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RESUMO 

 

A pesquisa e as aplicações da nanotecnologia têm tido um enorme crescimento nos últimos 

anos. As nanopartículas de sais de prata (AgNPs) possuem diversas aplicações, mas dentre 

elas destaca-se seu potencial antimicrobiano e em razão do atual problema de resistência,  

esse produto vêm se tornando foco de estudos para novas drogas que atuem como 

antimicrobianos ou em sinergismo com medicamentos antibióticos atuais. Aliado a isso, estão 

sendo amplamente exploradas no setor de cuidados com a saúde, com uma utilização 

generalizada em diversos produtos de consumo. O alto grau de comercialização aumenta o 

acesso da prata, na forma de nanopartículas, a tecidos, células e moléculas biológicas dentro 

do corpo humano, podendo resultar em toxicidade sobre a saúde humana, em diversas áreas 

incluindo a da reprodução. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito das AgNPs de 60 

nm e concentração de 0,02 mg/mL  sobre parâmetros reprodutivos e funcionais espermáticos 

em ratos Wistar. Foram utilizados, como modelo experimental 30 animais, dividido em três 

grupos, sendo um grupo controle recebendo 0 mg/kg de AgNPs e dois grupos testes 

recebendo doses de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg de AgNPs. Os animais foram acompanhados 

da fase pré-púbere à idade adulta e receberam o produto por gavagem do 23º dia ao 59º dia de 

idade. A avaliação dos parâmetros funcionais espermáticos incluiu a avaliação da integridade 

da membrana plasmática, através da coloração Eosina/Nigrosina, integridade do acrossomo, 

utilizando a coloração de Pope, avaliação da atividade mitocondrial, através da coloração de 

DAB e avaliação da integridade do DNA, através do ensaio do cometa. Os parâmetros 

reprodutivos foram avaliados no sentido de verificação de possíveis alterações teciduais, 

endócrinas e comportamentais nos animais em estudo e incluíram avaliação da idade e peso a 

puberdade, análise da contagem espermática, produção espermática diária por testículo e 

tempo de trânsito no epidídimo, verificação de anormalidades morfológicas nos 

espermatozoides dos animais, avaliação da orientação e do comportamento sexual. A 

exposição pré-púbere de ratos às AgNPs demonstrou comprometer a funcionalidade 

espermática dos animais tratados visualizado pela redução na integridade acrossomal e da 

membrana plasmática, além de redução na atividade mitocondrial dos espermatozoides. 

Entretanto, não houve dano à integridade do DNA espermático. Os animais apresentaram um 

atraso em dias, bem como um maior peso ao atingir a puberdade. Não houve alterações na 

contagem espermática e na produção espermática diária por testículo, porém a reserva 

espermática nos animais tratados evidenciou uma redução na concentração dos 

espermatozoides e houve aceleração no tempo de trânsito espermático, ambos na cauda do 



epidídimo. Os espermatozoides dos animais tratados apresentaram anormalidades 

morfológicas e houve alteração na orientação sexual, com preferência sexual dos animais por 

machos, já o comportamento sexual não foi afetado. As análises hormonais revelaram que a 

substância não alterou o padrão endócrino. Os resultados em conjunto demonstram que houve 

comprometimento da qualidade seminal e dos parâmetros reprodutivos evidenciando que as 

AgNPs, mesmo em doses extremamente baixas têm potencial para causar prejuízo a 

fertilidade masculina. 

 

Palavras chave: Nanopartículas de sais de prata. Testes funcionais. Funcionalidade 

espermática. Fertilidade. Reprodução. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

Nanotechnology research and applications has had a remarkable growth over the last years.   

Silver nanoparticles (AgNPs) have several applications but among them emphasize its 

antimicrobial potential and due to the current problem of bacterial resistance, it is becoming 

focus of studies of new drugs that act as antimicrobials or in synergism with current 

antibiotics. Allied to this, are being widely explored in health care field with widespread use 

in many consumer products. The high level of commercialization increases the access of 

silver in nanoparticles shapes, tissues, cells and biological molecules within the human body, 

which can result in toxicity to human health in several areas including reproduction. The aim 

of this study is to evaluate the effect of AgNPs 60 nm and concentration of 0.02 mg/mL on 

reproductive parameters and functional sperm in male Wistar rats. Were used as experimental 

model 30 animals, divided into three groups, one control group receiving 0 mg/kg AgNPs and 

two test groups receiving doses of 0.015 mg/kg and 0,030 mg/kg AgNPs. The animals were 

observed from pre puberty to adulthood and the product has received by gavage from 23 days 

to 59 days age. The functional parameters evaluation of sperm included sperm assessment of 

plasma membrane integrity through Eosin/ Nigrosine staining, acrosomal integrity using Pope 

staining, mitochondrial activity evaluation via DAB and DNA evaluation of integrity by the 

comet assay. Reproductive parameters were evaluated in order to check possible tissue, 

endocrine and behavioral changes in  animals and included age assessment and weight at 

puberty, sperm analysis count, daily sperm production per testis and epididymis transit time, 

check pathologies in animal’s semen, assessment orientation and sexual behavior. The 

prepubertal exposure showed AgNPs compromising the sperm functionality treated animals 

displayed by reduction in the acrosome integrity and the plasma membrane integrity and 

reduction in mitochondrial activity of spermatozoa, since damage to sperm DNA integrity has 

not been viewed. The animals showed a delay in days as well as a greater weight to reach 

puberty. There were no change in sperm count and daily sperm production per testis, but the 

sperm reserve in treated animals showed a reduction in sperm concentration and there was 

acceleration in sperm transit time, both in the epididymis tail. The sperm of treated animals 

showed pathologies and there were changes in sexual orientation, where animals showed 

sexual preference for males, since sexual behavior was not affected. The hormonal analysis 

revealed that the substance has not changed the hormones pattern. The results altogether 



pointed out that there was impairment of semen quality and reproductive parameters showing 

that the AgNPs, even at extremely low doses has extreme potential to affect male fertility. 

 

Keywords: Silver nanoparticles. Functional tests. Sperm functionality. Fertility. 

Reproduction 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A pesquisa e as aplicações da nanotecnologia têm tido um enorme crescimento nos 

últimos anos. As nanopartículas são definidas como materiais com tamanho entre 1 e 100 

nanômetros (nm), o que confere propriedades mecânicas, ópticas, elétricas e estruturais 

avançadas, além de uma aumentada área de superfície em relação à substância original 

(BEER et al., 2012). A redução do tamanho da partícula é uma maneira eficiente de melhorar 

a biocompatibilidade de materiais e isso, aliado ao fato de que esses materiais podem ser 

modificados, facilita suas aplicações em campos como a biociência e a medicina (KIM et al., 

2007). 

As nanopartículas de sais de prata (AgNPs) possuem inúmeras aplicações, mas 

dentre elas destaca-se seu potencial antimicrobiano (KIM et al., 2007). Em razão do atual 

problema de resistência bacteriana aos antibióticos, as AgNPs vêm se tornando foco de 

estudos para novas drogas que atuam como antimicrobianos ou em sinergismo com 

medicamentos antibióticos atuais (DURÁN et al., 2010) e os resultados têm sido animadores 

demonstrando que ocorre potencialização da atividade antimicrobiana e efeito sinérgico com 

antibióticos como gentamicina, ampicilina e ofloxacino (MORONES-RAMIREZ et al., 

2013). 

As aplicações dessas nanopartículas principalmente no setor de cuidados com a 

saúde têm sido amplamente exploradas. Estudos demonstram a eficiência das AgNPs como 

revestimento para curativos de queimaduras, para dispositivos cirúrgicos e em próteses 

ósseas, além de serem incorporadas em roupas, sempre com o objetivo de produzir efeito 

antimicrobiano (CHEN et al., 2006; COHEN et al., 2007; LANSDOWN, 2006; LEE et al., 

2007). 

Em virtude do grau de comercialização desse tipo de material estar crescendo, 

aumenta o acesso da prata, na forma de nanopartículas, a tecidos, células e moléculas 

biológicas dentro do corpo humano (CHEN; SCHLUESENER, 2008). As mesmas 

características que as tornam atraentes são também motivo de preocupação para a saúde 

humana e ambiental (BEER et al., 2012). Cada vez mais, as pesquisas demonstram que existe 

uma relação entre a utilização desse tipo de composto e a toxicidade observada sobre a saúde 

humana, em diversas áreas incluindo a da reprodução (SCHRAND et al., 2010). 

 Em relação à reprodução, já foi comprovado que nanopartículas podem penetrar a 

barreira hematotesticular (KIM et al., 2006),  podem ser captadas pelas células de Leydig 
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alterando sua viabilidade, proliferação e expressão gênica (KOMATSU et al., 2008). As 

AgNPs demonstraram causar redução drástica na função mitocondrial, aumento de 

extravasamento da membrana, necrose e indução de apoptose em células tronco 

espermatogoniais de mamíferos in vitro (BRAYDICH-STOLLE et al., 2005), bem como 

causar declínio na proliferação celular dessas células tronco espermatogoniais, trazendo 

prejuízo para a fertilidade (BRAYDICH-STOLLE et al., 2010). 

Exposição às substâncias tóxicas pode afetar eventos críticos para o desenvolvimento 

do sistema reprodutivo, como a determinação da célula germinativa primordial, a 

gametogênese e eventos de sinalização que determinam o comportamento sexual (PRYOR et 

al., 2000). Com relação à espermatogênese, as nanopartículas têm demonstrado afetar as três 

partes do espermatozoide; o acrossomo, que é responsável pela reação acrossomal, o 

segmento equatorial, que é responsável pela ligação do espermatozoide na membrana do 

oócito e a peça intermediária, que é responsável pelo vigor do esperma (LAN; YANG, 2012). 

Para verificação de danos à estrutura e do potencial de fertilização dos 

espermatozoides, existem meios de avaliação denominados Testes Funcionais (AITKEN, 

2006; RIJSSELAERE et al., 2005). Esses testes são capazes de avaliar a capacidade dos 

espermatozoides de realizar passos específicos no processo de fertilização, demonstrando sua 

competência funcional (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003). 

O uso das AgNPs vem sendo amplamente difundido (BEER et al., 2012). Já existem 

dados demonstrando que as AgNPs afetam parâmetros reprodutivos e que nanomateriais 

podem causar danos à estrutura dos espermatozoides e consequentemente afetar sua 

capacidade de fertilização. O objetivo desse estudo foi avaliar in vivo a possível interferência 

da administração de baixas doses de AgNPs em ratos pré-púberes, sobre a competência 

funcional de células espermáticas na vida adulta, simulando uma possível contaminação pela 

absorção de pequenas quantidades, devido ao uso contínuo e esporádico desses compostos em 

produtos de higiene corporal e antissepsia médica. Outros parâmetros foram paralelamente 

avaliados no sentido de verificação de possíveis alterações endócrinas, comportamentais e em 

tecidos reprodutivos masculinos.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Nanopartículas de sais de prata (AgNPs) 

 

 

Os nanomateriais possuem propriedades físico-químicas únicas, tais como tamanho 

ultrapequeno, grande área de superfície em relação à massa e reatividade elevada, que são 

diferentes das características de materiais com a mesma composição em microescala. Estas 

propriedades podem ser utilizadas para ultrapassar algumas das limitações encontradas em 

agentes terapêuticos tradicionais (EL-ANSARY; AL-DAIHAN, 2009). As AgNPs ou 

nanoprata são um conjunto de átomos de prata que variam em diâmetro de 1 a 100 nm 

(nanômetros) e estão atraindo interesse para aplicações na área da medicina (CHALOUPKA; 

MALAM; SEIFALIAN, 2010). 

