 

epididimais (Souza, 2013); comprometimento da qualidade seminal e redução do peso de 

órgãos sexuais acessórios, como o epidídimo (Li et al., 2012), dentre outros. Neste contexto, 

tem se tornado cada vez mais necessário investigar as implicações do uso de substâncias 

derivadas desse metal pesado no sistema reprodutor masculino, tal como herbicida alvo deste 

estudo, o MSMA. 

Assim, considerado a potencial toxicidade do Metilarsenato Monossódico, o presente 

trabalho avaliou os efeitos da exposição aguda e crônica a este herbicida na morfologia do 

epidídimo e dos espermatozoides de ratos Wistar em idade reprodutiva, produzindo dados que 

poderão ser utilizados como subsídios científicos para a reavaliação toxicológica deste 

agrotóxico no futuro. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos da exposição aguda e crônica ao Metilarsenato Monossódico 

(MSMA) nos parâmetros espermáticos e na morfologia do epidídimo de ratos Wistar adultos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Analisar a proporção volumétrica (%) dos componentes do epidídimo de ratos 

Wistar expostos ao MSMA durante 8 e 60 dias; 

● Avaliar os diâmetros tubular e luminal e altura de epitélio epididimário de ratos 

Wistar tratados com MSMA de forma aguda e crônica; 

● Fazer a avaliação histopatológica os tecidos epididimais dos ratos tratados e 

controles; 

● Determinar o número de espermátides e espermatozoides, a produção 

espermática diária e tempo de trânsito epididimal de ratos Wistar tratados com 

MSMA;  

● Avaliar a morfologia espermática de ratos Wistar expostos ao MSMA. 
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados serão apresentados no manuscrito intitulado como “A exposição ao 

herbicida Metilarsenato monossódico altera os parâmetros espermáticos e a morfologia 

epididimária de ratos Wistar?”.  
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RESUMO 

 

Ao longo do tempo, técnicas agrícolas vêm sendo desenvolvidas pela humanidade com intuito 

de aumentar a produtividade vegetal, como o advento dos agrotóxicos. Um deles, utilizado no 

Brasil, é o Metilarsenato Monossódico (MSMA), um organoarsênico usado como herbicida. A 

literatura explicita que a exposição ao Arsênio, metaloide presente no MSMA, ocasiona efeitos 

deletérios ao sistema reprodutor masculino. Nesta perspectiva, este estudo verificou os efeitos 

da exposição aguda e crônica ao MSMA no epidídimo. Trinta e dois ratos Wistar foram 

divididos em: controle (água) e MSMA (120 mg/kg/dia) e eutanasiados após 8 e 60 dias de 

tratamento. O epidídimo foi processado para microscopia de luz e analisado utilizando 

ferramentas estereológicas e morfométricas. Além disso, parâmetros espermáticos foram 

avaliados. Constatou-se que a administração de MSMA causa diminuição de massa corporal e 

a exposição crônica leva à redução da massa do epidídimo. A administração do herbicida 

causou diversas alterações morfológicas, como redução do percentual de lúmen com 

espermatozoides, aumento do tecido conjuntivo e vasos sanguíneos, dentre outros, em sua 

maioria tempo-dependentes. Além disso, observou-se aumento de células de defesa e, em 60 

dias, vacuolizações no epitélio e acúmulo de detritos no lúmen epididimário. Além dessas 

alterações na morfologia do epidídimo, a quantidade de espermatozoides reduziu em todas as 

regiões analisadas do epidídimo e a proporção de anormalidades espermáticas aumentou no 

grupo crônico. Esses resultados sugerem que a administração de MSMA causa alterações na 

morfologia e, possivelmente, na funcionalidade do epidídimo. Portanto, este herbicida carece 

de atenção e necessita de uma reavaliação da sua toxicidade.  

 

Palavras-chave: Agrotóxico. Arsênio. Epidídimo. Sistema reprodutor masculino.  
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INTRODUÇÃO  

A história da humanidade foi marcada pela busca contínua em aumentar a produtividade 

vegetal e, neste contexto, houve o advento dos agrotóxicos. Essas substâncias começaram a ser 

amplamente utilizadas na década de 50, a fim de exterminar insetos e plantas invasoras das 

culturas. Contudo, a partir da década 80, começou-se a visualizar e descrever os efeitos nocivos 

desses produtos (Peres, Moreira & Dubois, 2003; Carvalho, Nodari & Nodari, 2017). Apesar 

disso, no Brasil, o processo agrário tem se tornado cada vez mais dependente do uso de 

agrotóxicos, ocupando desde 2009 a posição de maior consumidor mundial desses produtos 

(Goes & Campos, 2019). 

Entre os anos de 2007 e 2014, a quantidade de agrotóxicos comercializados no Brasil 

passou de cerca de 623 mil toneladas para 1 milhão e 550 mil toneladas, um aumento 

equivalente a 149,14%. Paralelamente a isso, no período de 2007 a 2015, houve um acréscimo 

de 139% no número de notificações por intoxicações por agrotóxicos, sendo o total acumulado 

de 84.206 casos (Brasil, 2018). 

Figurando na grande lista de agrotóxicos permitidos no Brasil, deve-se destacar o 

controverso Metano Arseniato Ácido Monossódico ou Metilarsenato Monossódico (MSMA). 

O MSMA é um arsênico orgânico pentavalente, utilizado na agricultura como herbicida não 

seletivo, não sistêmico, pós-emergente e classificado pela ANVISA como altamente tóxico 

(Classe II) e pelo IBAMA como “muito perigoso”, quanto ao potencial de periculosidade 

ambiental (IBAMA, 1996; ANVISA, 2002; Serodio, 2014). 

A literatura explicita que a exposição ao Arsênio, semimetal presente no MSMA, 

ocasiona impactos deletérios aos sistemas orgânicos. Seu efeito está associado ao acúmulo em 

tecidos e células, à produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e alteração na função de 

enzimas relacionadas com a metilação, o que pode levar à alterações degenerativas, 

inflamatórias e neoplásicas aos sistemas nervoso, respiratório, hematopoiético, cardiovascular 

e reprodutor (Cui e Okayasu, 2008; Chen et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013). No sistema 

reprodutor masculino, o efeito desse metaloide é observado na redução da massa dos testículos 

e órgãos sexuais acessórios, inibição da espermatogênese e em alterações atróficas do testículo 

(Altoé et al, 2016); diminuição da motilidade espermática e contagem de espermatozoides 

epididimais (Souza, 2013); comprometimento da qualidade seminal e redução do peso de 

órgãos sexuais acessórios, como o epidídimo (Li et al., 2012a); dentre outros. 