Dentre essas aplicações, há relatos de aplicações contra câncer de mama e contra o 

vírus HIV. Jeyaraj et al. (2013) investigaram o efeito de citotoxicidade in vitro de AgNPs 

contra células humanas de câncer de mama. Os resultados demonstraram que as AgNPS 

possuem uma promissora propriedade anti-câncer. Ocorreram efeitos adversos nos 

componentes celulares das células cancerosas, como perda de integridade da membrana, 

estresse oxidativo, apoptose, além de dano ao DNA. Elechiguerra et al. (2005) demonstraram 

que as AgNPs têm uma interação tamanho dependente com o vírus HIV-1, onde somente 

nanopartículas na faixa de 1-10 nm se ligaram ao vírus. Segundo os autores, as nanopartículas 

interagem com o vírus via ligação preferencial com resíduos de enxofre na glicoproteína 

gp120, cuja principal função é ligar-se aos receptores CD4 nas células hospedeiras. Devido a 

essa interação, as AgNPs inibem o vírus de se ligar a célula hospedeira, resultando em 

inibição da infectividade do vírus in vitro. 

As AgNPs possuem diversas aplicações, mas dentre elas destaca-se seu potencial 

antimicrobiano (KIM et al., 2007). As AgNPs têm mostrado atividade contra diversas 

bactérias, incluindo bactérias multidroga resistente e altamente patogênicas como 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli 

(INGLE et al., 2008; KIM et al., 2007). O mecanismo exato pelo qual ocorre essa atividade 

ainda não está totalmente elucidado, mas é provável que ocorra por uma ligação com a 

membrana bacteriana e interferência em processos vitais (KIM et al., 2007). Recentemente, 

um estudo demonstrou que o íon prata interrompe vários processos celulares em bactérias 
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gram-negativas, incluindo a formação de ligações sulfeto, o metabolismo central e a 

homeostase de ferro. Essas alterações estão associadas ao aumento da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e o aumento da permeabilidade da membrana, os quais seriam 

responsáveis por causar morte bacteriana (MORONES-RAMIREZ et al., 2013). 

Em razão do atual problema de resistência bacteriana, as AgNPs vêm se tornando 

foco de estudos para novas drogas que atuam como antimicrobianos ou em sinergismo com 

medicamentos antibióticos atuais (DURÁN et al., 2010). Morones-Ramirez et al. (2013) 

demonstraram a possibilidade de usar a prata como um adjuvante na terapia antibiótica 

convencional e os resultados demonstraram que ocorre potencialização da atividade 

antimicrobiana e efeito sinérgico dos antibióticos gentamicina, ampicilina e ofloxacino, com 

adição do íon prata, para cepas e E. coli. O estudo também demonstrou que a vancomicina 

(específico para bactérias gram-positivas) foi efetivo para bactérias gram-negativas quando 

usado em conjunto com a prata. Por fim, a prata aumenta a atividade antibiótica contra 

bactérias persistentes e têm ação direta sobre a formação de biofilmes, presentes em infecções 

crônicas de difícil tratamento. Os autores sugerem que a prata seja colocada na forma de 

nanopartículas para desenvolver terapias mais sofisticadas e eficientes. 

As aplicações dessas nanopartículas principalmente no setor de cuidados com a 

saúde têm sido amplamente exploradas. Estudos demonstram a eficiência das AgNPs como 

revestimento para curativos de queimaduras, para dispositivos cirúrgicos e em próteses 

ósseas, além de serem incorporadas em roupas, sempre com o objetivo de produzir efeito 

antimicrobiano (CHEN et al., 2006; COHEN et al., 2007; LANSDOWN, 2006; LEE et al., 

2007). Efeito esse também responsável pela utilização generalizada das AgNPs em produtos 

de consumo, tais como desinfetantes, desodorantes, sprays e pós antimicrobianos, roupas de 

cama, lavadoras, purificadores de água, cremes dentais, xampus, bicos, mamadeiras, filtros, 

utensílios de cozinha, brinquedos, e umidificadores. No Projeto de Nanotecnologias 

Emergentes do banco de dados Woodrow Wilson, a prata na forma de nanoescala é citada 

como o material mais comum utilizado nas descrições de produtos, dentre os produtos 

baseados em nanotecnologia (Woodrow Wilson International Center for Scholars, 2011). 

As mesmas características que as tornam atraentes são também motivo de 

preocupação para a saúde humana e ambiental (BEER et al., 2012). Quanto mais difundido o 

uso de nanomateriais com a prata, mais amplo torna-se o potencial da exposição humana e 

dos ecossistemas a esses produtos. As AgNPs  podem ser liberados para o meio ambiente 

através de descargas nos locais de produção, a partir do desgaste e liberação desses materiais 
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de engenharia em produtos domésticos ou através da lavagem ou descarte de produtos 

contendo a prata (BENN; WESTERHOFF, 2008; MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010). 

Em virtude do alto grau de comercialização, aumenta o acesso da prata, na forma de 

nanopartículas, a tecidos, células e moléculas biológicas dentro do corpo humano. As 

principais vias de exposição humana seriam o sistema respiratório, o sistema gastrointestinal e 

a pele, que são as interfaces entre os sistemas internos do corpo humano e o ambiente externo 

(CHEN; SCHLUESENER, 2008). As AgNPs podem entrar no trato respiratório devido à 

inalação de poeiras ou gases que contêm essas partículas nos locais de fabricação, podem ser 

ingeridas através da água, através de brinquedos para crianças ou de  recipientes alimentares 

tratados com prata, ou pode penetrar na pele através têxteis e cosméticos contendo 

nanopartículas (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010). 

Há um crescente corpo de evidências in vitro demonstrando que as AgNPs afetam 

negativamente órgãos e sistemas como pulmão, fígado, cérebro, sistema vascular e pele 

(CARLSON et al., 2008; HUSSAIN et al., 2005; LARESE et al., 2009; ROSAS-

HERNÁNDEZ et al., 2009; XU et al., 2013). Desencadeiam uma série de respostas teciduais, 

em diferentes linhagens celulares, como danos à membrana celular, geração de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), danos a mitocôndrias, diminuição da atividade metabólica, 

apoptose, necrose, liberação de marcadores inflamatórios e dano ao DNA (ASHARANI et al., 

2009; BRAYDICH-STOLLE et al., 2005; FOLDBJERG et al., 2009; FOLDBJERG; DANG; 

AUTRUP, 2011;  HACKENBERG et al., 2011; HUSSAIN et al., 2005; LIU et al., 2010, 

PARK et al., 2011).  

Dentre os mecanismos de citotoxicidade alguns autores concluem que ocorre 

principalmente por meio do estresse oxidativo (CARLSON et al., 2008; HUSSAIN et al., 

2005; PARK et al., 2011). Estudos têm demonstrado que as AgNPs podem desencadear o 

estresse oxidativo,  atuando como um cavalo de tróia (LUBICK, 2008; LUOMA, 2008; 

PARK et al., 2010a; STENSBERG et al., 2011). Nesse mecanismo, uma vez que a nanoprata 

esteja ligada a célula, poderia liberar íons prata livres diretamente para as membranas e para 

dentro do maquinário celular (LUOMA, 2008) resultando no desencadeamento do processo 

inflamatório, com a geração de ROS (PARK et al., 2010). 

Estudos demonstram que para as AgNPs, quanto menor o tamanho das 

nanopartículas, maior é o seu potencial de toxicidade. Liu et al. (2010) avaliaram a 

citotoxicidade de três tamanhos de AgNPs (5nm, 20 nm e 50nm) usando modelos de células 

humanas e concluíram que as nanopartículas de 5 nm exibiram maior poder em afetar a 

morfologia celular, causar dano à membrana celular, proporcionar bloqueio do ciclo celular, 
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geração de ROS e apoptose, além de possuir uma maior facilidade em penetrar nas células 

quando comparadas as nanopartículas com tamanho de 20 e 50 nm. Park et al. (2011) 

estudando o efeito do tamanho de partícula sobre a citotoxicidade, inflamação, 

desenvolvimento de toxicidade e genotoxicidade de AgNPs em linhagens celulares de 

fibroblastos e macrófagos, também concluíram que as nanopartículas de menor tamanho 

foram mais citotóxicas do que as nanopartículas maiores, ocorrendo alteração em todos os 

parâmetros estudados.  

Assim como para outros metais, ainda há questionamentos se a toxicidade é 

proveniente do íon prata ou das nanopartículas com esse metal. Kim et al. (2009) sugeriram 

que a toxicidade das AgNPs é devido principalmente ao estresse oxidativo e independente dos 

íons prata, porém a toxicidade de nanopartículas feitas com metais podem não ter origem na 

nanopartícula em si, mas pode ser resultante da capacidade dessas pequenas partículas se 

dissolverem deixando íons metálicos em solução (MUDUNKOTUWA; GRASSIAN, 2011). 

Há estudos comprovando que a quantidade de íon prata contida em suspensões de 

AgNPs está ligada à toxicidade das AgNPs, mas não poderia explicar totalmente alguns 

resultados observados e que ambos, os íons prata e as AgNPs contribuem para a toxicidade 

(KAWATA; OSAWA; OKABE, 2009; NAVARRO et al., 2008) podendo ocorrer também 

efeito combinado quando há baixas frações de íons prata presentes em suspensão (BEER et 

al., 2012). Através desses relatos, as evidências sugerem que o íon prata está ligado pelo 

menos em parte à toxicidade das AgNPs, mas há ainda conflitos para serem elucidados. 

Investigações toxicológicas demonstram que fatores como tamanho, forma, 

características de superfície e taxa de dissolução influenciam na habilidade das nanopartículas 

de interagir com sistemas biológicos (CASTRANOVA, 2011). A maior área de superfície em 

relação ao volume aumenta notavelmente propriedades de superfície de nanopartículas 

aumentando assim a interação desse material com fluidos biológicos, o que faz essas 

partículas potencialmente mais reativas do que partículas maiores (BEER et al., 2012).  Por 

isso é importante compreender e traduzir os resultados de toxicidade encontrados in vitro para 

resultados in vivo, para que se possa avaliar a extrapolação dessa toxicidade para os humanos 

(MUNGER et al., 2013). Para as AgNPs já existem relatos de toxicidade in vivo para o fígado, 

pulmão, intestino, cérebro, dentre outros órgãos estudados, bem como definição da NOAEL e 

LOAEL para administração oral e NOAEL para administração por inalação. 

Kim et al. (2010) intoxicaram ratos por via oral com AgNPs de 56 nm, com três 

doses (30 mg/kg, 125 mg/kg, 500 mg/kg). Após 90 dias de exposição, foram realizados testes 

clínicos e hematológicos, além de histopatologia e distribuição da prata no organismo dos 
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animais. Verificou-se que a prata foi distribuída em todos os tecidos avaliados, sendo o 

principal alvo o fígado, com alterações histopatológicas e alterações nos níveis de fosfatase 

alcalina e colesterol, houve também acúmulo de prata nos rins. A partir de seus resultados, os 

autores sugeriram como a NOAEL (No observable adverse effect level) que corresponde a 

maior dose administrada em um estudo de toxicidade na qual não se observa nenhum efeito 

adverso, a dose de 30 mg/kg e a LOAEL (Lowest observable adverse effect level) que 

corresponde a menor dose administrada na qual se observa um efeito adverso, a dose de 125 

mg/kg.  Já Sung et al. (2009) estudaram a toxicidade  de AgNPs por meio da inalação em 

ratos. Concluíram que as AgNPs foram encontradas em todos os tecidos estudados, os órgãos 

alvo foram considerados o pulmão, onde houve inflamação e o fígado com hiperplasia do 

ducto biliar. Por fim, os autores sugeriram a NOAEL de 100µg/m
3
, para as AgNPs 

administradas por inalação. 

Há evidências que as AgNPs podem também afetar o intestino in vivo.  AgNPs na 

faixa de 3-20 nm, causaram diminuição no peso corporal dos animais em todas as doses 

avaliadas, segundo os autores houve dano às células epiteliais das microvilosidades e às 

glândulas intestinais, reduzindo a capacidade absortiva do epitélio intestinal, responsável pela 

perda de peso (SHAHARE; YASHPAL; SINGH, 2013). Foi demonstrado também que 

AgNPs de 60 nm acumularam-se na lâmina própria do intestino delgado e do intestino grosso 

de ratos Sprague-Dawley, após 28 dias de exposição. Houve ainda, alteração na composição 

de mucinas que constituem o muco, o que pode gerar regiões patológicas e desestabilização 

da produção da camada de muco, que garante a integridade do epitélio intestinal (JEONG et 

al., 2010).  

No cérebro, as AgNPs demonstraram causar neurotoxicidade em ratos, através da 

geração de ROS. Além do estresse oxidativo, as análises da expressão de genes, revelaram 

alterações significativas de genes seletivos de regiões do cérebro incluindo o núcleo caudado, 

o córtex frontal e o hipocampo. Segundo os autores, a geração e o aumento da produção de 

ROS, bem como a alteração de genes, podem afetar o sistema imune e o metabolismo 

aeróbico, causando apoptose e degeneração neuronal nos animais expostos (RAHMAN et al., 

2009). 

Recentemente, foi realizado um estudo para avaliar a toxicidade sistêmica de AgNPs 

em humanos. Os autores utilizaram soluções comerciais de AgNPs contendo 10 ppm de prata, 

por três, sete e quatorze dias; e 32 ppm de prata, por quatorze dias,  administradas oralmente, 

para avaliar a possibilidade de toxicidade em diversos parâmetros sistêmicos. Os resultados 

demonstraram que não ocorreram alterações clinicamente importantes metabólicas, 
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hematológicas e urinárias, não foram detectadas alterações morfológicas nos pulmões, no 

coração ou nos órgãos abdominais. Também não houve alterações na geração de espécies 

reativas de oxigênio no pulmão ou na geração de citocinas pró-inflamatórias. Porém os 

autores ressaltam que o período de estudo de 14 dias, deve ser prolongado para melhor 

determinar se um maior tempo de exposição oral leva a uma maior biodisponibilidade de 

prata sistêmica e subseqüente acumulação em compartimentos lipídicos humanos, sendo essa 

uma possível fonte de toxicidade crônica (MUNGER et al., 2013). 

 

 

2.2 Toxicidade de AgNPs sobre a reprodução  

 

 

As pesquisas têm demonstrando que existe uma relação entre a utilização de 

nanomateriais e a toxicidade observada sobre a saúde humana, em diversas áreas incluindo a 

da reprodução (SCHRAND et al., 2010). A toxicidade reprodutiva desses materiais torna-se 

cada vez mais reconhecida como uma parte importante da nanotoxicologia (EMA et al., 

2010). 

As nanopartículas podem se acumular em vários órgãos incluindo os testículos (KIM 

et al., 2006, KIM et al., 2010). Possuem a capacidade de atingir o sangue e ultrapassar a 

barreira sangue-testículo (KIM et al., 2006). Podem ser absorvidas pelas células de Leydig, 

responsáveis pela produção de testosterona nos testículos, afetando a viabilidade, a 

proliferação e a expressão de genes nestas células (KOMATSU et al., 2008). Podem ainda ter 

efeitos diretos sobre células tronco espermatogoniais; que são responsáveis pela 

espermatogense, e sobre células testiculares somáticas, trazendo efeitos adversos sobre os 

sistema reprodutivo (LUCAS; FIELDS; HOFMANN, 2009). 

Em um estudo realizado para demonstrar a citotoxicidade in vitro de diferentes 

nanopartículas sobre células tronco espermatogoniais de mamíferos, as AgNPs foram as mais 

tóxicas, causando uma redução drástica na função mitocondrial, aumento de extravasamento 

da membrana, necrose e indução de apoptose (BRAYDICH-STOLLE et al., 2005). Alguns 

anos mais tarde, Braydich-Stolle et al. (2010) demonstraram que as AgNPs causam 

diminuição da proliferação de células tronco espermatogoniais em ratos, por perturbar 

componentes da via de sinalização da GDNF (Fator neutrófico da célula glial), que é uma 

molécula essencial para a auto renovação das células tronco espermatogoniais in vivo e para a 

proliferação dessas células in vitro.  
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As AgNPs demonstraram causar efeitos tóxicos sobre células primárias testiculares 

de rato e sobre uma linhagem celular de carcinoma testicular humano (NT2). Causaram 

apoptose, necrose e diminuição da proliferação celular de maneira concentração e tempo 

dependente, além de dano ao DNA. Os autores ressaltaram que as nanopartículas podem 

atravessar membranas nucleares facilmente, interagindo com o DNA direta ou indiretamente, 

por mecanismos ainda não totalmente esclarecidos (ASARE et al., 2012). Algumas destas 

alterações ou danos ao DNA, ao ocorrer em espermatozóides podem causar defeitos 

espermatogênicos que poderiam, eventualmente, resultar em defeitos trans-geracionais 

(LUCAS; FIELDS; HOFMANN, 2009). 

 Gromadzka-Ostrowska et al. (2012) examinaram os efeitos agudos da administração 

intravenosa de AgNPs nos tamanhos de 20 e 200 nm e em diferentes doses (5mg/Kg e 

10mg/Kg), sobre a espermatogênese, DNA espermático e a morfologia dos túbulos 

seminíferos de ratos.  Os experimentos revelaram que nos grupos tratados houve uma 

diminuição nas contagens espermáticas no epidídimo, dano ao DNA espermático, mudanças 

na morfometria dos túbulos seminíferos, com alta vacuolização do epitélio germinativo. 

Houve também presença de anormalidades morfológicas nos espermatozoides quando foram 

comparadas amostras de 24 horas após injeção intravenosa com amostras após uma e quatro 

semanas de tratamento. Após o maior período de tratamento foram visualizadas 

anormalidades como cabeça dobrada sobre o corpo, cabeça solta, cabeça ondulada e presença 

de duas cabeças em um só corpo.  

Foi demonstrado que altas doses de AgNPs  afetam as células de Leydig e os 

hormônios sexuais. Baki et al. (2012)  avaliaram a toxicidade de AgNPs sobre parâmetros 

espermáticos, hormônios sexuais e células de Leydig, testando diferentes doses ( 25, 50, 100 e 

200 mg/kg) através de administração via oral por gavagem, em ratos Wistar. Os resultados 

demonstraram que houve redução nos níveis sanguíneos de testosterona, aumento no nível de 

LH, redução nas células de Leydig e na motilidade espermática, além de alterações 

morfológicas nos espermatozoides nos grupos tratados. Segundo os autores, houve impacto 

sobre a mitocôndria, evidenciado pela redução da motilidade espermática, bem como para as 

células de Leydig, resultando em consequente redução dos níveis de testosterona, concluindo 

que as AgNPs são capazes de influenciar o potencial de fertilidade em animais de laboratório. 

 Como visualizado por Baki et al. (2012), as AgNPs também afetam a motilidade 

espermática. Anteriormente, Mirshokraei et al. (2011) avaliaram os efeitos de colóides de 

nanoprata, em várias concentrações, sobre parâmetros de motilidade nos espermatozoides de 

rãs em diferentes tempos. Foi constatado que a substância deprime a maioria dos parâmetros 
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de motilidade avaliados, sendo que na concentração de 10 ppm de nanoprata, após 30 minutos 

de incubação, os espermatozoides foram totalmente inativados, evidenciando a toxicidade da 

substância para o espermatozoide, refletida no movimento. Segundo os autores, essa 

depressão, está diretamente ligada à atividade mitocondrial, podendo induzir infertilidade ao 

esperma, através do efeito citotóxico da nanoprata. 

As AgNPs também demonstraram alterar a expressão de genes relacionados com o 

espermatozoide e a fertilidade. Um estudo que avaliou os efeitos das AgNPs sobre a 

expressões de genes em diferentes regiões do cérebro de ratos, concluiu dentre os genes 

alterados pela substância nos animais tratados, estava o gene conhecido como Park7, que 

possui muitas funções no organismo, dentre elas proteger as células do estresse oxidativo, 

além de envolvimento na maturação do espermatozoide e na fertilização (RAHMAN et al., 

2009). 

As AgNPs podem também estar envolvidas com toxicidade embrionária. Li et al. 

(2010) demonstraram que AgNPs induziram apoptose e inibição da proliferação celular em 

embriões de ratos na fase de blastocisto, causando ainda redução da frequência de 

implantação e atraso no desenvolvimento do embrião após a implantação in vitro e in vivo. 

Philbrook et al. (2011) avaliaram os efeitos AgNPs administrados oralmente  sobre a 

reprodução e desenvolvimento de dois organismos-modelo Drosophila melanogaster e ratas 

CD-1 gestantes. Para as ratas gestantes, os resultados demonstraram que houve redução na 

viabilidade dos fetos, enquanto que para Drosophila, houve diminuição na porcentagem de 

sucesso no desenvolvimento da prole. Os autores ressaltam que as AgNPs  poderiam ser 

prejudiciais para a reprodução e desenvolvimento de invertebrados e vertebrados. 