Entretanto, no que diz respeito aos efeitos do organoarsênico MSMA no sistema 

reprodutor masculino, pouco se conhece, evidenciando a necessidade de investigar as suas 

implicações nestes órgãos. Estudos do grupo de pesquisa, apontam que esse herbicida é 



 

19 

 

citotóxico e induz a proliferação de células neoplásicas na próstata (Víctor-Carvalho et al., 

2021). Contudo, dados em relação ao epidídimo são inexistentes.  

O epidídimo é um ducto único, altamente enovelado, oriundo da fusão dos ductos 

eferentes que partem da rede testicular. Este órgão desempenha funções essenciais ao sistema 

reprodutor, como a maturação espermática, processo que envolve a aquisição de motilidade e a 

capacidade de reconhecer o ovócito pelos espermatozoides (Shum et al., 2009). Além disso, 

durante o trânsito epididimário, os gametas passam por alterações estruturais, como migração 

da gota citoplasmática ao longo do flagelo, modificações no acrossoma etc (Bedford, 1973) e, 

por fim, são armazenados na cauda do epidídimo.  

Cornwall (2009) descreve que 40% da infertilidade masculina podem vir de 

anormalidades na maturação dos espermatozoides. Levando isto em consideração, bem como 

todas as importantes funções do epidídimo, agentes tóxicos que alterem a morfologia e, 

consequentemente, a fisiologia deste órgão e dos espermatozoides, podem afetar negativamente 

a fertilidade.  

Agrotóxicos podem ser considerados agentes tóxicos aos órgãos do sistema reprodutor 

masculino. Assim, considerando o potencial tóxico do herbicida Metilarsenato Monossódico e 

do metaloide Arsênio do qual é derivado, bem como a escassez de estudos envolvendo este 

agrotóxico e o sistema reprodutor masculino, o presente estudo avaliou os efeitos do MSMA 

na morfologia do epidídimo e nos espermatozoides de ratos Wistar em idade reprodutiva.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

ANIMAIS  

Ratos Wistar machos adultos (80 dias de idade) foram obtidos a partir do Biotério do 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo e acomodados no 

Laboratório de Bioexperimentação do Centro Universitário Norte do Espírito Santo sob as 

condições padrão de temperatura (25 + 1ºC) e luminosidade (12 - 12h claro/escuro). 

 

GRUPOS DE ESTUDO E PROTOCOLO EXPERIMENTAL  

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=8, 

cada): C8, MSMA8, C60, MSMA60. Os grupos controles receberam somente água destilada e 

os tratados receberam 120 mg/kg/dia de Metilarsenato monossódico diluído em água - dosagem 

baseada no estudo de Prokop & Savage (1986).  
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A administração das substâncias foi realizada por gavagem (0,5 ml por animal), durante 

8 (para os grupos de exposição aguda) e 60 dias consecutivos (para os grupos de exposição 

crônica). A alimentação (ração comercial) e água foram fornecidos ad libitum. Este protocolo 

experimental foi aprovado pela Comissão de Ética em Uso de Animais - CEUA/UFES 

(75/2017) (Anexo I). 

 

COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

Vinte e quatro horas após o término de cada tratamento, os animais foram pesados e 

anestesiados com Xilazina e Ketamina (5 e 80 mg/Kg, respectivamente, por via intramuscular). 

Em seguida, foram eutanasiados e tiveram os testículos e epidídimos coletados, dissecados e 

pesados. 

Os epidídimos direitos foram segmentados de acordo com as três principais regiões do 

órgão e imersos em solução fixadora de Karnovsky (4% de paraformaldeído e 4% glutaraldeído 

em tampão fosfato 0,1 molL-1, pH 7,2) por 24 h. Posteriormente, os fragmentos foram 

desidratados em concentrações crescentes de álcool e incluídos em resina de glicol metacrilato 

(Leica Historesin, Leica Microsystems Nussloch, Alemanha). Os cortes histológicos foram 

feitos em micrótomo rotativo (cortes semisseriados), a 3 μm, e corados com Hematoxilina e 

Eosina.  

Os testículos e epidídimos esquerdos foram congelados (-20°C) para a determinação da 

quantidade de espermatozoides nestes órgãos, produção diária de espermatozoides (PDE) e 

tempo trânsito espermático. 

 

ANÁLISES DO DUCTO EPIDIDIMÁRIO 

Biometria 

O ganho de peso corporal e a massa relativa do epidídimo foram determinados, com 

base nas massas corporal e epididimária obtidas após a eutanásia dos animais. 

 

Estereologia e Morfometria 

As análises morfométricas e estereológicas foram feitas com o software Image ProPlus 

4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), a partir de fotomicrografias do ducto 

epididimário das regiões da cabeça e cauda, obtidas com câmera digital acoplada ao 

microscópio de luz (Leica Microsystem DM500).  

Na estereologia, foram estimadas as proporções volumétricas do epidídimo. Para tanto, 

contou-se 2660 pontos, por animal, projetados sobre 10 imagens capturadas em campos 
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aleatórios no aumento de 200X. Foram quantificados elementos do compartimento tubular 

(epitélio, túnica própria, lúmen com presença de espermatozoides e lúmen sem 

espermatozoides) e intertubular (músculo liso, tecido conjuntivo e vasos sanguíneos).  

Na morfometria, determinou-se o diâmetro tubular, luminal e altura do epitélio 

epididimário médios. Para tanto, foi realizada a partir da mensuração, ao acaso, de 20 secções 

transversais do epidídimo que apresentaram contorno o mais circular possível no aumento de 

100x. O diâmetro tubular foi obtido medindo-se da porção basal de uma célula principal à 

porção basal da célula principal oposta, já o diâmetro luminal foi mensurado a partir da porção 

apical de uma célula principal à porção apical da célula principal oposta; e a altura do epitélio 

epididimário foi determinada pela medida da porção basal de uma célula principal até a porção 

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

representou a média de quatro medidas, enquanto o diâmetro tubular e luminal foi dado pela 

média de duas medidas diametralmente opostas. 