Exposições às substâncias tóxicas podem afetar eventos críticos para o 

desenvolvimento do sistema reprodutivo, como a determinação da célula germinativa 

primordial e a gametogênese (PRYOR et al., 2000). Com relação à espermatogênese, as 

nanopartículas têm demonstrado afetar as três partes do espermatozoide; o acrossomo, que é 

responsável pela reação acrossomal, o segmento equatorial, que é responsável pela ligação do 

espermatozoide na membrana do oócito e a peça intermediária, que é responsável pelo vigor 

do espermatozoide, que são essenciais no processo de fertilização (LAN; YANG, 2012). Os 

dados sobre as AgNPs afetarem o espermatozoide de maneira direta são escassos e são o 

objetivo principal da presente dissertação. 
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2.3 Testes funcionais 

 

 

Aspectos importantes no processo de avaliação da fertilidade masculina incluem 

informações sobre o número de espermatozoides presente no ejaculado, a proporção em que 

são móveis e a percentagem que são morfologicamente normais. No entanto, como nem 

sempre estes testes sozinhos explicam alguns casos de infertilidade e para refinar o 

diagnóstico foram desenvolvidos testes adicionais que fornecem informações sobre o 

potencial de fertilização dos espermatozoides, chamados Testes Funcionais (AITKEN, 2006; 

RIJSSELAERE et al., 2005). Esses testes são capazes de avaliar a capacidade dos 

espermatozoides de realizar passos específicos no processo de fertilização, demonstrando sua 

competência funcional (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003). 

  

 

2.3.1 Integridade acrossomal 

 

 

O acrossomo é a parte do espermatozoide responsável pela reação acrossomal, que é 

o processo que permite a penetração do espermatozoide na zona pelúcida do óvulo, para que 

ocorra a fertilização (MAKHLUF et al., 2006). Porém, para que o espermatozoide adquira a 

habilidade de fecundar o oócito e iniciar o desenvolvimento embrionário, é necessário que ele 

passe por uma série de eventos, como o transporte para o oviduto, a capacitação, a ligação 

com a zona pelúcida, a reação acrossomal e a ativação do oócito (HERRICK; SWANSON, 

2003). 

Os espermatozoides utilizam enzimas acrossomais para penetrar a zona mais espessa 

da zona pelúcida em mamíferos. No entanto, a reação acrossomal não libera apenas enzimas, 

mas altera o perfil apical da cabeça do espermatozoide, promovendo afilamento na borda da 

célula e favorecendo a penetração no óvulo, que é dependente de um impulso físico, facilitado 

pelo aumento da motilidade (BEDFORD, 1998; STAUSS; VOTTA; SUAREZ, 1995). 

Anormalidades morfológicas ou no tamanho do acrossomo os tornam menos capazes de se 

ligar a zona pelúcida, comprometendo a fertilização do óvulo (GARRETT; LIU; BAKER, 

1997; MENKVELD et al., 1996).  

Uma das maneiras de se identificar a integridade do acrossomo espermático é através 

da coloração de POPE (Coloração Simples Fast-Green/Rosa-Bengala), onde se identificam 
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acrossomos íntegros e não íntegros, através da microscopia (POPE; ZHANG; DRESSER, 

1991). 

 

 

2.3.2 Integridade da membrana plasmática 

 

 

A membrana espermática possui um importante papel nos processos de capacitação 

do espermatozoide e sua constituição bioquímica é um dos principais pontos de interesse da 

fisiologia e patologia espermática (WATSON, 2000; LENZI et al., 1996). Além de um limite 

celular, realiza interações célula a célula, como entre os espermatozoides e o epitélio do trato 

genital feminino e entre o espermatozóide e a membrana do óvulo (RODRIGUEZ-

MARTINEZ, 2003). 

A viabilidade de um espermatozoide está ligada a sua motilidade e também a fato de 

possuir uma membrana plasmática intacta. Por isso a maioria dos ensaios de viabilidade 

avalia se a membrana plasmática está intacta ou não, utilizando corantes impermeáveis (que 

não penetram na membrana intacta) e penetrantes (penetram na membrana não intacta) 

alternadamente ou em combinação (HOSSAIN et al., 2011). 

Para a avaliação da integridade da membrana plasmática dos espermatozoides, pode 

ser utilizada a coloração de Eosina-Nigrosina (E/N). Nesta coloração, por alterações na 

permeabilidade das membranas dos espermatozoides, a eosina consegue penetrar nas células 

corando-as de rosa. Os espermatozoides com membranas íntegras não permitem a entrada do 

corante, portanto, contrastando com o plano de fundo tomado pela coloração escura da 

nigrosina, as células aparecem brancas (BARTH; OKO, 1989). 

 

 

2.3.3 Atividade mitocondrial 

 

 

A mitocôndria está localizada na peça intermediária do espermatozoide e sua função 

é produzir energia necessária para a movimentação do flagelo, que gera a motilidade do 

espermatozoide, uma característica importante para o transporte de material genético para o 

sítio de fertilização (HUNG et al., 2008).  
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A motilidade depende em grande parte do volume mitocondrial dentro da peça 

intermediária do espermatozoide, fatores que afetam a produção de energia mitocondrial 

podem dar origem a alterações na motilidade e podem estar relacionadas com casos 

ideopáticos de astenozoospermia, onde ocorre redução ou ausência da mobilidade espermática 

(RUIZ-PESINI et al., 1998). 

Há uma forte correlação entre a motilidade espermática e a atividade de enzimas 

mitocondriais específicas (RUIZ-PESINI et al., 1998). Hrudka (1987) propôs uma técnica 

citoquímica que detecta a atividade mitocondrial. A técnica é baseada na oxidação da 3,3'-

diaminobenzidina (DAB), através de uma reação em cadeia na qual o reagente é polimerizado 

e se deposita nos locais onde ocorre a reação, ou seja, se restringe à mitocôndria.  

 

 

2.3.4 Integridade do DNA espermático 

 

 

O dano ao DNA é um elemento importante a ser avaliado em relação à qualidade do 

sêmen. Em combinação com prejuízo a parâmetros clássicos de qualidade espermática como 

espermatozoides anormais e motilidade, está relacionado com a redução da fertilidade 

masculina (MORRIS et al. 2002). Além dos potenciais efeitos adversos na fertilidade, pode 

ocorrer transmissão de alterações mutagênicas para a prole, já que o espermatozoide mesmo 

com o DNA fragmentado pode vir a fecundar um oócito e trazer problemas para as gerações 

futuras (HAINES et al., 2001). 

O ensaio do cometa é um meio sensível de medir danos ao DNA em núcleos de 

espermatozoides individualmente, possibilitando determinar se todas as células dentro de uma 

população demonstram o mesmo grau de dano (CODRINGTON; HALES; ROBAIRE, 2004). 

Nesse protocolo, as células são embebidas em gel de agarose, as fitas de DNA são lisadas e 

fragmentadas e os fragmentos são carregados por eletroforese formando um cometa (DUYDU 

et al., 2012). 

 

 

2.4 Avaliação de parâmetros reprodutivos  

 

 

2.4.1 Puberdade 
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A puberdade é o período de transição entre o estado juvenil e adulto no qual a 

maturação sexual começa no eixo hipotálamico-hipofisário-gonadal, levando ao 

desenvolvimento de características sexuais secundárias e fertilidade (STOKER et al., 2000). 

Um dos parâmetros utilizado para determinar a progressão da puberdade é a separação 

prepucial. A separação da pele do prepúcio e exposição da glande do pênis é resultado do 

aumento da produção de testosterona pelos testículos (KORENBROT; HUHTANIEMI; 

WEINER, 1977). 

A separação do prepúcio, além de ser facilmente identificável, precede outro sinais 

de puberdade, como a produção e espermatozoides móveis e o pico pubertal dos andrógenos 

circulantes, podendo ser útil como um ponto de referência para os estudos de 

desenvolvimento deste fenômeno. Além de ser um evento dependente de andrógeno, é 

necessário para o comportamento copulatório completo e pode ser utilizada como um índice 

de desenvolvimento do acasalamento na puberdade (KORENBROT; HUHTANIEMI; 

WEINER, 1977). 

Os desreguladores endócrinos são moléculas exógenas que podem afetar a síntese, 

secreção, transporte, metabolismo, ligação e ação de hormônios naturais do organismo 

(KAVLOCK et al., 1996). Esse tipo de substância pode ter efeito sobre a separação 

balanoprepucial, bem como sobre o crescimento e peso de tecidos responsivos a andrógenos. 

Exposição a uma variedade de compostos farmacêuticos e ambientais tem demonstrado alterar 

o tempo de desenvolvimento da puberdade em animais (STOKER et al., 2000). 

 

 

2.4.2 Produção espermática diária por testículo e tempo de trânsito no epidídimo 

 

 

A espermatogênese ocorre nos túbulos seminíferos nos testículos e é o processo de 

geração do gameta masculino, pode ser dividida em quatro fases distintas: desenvolvimento e 

mitose de espermatogônias indiferenciadas, desenvolvimento dos espermatócitos via meiose, 

espermiogênese (diferenciação das espermátides) e espermiação (liberação das espermátides) 

(HEINDEL; TREINEN, 1989). A produção espermática diária por grama de testículo é 

utilizada como parâmetro para avaliação da eficiência da espermatogênese (JOHNSON et al., 

2000). Tóxicos reprodutivos podem causar disfunção testicular ou interrupção da 

espermatogênese, resultando em problemas como infertilidade e ou má qualidade dos 

espermatozoides (ASARE et al., 2012). 
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Após a liberação das espermátides para a luz dos túbulos seminíferos, elas são 

deslocadas para a cabeça do epidídimo. As principais funções do epidídimo são o transporte 

de espermatozoides, o desenvolvimento de motilidade espermática e da capacidade de 

fertilização dos espermatozoides, bem como a criação de um ambiente luminal propício e 

especializado para o processo de maturação através das atividades absortivas e secretoras do 

epitélio do epidídimo (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).  

Para adquirir a capacidade de reconhecimento e fertilização do oócito, os 

espermatozoides de mamíferos precisam passar pelo processo de maturação, que ocorre 

durante a passagem através do epidídimo (CUASNICÚ et al., 2002). Alterações no tempo do 

trânsito espermático no epidídimo podem causar alterações de maturação, assim como alterar 

o número de espermatozoides disponíveis para a ejaculação (KLINEFELTER, 2002). 

 

 

2.4.3 Anormalidades morfológicas nos espermatozoides 

 

 

A morfologia do espermatozoide seminal é o resultado final de um processo 

altamente complexo de modificações celulares que ocorrem durante a espermiogênese, 

anormalidades morfológicas, podem estar envolvidas com a disfunção espermática (AUGER 

et al., 2001). A avaliação da concentração espermática e da motilidade, juntamente com a 

morfologia compõe informações úteis para o diagnóstico de infertilidade masculina, sendo a 

morfologia espermática o parâmetro mais informativo (GUZICK et al., 2001). Alguns estudos 

demonstram a relação entre o aumento de morfologia anormal espermática e o aumento de 

casos de infertilidade em humanos e animais (ALM et al., 2006; CASEY et al., 1995; 

GUNALP et al.,2001). 

A administração de drogas durante o período crítico de desenvolvimento testicular 

pode interferir na morfologia espermática (AUGER et al., 2001). As nanopartículas têm 

demonstrado causar efeitos tóxicos ou adversos sobre a espermatogênese (LAN; YANG, 

2012) e alterações na morfologia espermática (GROMADZKA-OSTROWSKA et al., 2012; 

BAKI et al., 2013) resultando em comprometimento da fertilidade. 

 

 

2.4.4 Regulação hormonal da espermatogênese 
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 A regulação endócrina da espermatogênese é realizada em um ciclo de feedback 

negativo clássico, envolvendo interações entre o hipotálamo, a pituitária e os testículos (eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal). A produção de espermatozoides, é dependente da 

estimulação das gonadotrofinas hipofisárias LH e FSH, secretadas em resposta a liberação do 

hormônio GnRH (hormônio liberador de gonadotrofinas). A testosterona e o estradiol, 

possuem efeito de feedback negativo a nível do hipotálamo (controle da secreção de GnRH) e 

da pituitária (limita a secreção de LH e FSH). Em resposta ao FSH, há ainda a produção de 

inibina pelo epitélio seminífero fazendo feedback negativo sobre a produção de FSH 

(O’DONNELL et al., 2006). 

 Um nível adequado de hormônios sexuais é fundamental para a espermatogênese, o 

FSH estimula a produção da proteína de ligação de andrógeno pelas células de Sertoli que é 

essencial para manter a concentração de testosterona em níveis altos o suficiente para iniciar e 

manter a espermatogênese (BAI et al., 2010). As concentrações plasmáticas de LH regulam a 

esteroidogênese testicular dentro das células de Leydig (YOSHIDA et al., 1999). A 

testosterona alcança e estimula os órgãos efetores androgênicos por via sanguínea, nesses 

órgãos é transformada em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5α-redutase, ou é, em maior 

parte, convertida em estradiol pela ação da enzima aromatase (LITTLETON-KEARNEY & 

HURN, 2004). 

Os disruptores endócrinos em doses extremamente pequenas, podem imitar, bloquear 

ou ainda interferir na atividade hormonal normal (SCHETTLER et al., 1999). A possibilidade 

de nanomateriais atuarem como disruptores endócrinos permanece como uma questão 

importante e relevante a ser avaliada (LU et al., 2013). 

 

 

2.4.5 Comportamento e orientação sexual 

 

 

Nos ratos, a interação sexual é iniciada por fêmeas em estro que aceitam ou não a 

aproximação de machos sexualmente ativos (ERSKINE, 1989).  O sinal olfatório inicia um 

importante papel nesta decisão das fêmeas. Possivelmente o sistema acessório olfatório está 

envolvido na transmissão central de muitos feromônios que causam mudanças na 

neuroendocrinologia reprodutiva e no comportamento (SAKUMA, 2008). Para responder aos 

estímulos de uma fêmea receptiva, além das características visuais e auditivas, os machos 
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necessitam principalmente de estimulação olfatória e de concentrações adequadas de 

hormônios testiculares (HERNÁNDES-GONZALES; GUEVARA; AGAMO, 2008). 

 Exposição à testosterona principalmente produzida nas gônadas, pode modular a 

fisiologia do cérebro e aumentar a probabilidade dos machos executarem comportamentos 

típicos masculinos (CHARLIER; BALL; BALTHAZART, 2008). Além disso, os hormônios 

esteróides podem influenciar o comportamento sexual, aumentando ou diminuindo a síntese, 

liberação e eficácia de determinados neurotransmissores, com funções e localizações neurais 

específicas, por exemplo, agonistas colinérgicos demonstraram facilitar a ejaculação 

(BITRAN; HULL, 1987).  

 A avaliação da orientação sexual, parte do pressuposto que o macho escolhe um 

parceiro que possa lhe proporcionar recompensa sexual adequada, e quando este, passa mais 

tempo na vizinhança de uma fêmea receptiva do que na vizinhança de um macho, tem 

comportamento heterossexual (MATUSZCZYK; LARSSON, 1993). A preferência do macho 

por uma fêmea receptiva é alterada pelo status de testosterona do macho (HETTA; 

MEYERSON, 1979). Os receptores de testosterona, quando expostos a esse esteróide 

dimerizam-se, ligam-se a um elemento de resposta específico, que regula a transcrição de 

genes. A modulação da transcrição de genes irá afetar a fisiologia celular bem como a 

resposta de um organismo a um ambiente e a expressão de um comportamento sexual 

(CHARLIER et al., 2013) 

 Embora a testosterona altere o padrão de preferência sexual dos machos (HETTA; 

MEYERSON, 1978), a orientação sexual é um processo que envolve uma complexa interação 

entre fatores genéticos, biológicos e sócio-culturais (HU et al., 1995). Há relatos que outros 

fatores como variações genéticas (HU et al., 1995; HAMER et al., 1993) e diferenças na 

estrutura cerebral entre homossexuais e heterossexuais estão ligados a alterações na 

preferência sexual. (SWAAB; HOFMAN, 1990; LEVAY, 1991). 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo geral desse estudo foi avaliar in vivo a possível interferência da 

administração de baixas doses de AgNPs em ratos pré-púberes, sobre a competência funcional 

de células espermáticas na vida adulta, bem como sobre o desenvolvimento reprodutivo, 

comportamental e endócrino da prole. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

Avaliar os possíveis efeitos de baixas doses orais de AgNPs administradas em ratos 

pré-púbere sobre:  

  Aspectos seminais dos espermatozoides presentes na cauda do epidídimo dos animais, 

quanto a: 

 Integridade acrossomal; 

 Integridade da membrana plasmática; 

 Atividade mitocondrial; 

 Dano ao DNA; 

 Idade e peso à puberdade (separação balanoprepucial); 

 Contagem espermática, produção espermática diária por testículo e tempo de trânsito 

no epidídimo; 

 Anormalidades morfológicas nos espermatozoides; 

 Concentrações séricas hormonais de testosterona, estradiol, FSH e LH; 

 Comportamento e orientação sexual. 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 Manejo dos animais 

 

 

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, recém desmamados, 

avaliados da pré-puberdade à idade adulta. Os animais foram separados em 3 grupos de 

tratamento, sendo 2 testes e 1 controle. Os grupos formados por 10 animais foram colocados 

em caixas de polipropileno distintas, com 5 animais em cada caixa, totalizando 30 animais. Os 

ratos foram adquiridos do Biotério Central da Pontifícia Universidade Católica do Paraná.  

Os machos foram acompanhados desde o 21º dia até o 102º dia de idade. O período 

de lactação se estendeu até o 22.º dia após o nascimento, e após esse período os animais 

tiveram água e ração comercial ad libitum. Os tratamentos iniciaram-se no 23º dia de idade e 

encerraram-se no 59º dia, com duração de 36 dias de tratamento. Após o período de 

tratamento, os animais continuaram sendo mantidos em caixas e observados até o 102º para 

realização dos experimentos de comportamento e orientação sexual.  Durante todo o período 

experimental os animais foram mantidos em fotoperíodo de igual duração de dia e noite. O 

período e protocolo experimental para o tratamento estão em conformidade com o sugerido 

por Stoker (2000) à EDSTAC (Endocrine Disrupting Screening and Testing Advisory 

Committee) que compreende a avaliação de efeitos desreguladores endócrinos no período pré-

púbere e a puberdade. 

Para realização do experimento, os animais foram anestesiados com a associação de 

cloridrato de quetamina (dose de 0,04 mL/100g de peso vivo) e cloridrato de xilazina (dose de 

0,02 mL/100g de peso vivo) para a colheita de sangue, sêmen e testículo, em seguida 

eutanasiados por decaptação. Os animais foram então congelados e depois entregues a 

empresa especializada, responsável pela coleta e eliminação desse tipo de material. O 

protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

animais da Unicentro, sob parecer 016/2012. 

 

 

4.2 Exposição às Nanopartículas de sais de prata (AgNPs) 
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A administração das AgNPs teve início no 23º dia de idade dos ratos, onde todos os 

animais foram pesados para homogeneização dos lotes e determinação das quantidades orais 

diárias. As pesagens diárias foram realizadas até a conclusão da fase de exposição, aos 59 dias 

de idade, após o período de tratamento, os animais passaram a ser pesados em dias alternados 

até 102º, para avaliar a evolução do peso corporal. Foram utilizadas AgNPs com  tamanho de 

60 nanômetros, concentração de 0,02 mg/mL, provenientes do fabricante Sigma-Aldrich 

(730815). A substância foi administrada por via oral (gavagem) uma vez ao dia, sempre pela 

manhã, diariamente. O grupo controle recebeu apenas água (Mili-Q) como tratamento, já nos 

grupos tratados as doses de AgNPs foram de 0,015 mg/Kg/dia e de 0,030 mg/Kg/dia. As 

AgNPs foram diluídas em água Mili-Q para alcançar as referidas doses.  

Diariamente, a diluição era feita no momento do fornecimento aos animais para 

garantir que não houvesse interferências do diluidor na integridade do produto. Desta forma, 

foram calculados os volumes a serem administrados aos animais a partir das doses definidas, 

conforme o peso diário e feita a diluição da quantidade necessária para cada grupo de 

tratamento, sendo que o volume oral diário de AgNPs ingerido pelos animais foi de 0,25 

mL/100g de peso vivo. 

 

 

4.3 Determinação das doses de AgNPs 

 

 

Kim et al. (2010) intoxicando ratos por via oral, durante um período de 90 dias, 

concluiu que para as AgNPs, com tamanho de 56 nanômetros, a NOAEL (No observable 

adverse effect level) que corresponde a maior dose administrada em um estudo de toxicidade 

na qual não se observa nenhum efeito adverso, foi definida em 30 mg/kg e a LOAEL (Lowest 

observable adverse effect level) que corresponde a menor dose administrada na qual se 

observa um efeito adverso foi definida em 125 mg/kg. A partir da NOAEL deduzida nesse 

estudo definiu-se as doses para o experimento em 0,015 mg/Kg/dia e 0,030 mg/Kg/dia. A 

dose de 0,030 mg/Kg/dia é 1000 vezes menor do que a NOAEL e a dose de 0,015 mg/Kg/dia 

é 2000 vezes menor. Com isso procurou-se demonstrar a possibilidade de alterações 

reprodutivas, mesmo em uma dose muito menor do que aquela definida pela NOEL, 

comprovando assim a toxicidade da substância. 
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4.4 Análise do tamanho das Nanopartículas de sais de prata (AgNPs) 

 

 

O aparelho Dynamic Light Scattering (DLS) é utilizado para analisar o tamanho 

médio de nanopartículas, bem como sua distribuição e estabilidade em diferentes meios 

(DHAWAN; SHARMA, 2010). Para verificar se as diferentes doses utilizadas e o meio de 

diluição causavam algum efeito sobre o tamanho das AgNPs e consequentemente sobre sua 

estabilidade, submeteu-se a substância a este aparelho.  