 

Histopatologia 

Secções da cabeça e cauda do epidídimo foram analisadas em microscópio óptico, em 

diferentes aumentos, avaliando-se a organização tecidual e possíveis alterações histológicas.  

 

CONTAGEM DE ESPERMÁTIDES, PRODUÇÃO DIÁRIA DE ESPERMATOZOIDES 

E TEMPO DE TRÂNSITO EPIDIDIMAL 

Espermátides resistentes à homogeneização no testículo esquerdo, e espermatozoides 

das porções cabeça/corpo e cauda do epidídimo esquerdo foram contados em câmaras de 

Neubauer (4 campos por animal), após homogeneização dos órgãos (homogeneizador Ultra-

Turrax – Janke & Kunnkel IkaWerk) em mistura de 0,9% de NaCl, 0,05% de Triton X 100, 

segundo método descrito previamente (ROBB et al., 1978). A produção diária de 

espermatozoides (PDE) foi determinada pelo cálculo do número de espermatozoides por 

testículo dividido por 6,1 (número de dias em que as espermátides maduras estão presentes no 

epitélio seminífero). Já o Tempo de Trânsito Espermático na cabeça/corpo ou cauda do 

epidídimo foi estimado pelo cálculo de divisão entre número de espermatozoides, em cada 

porção, pela PDE. Estas metodologias foram realizadas de acordo com técnicas descritas por 

KEMPINAS et al. (1998). 
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MORFOLOGIA ESPERMÁTICA 

Um centímetro do ducto deferente, próximo ao epidídimo, foi removido, torcido com 

uma pinça e colocado em solução de tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH=7,2) durante 15 

minutos. Com a suspensão de espermatozoides obtida, foram montadas lâminas histológicas 

(SEED et al., 1996). A partir disso, foram observados, em microscópio de luz, na objetiva de 

40x, duzentos espermatozoides por animal e separados em duas categorias: normal e anormal 

(SEED et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2009; FAVARETO et al., 2011). 

 

ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As médias obtidas a partir das análises foram verificadas quanto à normalidade, 

utilizando-se o software BioEstat 5.0. Após verificação, dados paramétricos foram avaliados 

estatisticamente por ANOVA seguido de Tukey e, não-paramétricos, por Kruskal-Wallis 

seguido de Mann-Whitney, a 5% de significância. 

Para avaliar a diversidade entre os tratamentos existentes e identificar padrões de 

similaridade entre as variáveis, realizou-se uma análise de componentes principais (PCA). As 

variáveis foram centralizadas e escaladas antes da análise em si. Com o objetivo de explorar as 

possíveis relações entre as variáveis, foram realizadas correlações lineares exploratórias 

(Pearson) como sugerido por Borcard et al. (2011). A análise de componentes principais e 

gráficos foram realizadas com o Software R (RStudio versão 4.0.2, 2020), usando os pacotes 

car, ggplot, factoextra, corrplot, scales, vegan, ggvega, FactorMineR e BBmisc. 

 

RESULTADOS  

BIOMETRIA 

O grupo tratado com MSMA por 60 dias apresentou menor ganho de massa corporal 

em relação ao seu controle (p<0,05). Embora os animais tratados por 8 dias tenham perdido 

massa corporal durante o período experimental, não houve diferença neste parâmetro ao se 

comparar com os animais controle (p>0,05). Entre os dois grupos tratados, o agudo mostrou-se 

significativamente menor que o crônico quanto a massa corporal (Figura 3). 

A massa do epidídimo não variou entre animais tratados e seus respectivos controles 

(p>0,05). Entretanto, os animais expostos ao MSMA por 60 dias (tratamento crônico) 

apresentaram a massa relativa do epidídimo menor em relação aos animais expostos ao MSMA 

por 8 dias (tratamento agudo) (p<0,05) (Figura 3).  
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Figura 3. Biometria de ratos Wistar tratados com MSMA e seus respectivos controles. (a) Ganho de 

massa corporal. (b) Massa relativa do epidídimo. Valores são média ± desvio-padrão. Letras diferentes 

entre colunas indicam significância de p<0,05.  
 

ESTEREOLOGIA 

As análises estereológicas do compartimento tubular da cabeça do epidídimo (Tabela 1) 

indicaram aumento significativo na proporção volumétrica do epitélio dos ratos tratados com 

MSMA por 60 dias em relação ao seu controle. Além disso, esse efeito foi tempo-dependente, 

uma vez que os ratos tratados de maneira crônica apresentaram valores estatisticamente maiores 

(p<0,05) que os tratados de maneira aguda. Não foram observadas alterações na túnica própria.  

Ainda no compartimento tubular, notou-se redução significativa na proporção de lúmen 

com espermatozoides no grupo MSMA60 em relação ao seu controle. Além disso, observou-se 

também diminuição tempo-dependente expressiva (p<0,05) neste mesmo parâmetro, já que no 

grupo MSMA60 diminuiu significativamente a proporção de lúmen com espermatozoides em 

comparação ao grupo MSMA8. De maneira complementar, a proporção de lúmen sem 

espermatozoides teve aumento significativo (p<0,05) nos ratos com tratamento crônico. Além 

disso, foi observado aumento tempo-dependente neste parâmetro entre os grupos tratados. 

No compartimento intertubular da cabeça do epidídimo (Tabela 1) não foram 

encontradas diferenças significativas na proporção de músculo liso e conjuntivo entre os grupos 

tratados e seus respectivos controles e entre os grupos MSMA. Contudo, a proporção 

volumétrica de vasos sanguíneos aumentou (p<0,05) no grupo tratado com MSMA por 60 dias 

em relação ao grupo tratado por 8 dias. 
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Tabela 1. Proporção volumétrica (%) dos componentes da cabeça do epidídimo de ratos Wistar tratados 

com Metilarsenato Monossódico por 8 e 60 dias (Média ± desvio padrão). 