No procedimento, alíquotas de 20 μl das nanopartículas puras e nas diluições 

correspondentes as duas doses utilizadas no experimento foram colocadas em 4 mL de água 

Mili-Q na cubeta do aparelho, homogeneizadas e analisadas (MURDOCK et al., 2008). 

 

 

4.5 Testes Funcionais do sêmen 

 

 

Os testes funcionais realizados no presente experimento foram avaliação da 

integridade acrossomal, avaliação da integridade da membrana plasmática, avaliação da 

atividade mitocondrial e avaliação da integridade do DNA dos espermatozoides. Para as 

análises espermáticas, os animais foram previamente anestesiados com associação de 

cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina, feita uma incisão com lâmina de bisturi na 

cauda do epidídimo, de onde foram colhidos 20 μl de sêmen e colocado em eppendorf, 

identificados com o número do animal, contendo 200 μl do diluidor TRIS (Hidroximetil-

amino metano). O sêmen diluído caracterizou a amostra. Os procedimentos seguiram a 

metodologia abaixo descrita para cada teste funcional. 

 

 

4.5.1 Integridade acrossomal  

 

 

Para a avaliação da integridade acrossomal foi utilizada a Coloração Simples Fast-

Green/Rosa-Bengala (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991). Para tanto, uma alíquota de cada 

amostra (5 μl) foi adicionada ao Corante Simples de Pope (5 μl), sendo a mistura incubada 

por 60 segundos em mesa aquecida à 37ºC. Após a incubação, foram feitos esfregaços sobre 
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lâminas de microscopia, os quais foram analisados em microscópio óptico em imersão (1000 

x). Foram contadas 200 células por lâmina, classificadas em acrossomo íntegro, onde a região 

acrossomal apresentou coloração levemente mais escura que a região pós-acrossomal e 

acrossomo não-íntegro, onde a região acrossomal apresentou coloração levemente mais clara 

que a região pós-acrossomal. 

 

 

4.5.2 Integridade da membrana plasmática  

 

 

Para a avaliação da integridade da membrana plasmática, foi utilizada a coloração de 

Eosina-Nigrosina (E/N), descrita por Barth e Oko (1989). Nesta coloração, por alterações na 

permeabilidade das membranas dos espermatozoides, a eosina consegue penetrar nas células 

corando-as de rosa. Os espermatozoides com membranas íntegras não permitem a entrada do 

corante, portanto, contrastando com o plano de fundo tomado pela coloração escura da 

nigrosina, as células aparecem brancas. A coloração consiste em misturar uma alíquota de 

sêmen (5 μl) ao corante, na proporção de 1:1, e realizar esfregaços sobre lâminas de 

microscopia, deixando secar em temperatura ambiente. Após a confecção, as lâminas foram 

analisadas em microscópio óptico em imersão (1000x). Foram contadas 200 células por 

lâmina, classificadas como células com membrana íntegra (não coradas) e não-íntegra 

(coradas). 

 

 

4.5.3 Atividade Mitocondrial  

 

 

Segundo Hrudka (1987), a enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) tem um papel 

fundamental no processo de respiração celular e metabolismo energético das células, além 

disso, é pré-requisito para a função osmótica e sintética, motilidade e manutenção da estrutura 

celular. A técnica citoquímica é baseada na oxidação da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo 

Complexo Citocromo C, o que inclui a CCO, através de uma reação em cadeia na qual o 

reagente é polimerizado e se deposita nos locais onde ocorre a reação, ou seja, se restringe à 

mitocôndria. Esta deposição pode ser identificada através de microscopia convencional pela 
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sua coloração marrom. Desta maneira, é possível descrever o declínio espontâneo da CCO 

ocasionado por tratamentos físicos e/ou químicos aos que os espermatozoides são submetidos.  

Para realização desta técnica, o DAB foi previamente preparado na concentração de 

1mg/mL em PBS e congelado. No dia do teste, este foi descongelado em banho seco a 37ºC, 

protegido da luz. A seguir, uma alíquota de 10μL de amostra foi incubada com 300μL de 

DAB, a 37ºC, por uma hora. Após incubação, foram feitos esfregaços em lâmina de vidro pré-

aquecidas e estas fixadas em formol a 10% por 10 minutos. As lâminas foram secas no ar sob 

proteção da luz. A atividade citoquímica da mitocôndria espermática foi avaliada segundo 

descrito por Hrudka (1987). Desta maneira, as lâminas foram observadas em microscópio de 

contraste de fase sob aumento de 400x. Foram contados 200 espermatozoides/lâmina, e 

classificados de acordo com o grau de coloração da peça intermediária em 4 classes:  

 

 Classe I: células espermáticas com peça intermediária totalmente corada indicando 

alta atividade mitocondrial (DAB I).  

  Classe II: células espermáticas com mais da metade dos segmentos corados (ativos) 

indicando atividade mitocondrial média a alta (DAB II).  

  Classe III: células espermáticas com menos da metade dos segmentos corados (ativos) 

indicando alto comprometimento da atividade mitocondrial (DAB III). 

 Classe IV: células espermáticas com peça intermediária totalmente descorada 

indicando ausência de atividade mitocondrial (DAB IV).  

 

 

4.5.4 Integridade do DNA espermático (Ensaio do Cometa) 

  

 

Para avaliar a integridade do DNA dos animais, foi realizado o teste do cometa, 

utilizando o protocolo proposto por Vendramini, Robaire e Miraglia (2012). Nesse protocolo, 

as células são embebidos em gel de agarose, as fitas de DNA são lisadas e fragmentadas e os 

fragmentos são carregados por eletroforese formando um cometa (DUYDU et al., 2012). O 

ensaio do cometa é um meio sensível de medir de danos no DNA em núcleos de 

espermatozoides individualmente, possibilitando determinar se todas as células dentro de uma 

população demonstram o mesmo grau de dano (CODRINGTON; HALES; ROBAIRE, 2004). 
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No dia do teste, os espermatozoides coletados da cauda do epidídimo foram 

descongelados em banho-maria, uma alíquota de 12 l de espermatozoides de cada animal foi 

adicionada a 120 l de agarose LMPA (Agarose Low Melting Point) 0,5% e em seguida 120 

l do homogeneizado foi pipetado sobre a lâmina pré-preparada de agarose NMPA (Agarose 

Normal Melting Point) 1,5%, as lâminas foram colocadas na geladeira por 10 minutos para a 

solidificação do gel. Para evitar dano ao DNA espermático pela presença de luz, os passos 

seguintes foram realizados no escuro. Ao retirar da geladeira, foram pipetados 1,5 ml da 

solução de lise previamente gelada (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris–HCl; pH 

10) contendo 10% de dimetilsulfóxido, 1% de Triton X-100 e 40 mM de ditiotreitol  sobre as 

lâminas e deixado na geladeira, no escuro por 1h. As lâminas então foram lavadas com água 

destilada por 5 minutos e mergulhadas em solução de proteinase K, (proteinase 0,1mg/mL em 

solução de lise de estoque  constituída de 2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM TRIS), foram 

então deixadas por 3h no escuro em estufa, a 37ºC . Após nova lavagem com água destilada 

gelada, as lâminas foram mergulhadas em solução alcalina (1 mM EDTA, 0.05 M NaOH, pH 

12.1) recém preparada e gelada, por 45 minutos no escuro. Essa solução então foi dispensada 

e as lâminas lavadas duas vezes por 5 minutos com tampão TBE (0.89 M Tris, 0.89 M ácido 

bórico e 0.5 M EDTA, pH 8). As lâminas foram transferidas para a cuba de eletroforese 

contendo TBE (4 mm de altura), selecionada a potência de 16 V e a corrida foi mantida por 20 

minutos. Após a eletroforese, as lâminas foram lavadas com álcool a 70% gelado e secas a 

temperatura ambiente. Realizou-se a coloração com Brometo de Etídio (1,5ml de TBE + 2l 

de Brometo/lâmina) e após três lavagens de 15 minutos com TBE, as lâminas foram 

analisadas em microscópio com fluorescência, sendo contadas 50 células/lâmina e avaliadas 

02 lâminas por animal.  

Os espermatozoides foram avaliados conforme o grau de fragmentação do DNA:  

Classe I: espermatozoides que não apresentaram fragmentação no DNA  

Classe II: espermatozoides com pouca fragmentação no DNA 

Classe III: espermatozoides com extensiva fragmentação no DNA  

Classe IV: espermatozoides com alta fragmentação no DNA. 

 

 

4.6 Determinação da idade e peso à puberdade (Verificação da separação 

balanoprepucial) 
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Para determinação da idade à puberdade, foi utilizada como método a avaliação da 

separação balanoprepucial, que é a separação da mucosa prepucial e exteriorização da glande 

peniana. A monitoração da separação balanoprepucial foi iniciada no 30º dia de idade para 

todos os animais, realizada uma vez ao dia, no momento da pesagem, até a constatação da 

separação da pele e exposição completa da glande (PARKER, 2006), visto que a puberdade é 

considerada como um fenômeno continuado que mostra como marco de referência o total 

descolamento balanoprepucial. Neste momento foi determinada a idade e o peso à puberdade. 

 

 

4.7 Contagem espermática, produção espermática diária por testículo e tempo de 

trânsito no epidídimo 

 

 

O testículo direito de cada animal foi retirado e congelado em nitrogênio líquido.  No 

dia do referido teste, o testículo foi inicialmente pesado em uma balança de precisão analítica 

e depois homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5%, seguido por 

sonicação durante 30 segundos. Depois de uma diluição de 10 vezes, uma amostra de cada 

animal foi transferida para câmaras de Neubauer procedendo à contagem de espermatozoides. 

A contagem do total das células resultou em um número de espermatozoides por 

testículo, e gerou um dado de concentração de espermatozoides por ml. Esse dado foi dividido 

pelo peso dos testículos de cada animal para se chegar ao número de espermatozoides por 

grama de testículo.  Para determinar a produção espermática diária testicular (PED), a 

concentração espermática/mL de cada animal foi dividida por 6,1, que é o número de dias que 

os espermatozoides estão presentes no epitélio seminífero.  

Para determinação do tempo de trânsito no epidídimo, este foi separado do testículo e 

em seguida do tecido adiposo e dividido em cabeça, corpo e cauda. Todos os segmentos 

foram pesados separadamente em uma balança de precisão analítica, cada parte foi seccionada 

em pequenos fragmentos com lâmina de bisturi, seguidos de homogeneização em 5 mL de 

NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5% e sonicação por 30 segundos. Após uma diluição de 

10 vezes, cada amostra foi transferida para câmaras de Neubauer para a contagem de 

espermatozoides. O tempo de trânsito de espermatozoides através do epidídimo foi 

determinado pela divisão do número de espermatozoides em cada segmento por PED (ROBB; 

AMMAN; KILLIAN, 1978; MOURA et al., 2006). 
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4.8 Verificação de anormalidades morfológicas nos espermatozoides 

 

 

Para verificação de anormalidades morfológicas nos espermatozoides, uma alíquota 

de 10 μl de sêmen diluído vinte vezes foi adicionada a 10 μl de diluidor TRIS (Hidroximetil-

amino metano) sob uma lâmina de microscopia. Após homogeneização, foi colocada uma 

lamínula sobre a amostra, presa com esmalte ao seu redor e procedeu-se a observação em 

microscópio óptico, sob aumento de 400 vezes. Foram contadas 200 células por lâmina e 

observou-se nos espermatozoides, a presença das seguintes características: cauda enrolada, 

cauda dobrada, cauda fortemente enrolada, cauda fortemente dobrada, cabeça solta, peça 

intermediária, gota protoplasmática proximal, gota protoplasmática distal. As anormalidades 

morfológicas foram classificadas segundo Blom (1973), citado por Silva, Dode e Unanian 

(1993).   

Foram observadas as anormalidades possíveis de visualização para espermatozoides 

de ratos no grupo controle e nos grupos tratados. Considerou-se o grupo controle como 

padrão de normalidade, para comparação com os grupos tratados. Após contagem, os dados 

passaram por tratamento estatístico. 

 

 

4.9 Concentrações séricas hormonais: Testosterona, Estradiol, FSH e LH 

 

 

No dia da realização do experimento, após a colheita de sêmen e tecidos, o sangue 

dos animais foi retirado por punção cardíaca. O sangue de cada animal foi centrifugado a 

5000 rpm por 10 minutos e o soro foi separado e armazenado em criotubos a -80ºC. Esse 

material foi encaminhado para o Laboratório de Endocrinologia da Universidade Federal de 

São Paulo, onde todas as análises hormonais foram realizadas, conforme metodologia descrita 

a seguir. 

 

 

4.9.1 Testosterona 
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A testosterona foi quantificada no soro dos animais dos dois grupos tratados e do 

controle, através do imunoensaio de eletroquimioluminescência Elecsys® Testosterone II 

Immunoassay, Cobas, Roche©. O ensaio baseia-se em um teste principal competitivo, 

utilizando um anticorpo monoclonal de alta atividade, especificamente dirigido contra a 

testosterona. A testosterona endógena é liberada da amostra pelo 2-bromoestradiol e compete 

com o derivado de testosterona adicionado ao ensaio marcado com o complexo de rutênio, 

pelos sítios de ligação no anticorpo biotinilado (figura 1). 

Inicialmente a amostra foi incubada com um anticorpo monoclonal biotinilado 

testosterona específico, formando-se um imunocomplexo, cuja quantidade depende da 

concentração do analito na amostra. Após adição de micropartículas revestidas com 

estreptavidina e de um derivado de testosterona marcado com um complexo de rutênio, os 

sítios de ligação do anticorpo biotinilado foram ocupados pelo analito da amostra formando 

um complexo, que se torna ligado à fase sólida através da interação da biotina e da 

estreptavidina. A reação de mistura é aspirada para a célula de medição, onde as 

micropartículas são magneticamente capturadas sobre a superfície do eletrodo. Substâncias 

não ligados são removidos pelo ProCell. A aplicação de uma corrente elétrica ao eletrodo 

induz uma emissão quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador. Os 

resultados são determinados por meio de uma curva de calibração, que é especificamente 

gerada pela calibração de 2 pontos, e numa curva principal incluída no código de barras do 

reagente. 

 

Figura 1 - Princípio do teste Elecsys Testosterone II Immunoassay. Fonte: Bula do Kit                        

comercial Testosterone II.  Cobas, Roche©. 

 

 

4.9.2 Estradiol 
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Para quantificação do estradiol no soro dos animais, foi utilizado o kit comercial 

Estradiol II, Cobas, Roche©. Assim como o kit utilizado para a testosterona, é um 

imunoensaio de eletroquimioluminescência. O ensaio possui o mesmo princípio descrito para 

a testosterona, com exceção que inicialmente a amostra é incubada com um anticorpo 

biotinilado específico anti-estradiol formando um imunocomplexo, a partir desse passo, a 

técnica segue a metodologia descrita acima. 

 

 

4.9.3 FSH E LH 

 

 

O ensaio para a dosagem sérica de FSH e LH foi realizado através do kit comercial 

Milliplex® MAP Rat Pituitary Panel, que utiliza a tecnologia Luminex® xMAP®, da EMD 

Millipore. Este ensaio envolve um processo que cora internamente microesferas de 

poliestireno com dois corantes fluorescentes. Através de concentrações precisas desses 

corantes, podem ser criados 100 conjuntos coloridos distintos de esferas, cada um dos quais é 

revestido com um anticorpo de captura específico. Após o analito de uma amostra teste ser 

capturado pelas esferas, ocorre uma detecção biotinilada do anticorpo. A reação de mistura é, 

em seguida, incubada com o conjugado Estreptavidina-ficoeritrina (AS-PE reporter, emite 

sinal fluorescente), para completar a reação na superfície de cada microesfera. As 

microesferas passam rapidamente através de um laser que excita os corantes internos, 

marcando um conjunto de microsferas. Um segundo laser excita PE, o corante fluorescente, 

na molécula reporter. Finalmente, processadores de sinais digitais a alta velocidade 

identificam cada microesfera individualmente (o código de cor específico para o ensaio) e 

quantificam o resultado do bio-ensaio baseados em sinais reporter fluorescentes. 

 

 

4.10 Avaliação da orientação sexual 

 

 

A orientação sexual foi realizada com um aparelho, constituído de uma arena circular 

de madeira com diâmetro de 94 cm, circundada por uma parede metálica de 14,5 cm de altura 

(figura 2). Acoplado a arena, existem 2 compartimentos localizados nas extremidades laterais 
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diametralmente opostas, denominados de caixas incentivos, medindo 25 x 25 x 14,5 cm. Estas 

caixas alojam, respectivamente, um macho e uma fêmea (os ratos “iscas”); que são isoladas 

da arena por uma tela de arame e ficaram fechadas por uma placa de acrílico removível. O 

chão da arena é dividido, por segmentos de reta, em 32 partes aproximadamente iguais: as 

duas partes próximas tanto da caixa de incentivo do macho quanto da fêmea são denominadas 

de área I do macho ou da fêmea; as 6 partes subsequentes são pintadas de cinza e 

denominadas de área II; e finalmente as 16 partes localizadas na região central da arena são 

denominadas de área indiferente. Este aparelho foi inicialmente proposto por Hetta e 

Meyerson (1979), sendo posteriormente modificado por Dahlgren, Matucszczyk e Hard 

(1991). 

Os testes foram realizados aos 97 dias de idade dos animais, na fase escura do ciclo 

claro/escuro, uma vez que ratos Wistar são mais ativos à noite. A única iluminação da sala foi 

realizada através de lâmpada infravermelha. A observação foi feita por dois observadores 

posicionados próximos às caixas incentivo, sendo que um contou o tempo de permanência nas 

áreas I e II do macho e o outro das áreas I e II da fêmea. Para o estudo da orientação sexual 

dos machos, são utilizadas fêmeas especialmente preparadas para cada pareamento, 

denominadas ratas iscas.  A rata isca é previamente ovariectomizada (três semanas antes) e 

tem cio induzido por manipulação hormonal, na qual se administram 50 µg/Kg de cipionato 

de estradiol 54 horas antes do início do teste e acetato de medroxiprogesterona 2 mg/Kg 6 

horas antes do teste. 

Foram colocados nas respectivas caixas incentivo um rato macho isca e a rata fêmea 

ovariectomizada com cio induzido, sendo que as placas de acrílico foram mantidas, evitando o 

contato entre os compartimentos. A seguir foi introduzido na arena o rato a ser avaliado, 

dando-se início a um período de habituação de 5 min. Após este período o rato foi 

posicionado no centro da arena (área indiferente) e as placas de acrílico das caixas incentivo 

foram retiradas, porém a tela de arame impediu o contato direto dos animais testados com os 

ratos “iscas”, pois o incentivo considerado é o odor que os animais “iscas” exalam. Iniciou-se 

então, a observação da motivação sexual do rato, por 20 minutos. Durante este período foi 

cronometrado o tempo de permanência do rato na área I do macho, na área II do macho, na 

área I da fêmea e na área II da fêmea; o tempo que o animal permaneceu na área indiferente 

não foi cronometrado.  

O escore de preferência sexual foi calculado subtraindo-se o tempo total que o 

animal fica na zona do macho do tempo total que ele permanece na área da fêmea. Assim, a 

pontuação positiva significa preferência deste animal pelo sexo feminino e pontuação 
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negativa significa preferência pelo sexo masculino. Decorrido o tempo de observação, o rato 

teste foi retirado da arena que recebeu higienização com uma solução de álcool a 5% e então 

outro rato teste foi colocado na arena. A observação dos animais experimentais e controle foi 

feita intercaladamente. 

 

 

Figura 2 - Desenho esquemático do aparelho utilizado para a avaliação da orientação sexual. 

Planta baixa da arena e visualização lateral da parede metálica. Fonte: SANTOS, 2011. 

 

4.11 Avaliação do comportamento sexual  

 

A observação do comportamento sexual foi feita aos 101 dias de idade dos animais, na 

fase escura do ciclo claro/escuro dos ratos, uma vez que estes são mais ativos durante a noite. 

A iluminação da sala foi feita através de luz infravermelha. Foram utilizadas fêmeas 

especialmente preparadas, denominadas “ratas iscas”. A rata isca foi previamente 

ovariectomizada e tratada três semanas após a castração com 50 µg /Kg de cipionato de 

estradiol e 2 mg/kg de acetato de medroxiprogesterona, 54 e 6 horas, respectivamente, antes 

do início dos testes. 