Parâmetro (%) 
Grupo 

Controle 8 MSMA 8 Controle 60 MSMA 60 

Epitélio 21,28 ± 3,57ab 19,59 ± 1,13a 25,91 ± 4,82b 31,98 ± 4,55c 

Túnica própria 0,95 ± 0,23a 0,74 ± 0,21a 1,17 ± 0,42a 1,01 ± 0,47a 

Lúmen com SPTZ 59,79 ± 6,70b 60,41 ± 8,49b 46,69 ± 14,13b 27,66 ± 19.16a 

Lúmen sem SPTZ 3,10 ± 2,03ab 2,27 ± 1,34a 1,94 ± 1,72a 13,37 ± 15,05b 

Músculo liso 5,69 ± 1,53a 5,88 ± 1,63ab 8,25 ± 2,35c 8,01 ± 1,13bc 

Conjuntivo 8,74 ± 3,41a 10,78 ± 5,08a 14,67 ± 8,11a 15,00 ± 6,04a 

Vasos sanguíneos 0,39 ± 0,25a 0,31 ± 0,23a 1,37 ± 0,78b 1,71 ± 0,94b 

Letras diferentes na mesma linha indicam significância de p<0,05. SPTZ = espermatozoides. 

 

A estereologia dos componentes da cauda do epidídimo (Tabela 2) não apontou 

alterações na proporção do epitélio entre os diferentes grupos, entretanto a proporção de túnica 

própria dos ratos tratados com MSMA por 60 dias reduziu (p<0,05) ao se comparar com o 

tratamento agudo. A proporção de lúmen com espermatozoides nos ductos da cauda do 

epidídimo reduziu (p<0,05) no MSMA60 em relação ao MSMA8. Consequentemente houve 

aumento de ductos com lúmen sem espermatozoides no grupo que recebeu tratamento crônico 

em relação ao grupo com tratamento agudo (p<0,05). 

Quanto aos componentes intertubulares da cauda do epidídimo, não foram observadas 

variações significativas nas proporções volumétricas de músculo liso entre os diferentes grupos 

experimentais. No entanto, houve aumento de tecido conjuntivo nos ratos tratados com MSMA 

por 60 dias em relação ao controle e ao grupo tratado por 8 dias (p<0,05). A proporção de vasos 

sanguíneos aumentou significativamente no grupo tratado com MSMA 60 dias em comparação 

a todos os grupos. 

  

Tabela 2. Proporção volumétrica (%) dos componentes da cauda do epidídimo de ratos Wistar tratados 

com Metilarsenato Monossódico por 8 e 60 dias (Média ± desvio padrão). 

Parâmetro (%) 
Grupo 

Controle 8 MSMA 8 Controle 60 MSMA 60 

Epitélio 10,76 ± 1,69a 11,26 ± 1,54a 11,31 ± 3,77a 11,97 ± 3,98a 

Túnica própria 1,13 ± 0,24bc 1,27 ± 0,41c 0,60 ± 0,08a 0,79 ± 0,23ab 

Lúmen com SPTZ 68,05 ± 2,99b 69,56 ± 2,22b 68,08 ± 3,86ab 55,66 ± 16,24a 

Lúmen sem SPTZ 0,23 ± 0,16b 0,02 ± 0,04a 0,81 ± 1,02b 5,35 ± 9,56b 

Músculo liso 8,44 ± 1,32a 8,85 ± 1,20ab 9,37 ± 1,05ab 10,76 ± 2,15b 

Conjuntivo 10,80 ± 1,23ab 8,67 ± 1,67a 9,16 ± 2,87a 14,33 ± 5,57b 

Vasos sanguíneos 0,49 ± 0,27a 0,34 ± 0,12a 0,67 ± 0,35a 1,15 ± 0,37b 

Letras diferentes na mesma linha indicam significância de p<0,05. SPTZ = espermatozoides. 
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MORFOMETRIA 

As análises morfométricas são apresentadas na Tabela 3. Observou-se na região da 

cabeça do epidídimo diminuição significativa no diâmetro tubular e luminal dos ratos tratados 

com MSMA durante 60 dias em relação aos tratados por 8 dias. Além disso, a altura de epitélio 

do grupo tratado por 60 dias reduziu em relação ao seu controle, e aumentou em relação aos 

ratos tratados por 8 dias (p<0,05). 

Por outro lado, na região da cauda do epidídimo foi observado um aumento significativo 

no diâmetro tubular dos ratos do grupo que receberam tratamento crônico em relação aos do 

grupo agudo e a altura epitelial aumentou (p<0,05) no MSMA60 quando se compara com o 

MSMA8. 

 

Tabela 3. Morfometria do epidídimo de ratos Wistar trados com tratados com Metilarsenato 

Monossódico durante 8 e 60 dias (Média ± desvio padrão). 

Parâmetro 
Grupos 

Controle 8 MSMA 8 Controle 60 MSMA 60 

Cabeça do epidídimo     

Diâmetro de Túbulo (μm) 304,38 ± 30,91b 278,69 ± 33,69b 185,75 ± 31,94a 222,27 ± 59,40a 

Diâmetro de Lúmen (μm) 265,79 ± 32,79b 238,20 ± 33,04b 117,18 ± 33,91a 161,95 ± 62,25a 

Altura de Epitélio (μm) 19,75 ± 1,44a 20,27 ± 1,55a 34,15 ± 2,53c 30,03 ± 3,82b 

Cauda do epidídimo     

Diâmetro de Túbulo (μm) 391,64 ± 18,46a 388,24 ± 21,35a 469,90 ± 96,94ab 409,39 ± 42,67a 

Diâmetro de Lúmen (μm) 359,28 ± 20,59a 355,07 ± 22,11a 432,73 ± 103,63a 369,07 ± 46,34a 

Altura de Epitélio (μm) 16,05 ± 1,37a 16,35 ± 1,08a 18,94 ± 2,77b 20,10 ± 2,17b 

Letras diferentes na mesma linha indicam significância de p<0,05. 

 

HISTOPATOLOGIA 

A análise histológica do ducto epididimário dos ratos tratados durante 8 dias com 

MSMA mostrou algumas alterações teciduais. No compartimento intertubular da cabeça e 

cauda do epidídimo, músculo liso, tecido conjuntivo e vasos sanguíneos, no geral, 

apresentaram-se semelhantes ao grupo controle. Entretanto, na região da cauda do epidídimo, 

observou-se aumento na quantidade de células de defesa no tecido conjuntivo (Figura 4 A e B).  

No compartimento tubular de todas as regiões do órgão, túnica e epitélio se mostraram 

íntegros em ambos os grupos. No entanto, no lúmen dos ductos da cauda do epidídimo dos ratos 

expostos ao MSMA de maneira aguda, verificou-se maior presença de espermatozoides 

anormais (Figura 4 – C e D). 

Em relação ao epidídimo dos ratos tratados com MSMA por 60 dias, também foi 

observado aumento de células de defesa no compartimento intertubular (Figura 5 A e B). No 

compartimento tubular, a região da cabeça do epidídimo dos ratos tratados com MSMA 
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apresentou vacuolizações no epitélio (Figura 5F). Na região da cauda, observou-se acúmulo de 

detritos celulares no lúmen e redução da quantidade de espermatozoides, bem como maior 

presença de espermatozoides anormais (Figura 5 C e D).  

 

 
Figura 4. Fotomicrografia de secções transversais da cabeça (A, B) e cauda (C, D) do epidídimo de 

Ratos Wistar controle (A, C) e tratados com MSMA (B, D) durante 8 dias. Ep – Epitélio epididimário; 

Lce – Lúmen com espermatozoides; Tc – Tecido conjuntivo; M –Tecido muscular; Vs – Vaso 

sanguíneo; * – Espermatozoides anormais; Seta – Células de defesa. Coloração HE. 
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Figura 5. Fotomicrografia do epidídimo de ratos Wistar tratados com MSMA durante 60 dias. A, E - 

Cabeça do epidídimo Controle; B, F – Cabeça do epidídimo MSMA; C – Cauda do epidídimo Controle; 

D – Cauda do epidídimo MSMA. Sptz: espermatozoides; Lse: Lúmen sem espermatozoides; Ep: 

Epitélio epididimário; Tc: Tecido Conjuntivo; M: Músculo liso; Tp: Túnica própria; flecha: esterocílios; 

→: aumento de células de defesa; ►: detritos celulares no lúmen; *: vacuolizações. Coloração HE. 
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CONTAGEM DE ESPERMÁTIDES, PRODUÇÃO DIÁRIA DE ESPERMATOZOIDES 

E TEMPO DE TRÂNSITO EPIDIDIMAL 

O número de espermátides maduras no testículo e por grama de órgão, bem como a 

produção espermática diária (PDE) foram reduzidos (p<0,05) no grupo tratado com MSMA 

durante 60 dias em relação ao grupo tratado por 8 dias (Tabela 4), embora os grupos tratados 

não tenham variado com seus respectivos controles. 

O número de espermatozoides na cabeça/corpo do epidídimo e por grama destas regiões 

reduziu significativamente no grupo MSMA60 em relação ao seu controle e ao MSMA8. O 

tempo de trânsito espermático nesta região não sofreu alterações significativas entre os grupos 

(Tabela 4). 

Na região da cauda do epidídimo, o número de espermatozoides no órgão e por grama 

de órgão e o tempo de trânsito espermático reduziram significativamente nos animais expostos 

ao MSMA por 60 dias em relação ao seu controle (Tabela 4). O tratamento agudo com MSMA 

não alterou esses parâmetros (p>0,05).    

 

Tabela 4. Contagem de espermátides no testículo e espermatozoides das porções cabeça/corpo e cauda 

do epidídimo, produção diária de espermatozoides (PDE) e tempo de trânsito epididimal de ratos Wistar 

tratados com MSMA durante 8 e 60 dias (Média ± desvio padrão). 

Parâmetro 
Grupos 

Controle 8 MSMA 8 Controle 60 MSMA 60 

Nº de espermátides  

(x106/testículo) 
74,15 ± 17,60b 83,70 ± 29,85b 66,46 ± 15,09ab 44,37 ± 10,79a 

Nº de espermátides 

(x106/g testículo) 
88,46 ± 22,28b  90,35 ± 38,91b 67,05 ± 24,30ab 55,95 ± 16,10a  

PDE  

(x106/testículo/dia) 
12,16 ± 2,88b 13,72 ± 4,89b 10,90 ± 2,47ab 7,27 ± 1,77a 

Nº de sptz na cabeça/corpo 

do epidídimo 

(x106/epidídimo) 

52,49 ± 12,88b 55,88 ± 13,52b 56,94 ± 10,96b 29,40 ± 8,24a 

Nº de sptz na cabeça/corpo 

do epidídimo (x106/g órgão) 
235,21 ± 55,71b 215,00 ± 54,32b 227,50 ± 37,38b 131,25 ± 31,41a 

Trânsito espermático na 

cabeça do epidídimo (dias) 
4,42 ± 1,14a 5,20 ± 4,07a 5,34 ± 1,04a 4,15 ± 2,07a 

Nº de sptz na cauda do 

epidídimo (x106/g epidídimo) 
78,99 ± 22,26a 98,54 ± 45,80a 151,58 ± 38,20b 71,06 ± 29,99a 

Nº de sptz na cauda do 

epidídimo (x106/g órgão) 

417,92 ± 

101,51a 489,06 ± 194,94ab 626,87 ± 

116,75b 

376,25 ± 

104,67a 

Trânsito espermático na 

cauda do epidídimo (dias) 
6,75 ± 2,47a 7,54 ± 3,13a 14,12 ± 3,17b 9,14 ± 2,69a 

Letras diferentes na mesma linha indicam significância de p<0,05. PDE = Produção Diária de 

Espermatozoides. Sptz = espermatozoides. 
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MORFOLOGIA ESPERMÁTICA 

Os animais que receberam tratamento crônico com MSMA apresentaram maior 

proporção (p<0,05) de espermatozoides anormais em relação ao seu grupo controle e ao grupo 

que recebeu tratamento agudo (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Proporção de espermatozoides normais e anormais (%) presentes no ducto deferente de ratos 

Wistar tratados MSMA. Letras diferentes entre colunas indicam significância de p <0,05. 

 

Os espermatozoides anormais foram subdivididos em três categorias: espermatozoide 

com cabeça normal separada do flagelo; gancho em diferente ângulo e flagelo enrolado (Figura 

7). Os animais tratados com MSMA por 60 dias apresentaram aumento significativo na 

proporção de espermatozoides com cabeça normal separada do flagelo em relação ao seu 

controle e aos animais tratados por 8 dias (Tabela 5). 
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Figura 7. Morfologia dos espermatozoides anormais presentes no ducto deferente de ratos Wistar 

tratados com MSMA. A – Espermatozoide normal; B – Espermatozoide com cabeça normal separada 

do flagelo; C – Espermatozoide com gancho em diferente ângulo. 

 

Tabela 5. Anormalidades encontradas nos espermatozoides de ratos Wistar tratados com MSMA 

durante 8 e 60 dias. (Média ± desvio padrão). 

Anormalidades 
Grupos 

Controle 8 MSMA 8 Controle 60 MSMA 60 

Cabeça normal separada 

do flagelo 
18,00 ± 6,26a 37,25 ± 32,55a 77,37 ± 13,67b 120,87 ± 37,30c 

Gancho em diferente 

ângulo 
1,17 ± 1,94 0,75 ± 0,89 0,00 0,37 ± 1,06 

Flagelo enrolado 0,67 ± 0,81 0,50 ± 0,93 0,00 0,00 

Letras diferentes na mesma linha indicam significância de p<0,05. 

 

 

ANÁLISE MULTIVARIADA DOS PARÂMETROS MORFOMÉTRICOS E 

ESTEREOLÓGICOS DO EPIDÍDIMO 

Ao se observar o biplot da análise de componentes principais (PCA), nota-se que os 

parâmetros epididimários de ratos Wistar submetidos ao tratamento com MSMA explicaram 

94% da variabilidade dos dados nas duas dimensões do gráfico (Figura 8). 
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Figura 8. Análise dos componentes principais com base no conjunto de dados do estudo de animais 

controle e tratados com MSMA por 8 e 60 dias. PI= peso inicial; PF= peso final; GP= ganho de peso; 

E= massa do epidídimo; E_C= propor. volum. epitélio cabeça; E_CD = propor. volum. epitélio cauda; 

LC.SPTZ_C= propor. volum. de lúmen com espermatozoides na cabeça; LC SPTZ_CD= propor. volum. 

de lúmen com espermatozoides na cauda; LS.SPTZ_C= propor. volum. de lúmen sem espermatozoides 

na cabeça; LS.SPTZ_CD= propor. volum. de lúmen sem espermatozoides na cauda; EM_C= propor. 

volum. de estroma muscular na cabeça; EM_CD= propor. volum. de estroma muscular na cauda; 

ENM_C = propor. volum. de estroma não muscular na cabeça; ENM_CD = propor. volum. de estroma 

não muscular na cauda; VS_C= propor. volum. de vaso sanguíneo na cabeça; VS_CD= propor. volum. 

de vaso sanguíneo na cauda; T_C = propor. volum. de túnica na cabeça; T_CD = propor. volum. de 

túnica na cauda; DT_C= diâmetro de túbulo na cabeça; DT_CD= diâmetro de túbulo na cauda; AE_C = 

altura de epitélio na cabeça; AE_CD= altura de epitélio na cauda; DL_C= diâmetro de lúmen na cabeça; 

DL_CD= diâmetro de lúmen na cauda. SPTZ_N= espermatozoide normal; SPTZ_A= espermatozoide 

anormal; ST_T= espermátide no testículo; ST_GT= espermátide g/ testículo; Nºx106O_CD= 

espematozoides na cauda; Nºx106GO_CD= espematozoides g/ cauda; Nºx106O_CC= espermatozoides 

cabeça/corpo; Nºx106GO_CC= espermatozoides g/ cabeça/corpo; T_CD= trânsito espermático na 

cauda; T_CC= trânsito espermático na cabeça/corpo; PDE= produção diária de espermatozoides; 

PDE_GT= produção diária de espermatozoides g/ testículo. 

 

As variáveis explicativas do componente principal 1 (PC1) sumarizam 62,9% dos dados 

no grupo tratado por 60 dias (MSMA 60). As proporções volumétricas de epitélio (E_C e 

E_CD), estroma muscular (=músculo liso, EM_C e EM_CD) e vaso sanguíneo (VS_C e 

VS_CD) na cabeça e cauda; a altura do epitélio das duas regiões do órgão (AE_C e AE_CD); 

a proporção volumétrica de estroma não muscular na cabeça (= conjuntivo, ENM_C); e a 

quantidade de espermatozoides anormais (SPTZ_A), correlacionaram positivamente no grupo 

tratado por 60 dias. Já a proporção volumétrica de túnica na cauda (T_CD) e de lúmen com 

espermatozoides na cabeça (LCSPTZ_C); a PDE e a PDE por grama de testículo (PDE e 

PDE_GT), a quantidade de espermátides no testículo e por grama (ST_T e ST_GT) e a 
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proporção de espermatozoides normais (SPTZ_N), correlacionaram de forma negativa no grupo 

MSMA de 60 dias (Figuras 8 e 9). 

Para o componente principal 2 (PC2), as variáveis explicativas sumarizam 31,1% da 

variabilidade dos dados no grupo Controle 60 e MSMA 60.  Os parâmetros diâmetro de túbulo 

(DT_CD) e de lúmen (DL_CD) da cauda, a quantidade de espermatozoides na cauda e por 

grama desta região (Nº.X.106.O_CD, Nº.X.106.GO_CD); o tempo de trânsito espermático na 

cabeça/corpo e na cauda (T_CC e T_CD), o ganho de peso (GP), o peso final (PF) e a massa 

relativa do epidídimo (E) obtiveram relação positiva no grupo controle 60. Já a proporção 

volumétrica de estroma não muscular da cauda (ENM_CD) e de lúmen sem espermatozoides 

na cabeça (LS.SPTZ_C); e a quantidade de espermatozoides da cabeça/corpo e por grama 

dessas regiões (Nº.X.106.O_CC e Nº.X.106.GO_CC) obtiveram relação negativa no grupo 

(Figura 8 e 9). 

  
Figura 9. Gráfico de correlação. À esquerda, contribuição por grupo. À direita, contribuição por 

parâmetro (Círculos maiores e com cores mais intensas indicam forte correlação entre os grupos e 

variáveis, sendo o vermelho correlação negativa e o azul correlação positiva).       

 

DISCUSSÃO 

Estudos recentes com testículo e próstata (Leite, 2018; Víctor-Carvalho et al., 2021) têm 

demonstrado o potencial tóxico do Metilarsenato monossódico. Contudo, dados do efeito deste 

herbicida ainda são escassos, sobretudo para o epidídimo. Os resultados deste trabalho indicam 
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que o MSMA altera os parâmetros espermáticos e a morfologia epididimária e que seus efeitos 

são mais expressivos na exposição crônica do que na aguda.  

A administração oral de MSMA reduziu ganho de massa corporal e, consequentemente, 

a massa corporal final nos ratos tratados por 8 e 60 dias. Prukop e Savage (1986), em seu estudo 

pioneiro utilizando o mesmo herbicida, também descreveram redução de ganho de massa e 

relataram que, quanto maior a dose utilizada dessa substância, menor o ganho de massa pelos 

animais tratados. Nesta perspectiva e considerando que a massa corporal pode ser uma medida 

de toxicidade (Fernandez et al., 2008; Lamb & Foster, 2016), estes valores encontrados podem 

indicar o potencial tóxico e as possíveis lesões geradas por este composto a base de arsênio.  

Já no epidídimo, os efeitos do MSMA se destacaram entre os diferentes tempos de 

exposição. Os animais que receberam o tratamento crônico apresentaram a massa relativa do 

epidídimo menor em relação aos do tratamento agudo, o que pode corroborar a hipótese do 

grupo de pesquisa de que os efeitos nocivos do arsênio no organismo são tempo-dependente 

(Silva, 2013; Altoé et al., 2016; Littike & Monteiro-Pirovani, 2020). Além disso, Predes, 

Diamante & Dolder (2010) também constataram redução progressiva na massa do epidídimo 

em ratos tratados com 1,2 mg/kg de Cádmio por 7 e 56 dias.  Sabe-se que alterações no peso 

dos órgãos sexuais acessórios são indicadores de possíveis alterações no estado androgênico 

dos animais e, como a exposição a metais pesados pode afetar a biossíntese e/ou 

disponibilização de testosterona, a exposição por maior tempo a este herbicida pode gerar tais 

efeitos (Creasy, 2001; Papadopoulos, 2007). 

Nos parâmetros morfológicos também foram observadas alterações nos ratos expostos 

ao herbicida. Na região da cabeça e cauda do epidídimo dos animais que receberam o tratamento 

crônico constatou-se redução na proporção de lúmen com espermatozoides e concomitante 

aumento na proporção de lúmen sem espermatozoides. Li e colaboradores (2012b) também 

observaram redução na área de lúmen com espermatozoides em epidídimo de camundongos 

expostos a 2 e 4 mg/L de trióxido de arsênio por 60 dias. Do mesmo modo, Ribeiro (2013) ao 

utilizar o metal pesado Cádmio por 56 dias (1,8 mg/Kg de peso corporal de ClCd2) também 

observou redução na proporção de lúmen sem espermatozoides em todas as regiões do 

epidídimo. 

Esta diminuição no percentual de lúmen com espermatozoides pode estar associada a 

alterações na produção espermática no testículo e/ou a remoção excessiva destas células durante 

a passagem pelo lúmen do epidídimo. Segundo Li et al. (2012b), a redução de lúmen com 

espermatozoides foi decorrente da redução no número de diferentes linhagens das células 
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germinativas. No presente trabalho, a PDE e tempo de trânsito foram alterados nos animais 

tratados com MSMA e podem ter refletido na quantidade de espermatozoides no lúmen.  

O aumento da proporção volumétrica de vasos na cauda do epidídimo no tratamento 

crônico sugere o efeito do arsênio na atividade angiogênica tecidual, uma vez que estudos in 

vivo e in vitro têm indicado que este metal pesado é capaz de promover o surgimento de novos 

vasos sanguíneos por estimular a expressão de fator de crescimento endotelial vascular (Soucy 

et al., 2003; Straub et al., 2007; Klei e Barchowsky, 2008; Wang et al., 2013). Estes achados 

corroboram Lima (2013) que descreveu aumento no percentual de vasos sanguíneos para o 

segmento inicial do epidídimo de ratos tratados com 0,01mg/L de arsenato de sódio e com as 

concentrações de 0,01 mg/L e 10 mg/L de arsenito de sódio. 

 Observou-se maior proporção de tecido conjuntivo na cauda do epidídimo dos animais 

do tratamento crônico em relação ao controle e aos animais do tratamento agudo. São escassos 

os estudos com epidídimo de roedores que reforcem esse tipo de alteração, contudo estudos 

com microscopia eletrônica de transmissão podem esclarecer quais elementos deste tecido estão 

aumentados. Predes, Diamante e Dolder (2010) encontraram aumento na densidade do 

conjuntivo dos testículos de ratos tratados com 1,2 mg/kg de cloreto de cádmio por 7 e 56 dias 

em observações com microscopia de varredura. Esse aumento, de acordo com as autoras, é 

provavelmente um edema decorrente do rompimento da camada endotelial, que permite que 

fluidos do sangue vão para o interstício. Neste sentido, o MSMA também pode estar gerando 

edema no tecido conjuntivo do epidídimo. 

Nos parâmetros morfométricos, observou-se que a região da cabeça do epidídimo dos 

ratos tratados por 60 dias, houve redução na altura do epitélio em relação ao seu controle, 

embora a esterologia tenha apontado um aumento no percentual deste tecido. Apesar de parecer 

paradoxal, estes resultados refletem uma tendência de aumento no diâmetro tubular e luminal 

dos ductos dos ratos que receberam tratamento crônico em comparação ao controle. Ribeiro 

(2013) observou redução na altura do epitélio e aumento dos diâmetros tubular e luminal na 

cauda do epidídimo de ratos expostos à 1,4 mg/Kg de peso corporal de cloreto de cádmio. Com 

isso, a autora afirma que este resultado se deve, provavelmente, à redução da atividade das 

células principais do epitélio epididimário decorrente do estresse oxidativo gerado pelo metal 

pesado, reduzindo a reabsorção do fluido luminal, o que pode ter causado a redução do 

percentual de epitélio e aumento nos referidos diâmetros (Ilkes, 2004; Ribeiro, 2013). Acredita-

se que fenômeno semelhante ao citado pela autora pode ter acontecido na cauda do epidídimo, 

explicando os valores encontrados no tratamento crônico.  
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Na avaliação histopatológica constatou-se aumento nas células de defesa no tecido 

conjuntivo, sobretudo na região da cabeça dos animais expostos ao MSMA de forma aguda. A 

maior quantidade de células de defesa no epidídimo dos animais tratados com MSMA corrobora 

os estudos do grupo de pesquisa, em que os ratos submetidos a tratamento agudo, com a mesma 

dose de MSMA, apresentaram aumento significativo de macrófagos no interstício testicular 

(Leite, 2018). De acordo com este trabalho, o aumento dessas células pode estar associado à 

resposta “imediata” ao estresse oxidativo induzido pelo arsênio.  

A presença expressiva de vacuolizações no epitélio dos animais do tratamento crônico 

com MSMA pode ser explicada, segundo Robaire & Hinton (2002), como resultado de 

alterações degenerativas, na qual ocorre o acúmulo intracelular de fluidos, glicoproteínas, 

lipídios e fosfolipídios. Acredita-se que este tipo de patologia também esteja associado ao 

estresse oxidativo gerado pelo MSMA. Souza (2013) também descreveu vacuolizações no 

epitélio seminífero de ratos tratados com 10 mg/L de arsenato e arsenito durante 56 dias. 

Sanghamitra et al. (2008), que avaliaram a histopatologia do testículo de ratos tratados com 30 

e 40 mg/L de arsenito de sódio durante 30, 45 e 60 dias, também encontraram essas alterações. 

Tais achados confirmam a toxicidade dos compostos a base de arsênio no epitélio epididimário.   

Verificou-se a presença expressiva de células germinativas no lúmen da cauda do 

epidídimo dos ratos tratados com MSMA por 60 dias, alteração que pode ter sido resultado de 

lesões no epitélio germinativo testicular, que são causadas, por exemplo, pela diminuição 

androgênica gerada pela ação de agentes tóxicos (Kempinas & Klinefelter, 2014; Leite, 2019). 

Assim, a vasta presença de detritos luminais nos animais expostos ao MSMA pode indicar 

processos degenerativos no testículo desses animais, desencadeados pelo efeito tóxico desse 

composto.  

O número de espermátides maduras e a PDE foram reduzidos no grupo MSMA60 em 

relação ao grupo MSMA8, mostrando, mais uma vez, o efeito tempo-dependente deste 

herbicida nos parâmetros espermáticos e na morfologia do epidídimo. Lozi (2019) observou 

que o número de espermátides no testículo e por grama de testículo e a produção espermática 

diária no testículo e por grama de testículo diminuíram em ratos tratados com 1,5 mg/Kg de 

arsenito e arsenato de sódio. Zeng et al. (2018) apontaram redução significativa no número de 

espermátides de camundongos tratados com 5 ppm (p<0,05) e 50 ppm (p<0,01) de arsênio. 

Neste sentido, apesar das concentrações e tempo de exposição estudados não terem alterado 

esses parâmetros entre o grupo tratado e controle, este herbicida merece atenção, visto que 

diferentes dosagens de outras formas de arsênios são capazes de alterá-los.  
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O número de espermatozoides na cabeça e corpo do epidídimo reduziu no grupo 

MSMA60 em relação ao seu controle e ao grupo MSMA8 e, na região da cauda, foi observado 

menor número de espermatozoides nos animais expostos ao MSMA por 60 dias em relação ao 

seu controle. Estes resultados refletem a redução da produção diária de espermatozoides (PDE) 

entre o grupo crônico e agudo, bem como pode ter sido decorrente da maior remoção de 

espermatozoides no órgão, devido ao grande número de anormalidades.  

O menor tempo de trânsito espermático causado pelo MSMA nos animais tratados por 

60 dias em relação ao controle é indicativo da toxicidade deste herbicida e pode gerar defeitos 

aos espermatozoides, conforme a literatura (Robaire & Hinton, 2002; Garcia et al., 2012). A 

análise da morfologia espermática corrobora com este resultado, visto que os animais do 

tratamento crônico com MSMA apresentaram maior proporção de espermatozoides anormais 

em relação ao seu grupo controle e ao grupo que recebeu tratamento agudo.  

Além de estar relacionado ao menor tempo de trânsito, Altoé et al. (2016) associa as 

anormalidades morfológicas nos espermatozoides às espécies reativas de oxigênio geradas pelo 

arsênio, sendo uma outra hipótese para o resultado provocado pelo MSMA. Sabe-se que a 

morfologia espermática, juntamente com a motilidade, são características importantes para a 

fecundação e, distúrbios nesta função podem causar danos à fertilidade (De Jonge & Barratt, 

2006). Assim, as alterações na morfologia dos espermatozoides dos ratos expostos ao MSMA 

reiteram os efeitos deletérios deste herbicida.   

Diante do exposto, pode-se inferir que a exposição oral ao herbicida Metilarsenato 

monossódico, sobretudo de maneira crônica, causa várias alterações nos parâmetros 

morfológicos do epidídimo e na sua funcionalidade, bem como altera os parâmetros 

espermáticos. Neste sentido, este agrotóxico pode ser uma ameaça à fertilidade masculina e 

deve ser tratado com mais atenção pelo órgão de registro e fiscalização nacional.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo constatou que a exposição ao MSMA é capaz de afetar o ganho de massa 

corporal e, em exposição crônica, reduzir também a massa do epidídimo. A intoxicação por este 

herbicida causou danos à morfologia epididimária em vários aspectos, como na proporção e 

altura do epitélio, proporção de estroma não muscular e vasos sanguíneos, dentre outros. Além 

disso, o MSMA está associado à diminuição do número de espermatozoides nas regiões da 

cauda e da cabeça do epidídimo e à maior proporção de espermatozoides anormais.  

As alterações na morfologia epididimária e dos espermatozoides confirmam a 

periculosidade deste organoarsênico e o seu potencial tóxico à fertilidade. Nesta perspectiva, o 

MSMA carece de mais atenção, de mais estudos e, sobretudo, de uma nova reavaliação 

toxicológica.  
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