Cada rato a ser estudado foi colocado individualmente em uma caixa de observação 5 

minutos antes da rata preparada para o pareamento, para adaptar-se a nova situação. A seguir, 

a fêmea foi introduzida na caixa de observação, registrando-se os seguintes parâmetros: 
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• Presença ou não de monta nos dez minutos subsequentes. Os animais que não 

apresentaram monta nesse período foram  retirados do experimento; 

• Presença ou não de ejaculação nos quarenta minutos subsequentes; 

• Latência para a primeira monta; 

• Latência para a primeira intromissão. Infere-se a ocorrência de intromissão peniana 

da presença conjunta dos seguintes sinais: monta com duração superior a dois segundos, 

lordose da fêmea e limpeza genital do rato após a monta; 

• Latência para a ejaculação. A ejaculação é caracterizada pela ocorrência de monta e 

intromissão, seguidas pelo levantar do tronco do macho e imobilidade por alguns segundos; 

• Número de montas incompletas (sem intromissão) até a ejaculação; 

• Número de intromissões até a ejaculação; 

• Número total de montas (soma das montas incompletas e  intromissões); 

• Latência para a primeira monta pós-ejaculação; 

• Número de ejaculações após a primeira intromissão observado por um período de 

trinta minutos. 

A partir desses parâmetros são obtidos dados; como frequência de intromissões por 

minuto, frequência de montas por minuto, eficiência da taxa copulatória e índice de atividade 

sexual, que em conjunto refletem o comportamento sexual dos animais do grupo controle e 

dos grupos tratados com AgNPs (FELICIO; PALERMO-NETO; NASELLO, 1989). 

 

4.12 Análise estatística 

 

Os resultados desse estudo foram avaliados e julgados por métodos estatísticos 

paramétricos ou não paramétricos segundo a avaliação prévia da normalidade, pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov, e da homogeneidade das variâncias pelo teste de Bartlett. Todas as 

análises foram realizadas com auxílio do programa Statistica 7.0 (Statsoft Inc) e Graphpad 

Prism 5,0, sendo que foi considerada diferença estatística quando p<0,05 e p<0,01. Quando os 

dados apontaram para uma metodologia paramétrica, foi empregada a análise de variância 

(ANOVA) e os testes de comparação entre médias, como o teste de Tukey. Já quando os 

dados apontaram para uma metodologia não paramétrica, foi empregada a análise de variância 

não paramétrica, como o teste de Kruskal-Wallis e as comparações pelos testes de Friedman e 

Mann-Whitney.  
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5 RESULTADOS 

 

 

Para verificar possíveis alterações reprodutivas causadas nos animais pelas AgNPs, 

foram realizados testes funcionais no sêmen dos animais, conjuntamente com a avaliação de 

diversos parâmetros que auxiliam na análise da capacidade reprodutiva, incluindo 

determinação de idade e peso à puberdade, contagem espermática, produção espermática 

diária por testículo, tempo de trânsito no epidídimo, verificação de anormalidades 

morfológicas nos espermatozoides, perfil sérico de hormônios sexuais, avaliação do 

comportamento e da orientação sexual dos animais. Foi avaliada também a evolução do peso 

corporal dos animais, para verificar possíveis interferências, além de uma análise das AgNPs, 

para avaliar estabilidade frente às doses utilizadas.   

Inicialmente cada grupo era composto por 10 animais, porém durante a execução do 

experimento houve a perda de dois animais do grupo tratado com a dose de 0,015 mg/Kg, 

ficando esse grupo com 08 animais. Além disso, para os procedimentos referentes à contagem 

espermática, produção espermática diária por testículo e tempo de trânsito no epidídimo 

houve problemas com a identificação dos tecidos, alterando o número de animais avaliados 

nos grupos. Já para os experimentos de comportamento e orientação sexual o número de 

animais avaliados em cada grupo foi 07 para otimizar a realização dos testes. Em nenhum dos 

casos houve prejuízo para avaliação dos dados pelas análises estatísticas. 

Todos os dados estão apresentados em tabelas com seus respectivos valores de 

Média ± Erro Padrão da Média (EPM), Intervalos de confiança (IC) quando paramétricos e 

como Mediana e Intervalo interquartílicos, quando não paramétricos. Em caso de dados 

paramétricos foi aplicado ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey e em caso de dados não 

paramétricos foi aplicado Kruskal – Wallis, seguido do pós-teste de Dunn. 

 

 

5.1 Evolução do peso corporal 

 

 

O desenvolvimento corporal dos animais foi avaliado através da evolução do peso 

individual durante todo o experimento. Os animais foram pesados diariamente desde o 

desmame aos 23 dias até os 59 dias de idade, depois foram pesados em dias alternados, até a 

conclusão do experimento, momento em que tinham 102 dias de vida. 
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O objetivo dessa avaliação foi constatar se as AgNPs  comprometeram de alguma 

maneira o desenvolvimento destes animais. Através da figura 3 e pela análise estatística, 

análise multivariada de variâncias para medidas repetidas pelo procedimento de modelo linear 

generalizado, pode-se observar que a substância não causou alterações no metabolismo dos 

animais tratados quando comparados ao controle (p=0,53), que pudessem prejudicar o 

desenvolvimento corporal normal destes. Esse comportamento torna mais fácil a interpretação 

das variáveis estudadas na sequência, pois restringe as causas sobre os problemas de 

desenvolvimento reprodutivo observados. 

 

          

 

Figura 3 - Gráfico de evolução do peso corporal do grupo controle e dos grupos tratados com 

AgNPs nas doses de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg  do 23º ao 102º dia de idade dos animais. 

 

 

 

5.2 Análise do tamanho e distribuição das AgNPs 
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As AgNPs foram analisadas pelo aparelho Dynamic Light Scattering. As AgNPs  

puras revelaram ter um diâmetro médio de 86,1 nm, já diluídas em água Mili-Q nas doses de 

0,015mg/Kg e 0,030 mg/Kg obtiveram diâmetros de 86,8 nm e 87 nm respectivamente. As 

três análises demonstraram boa polidispersividade, as AgNPs puras apresentou 0,330, a dose 

de 0,015mg/Kg apresentou 0,340 e a dose de 0,030 mg/Kg apresentou 0,346 de 

polidispersividade, demonstrando que há homogeneidade no tamanho das nanopartículas e 

baixa taxa de aglomeração. Este resultado demonstra que não houve alteração no tamanho 

médio das AgNPs diluídas, não alterando assim sua estabilidade frente as doses utilizadas. 

 

 

5.3 Testes Funcionais 

 

 

5.3.1 Integridade acrossomal 

 

 

Para a avaliação da integridade acrossomal foi utilizada a Coloração Simples Fast-

Green/Rosa-Bengala (POPE et al., 1991). As lâminas foram analisadas em microscópio 

convencional em imersão (1000x), foram contadas 200 células por lâmina, classificadas como 

acrossomo íntegro e não íntegro, conforme figura 4. 

A tabela 1 traz os dados da análise estatística, demonstrando que houve diferença 

estatística significativa de ambos os grupos tratados em relação ao controle, tanto para o 

acrossomo íntegro quanto para o acrossomo não íntegro (p= 0,0003) para os grupo tratados 

com 0,015 mg/Kg e 0,030mg/Kg de AgNPs. Assim, pode-se visualizar a presença de dano a 

integridade do acrossomo dos espermatozoides nos grupos tratados, que tiverem um maior 

número de células com a integridade acrossomal comprometida quando comparados ao 

controle. 

 

 

 

 

 

 

 



 46 

Tabela 1 – Teste da integridade acrossomal (Coloração Pope). Acrosomo íntegro e não 

íntegro (Mediana, Intervalo interquartílico) no grupo controle e nos grupos tratados com  

AgNPs.  

 

Grupos Acrossomo Íntegro Acrossomo Não Íntegro 

Controle (n=10) 197,50
a
 

(188,00 – 200,00) 

2,50
a
 

(0,00 – 12,00) 

0,015 mg/Kg (n= 8) 189,50
b
 

(180,00 – 198,00) 

10,50
b
 

(2,00 – 20,00) 

0,030 mg/Kg (n=10) 187,00
b
 

(183,00 – 189,00) 

13,00
b
 

(11,00 – 17,00) 

a, b Dados  com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,01)  

(Kruskal – Wallis, Teste de Dunn) 

 

 

5.3.2 Integridade da membrana plasmática 

 

  

Para a avaliação da integridade da membrana plasmática, foi utilizada a coloração de 

Eosina-Nigrosina (E/N). As lâminas foram analisadas em microscópio óptico em imersão 

(1000x). Foram contadas 200 células por lâmina, classificadas como células com membrana 

íntegra (não coradas) e não-íntegra (coradas), conforme figura 5. 

Através da tabela 2, pode-se verificar que houve diferença estatística de ambos os 

grupos tratados com AgNPs em relação ao controle para a membrana plasmática íntegra e não 

íntegra (p<0,0001). Nota-se assim, que nos grupos tratados com AgNPs houve um número 

maior de células com ausência de integridade da membrana plasmática em relação ao grupo 

não tratado. 
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Tabela 2 – Teste da integridade da membrana plasmática (Coloração Eosina/Nigrosina). E/N 

íntegro: membrana plasmática íntegra, E/N não íntegro: membrana plasmática não íntegra 

(Mediana, Intervalo interquartílico) no grupo controle e nos grupos tratados com  AgNPs. 

Grupos E/N Íntegro E/N Não Íntegro 

Controle (n=10) 198,50
a
 

(197,00 - 200,00) 

1,50ª 

(0,00 – 3,00) 

0,015 mg/Kg (n=8) 194,00
b
 

(191,00 - 196,00) 

6,00
b
 

(4,00 – 9,00) 

0,030 mg/Kg (n=10) 192,00
b
 

(189,00 - 197,00) 

8,00
b
 

(3,00 – 11,00) 

a, b Dados com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01) 

(Kruskal – Wallis, Teste de Dunn) 

 

5.3.3 Atividade mitocondrial (DAB) 

 

 

Para verificação da atividade mitocondrial foi utilizada a coloração DAB. As lâminas 

foram observadas em microscópio de contraste de fase sob aumento de 400x. Foram contados 

200 espermatozoides/lâmina, e classificados de acordo com o grau de coloração da peça 

intermediária em 4 classes: DAB I, DAB II, DAB III e DAB IV, como apresentado na figura 

6. 

A tabela 3 demonstra que todas as classes tiveram diferença estatística significativa nos 

grupos tratados em relação ao controle.  A classes DAB I teve p< 0,0001 para ambas as doses, 

a classe DAB II teve p =0,0002 para ambas as doses, a classe III teve p= 0,0111 para ambas 

as doses  e a classe DAB IV, teve p = 0,0034 para ambas as doses. Considerando, conforme a 

metodologia, que essa coloração permite avaliar a atividade mitocondrial dos 

espermatozoides, percebe-se na tabela, que para o DAB I, que corresponde a uma alta 

atividade mitocondrial, houve diminuição do número de espermatozoides com essa 

classificação, em ambos os grupos tratados em relação ao controle.  Já para DAB II, DAB III 

e DAB IV, que correspondem respectivamente à atividade mitocondrial média a alta, alto 

comprometimento e ausência de atividade; houve um aumento do número de espermatozoides 

contendo essas classificações em ambos os grupos tratados em relação ao controle. Esses 

dados em conjunto convergem para demonstrar que os grupos tratados com AgNPs nas doses 

de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg tiveram danos na peça intermediária dos espermatozoides, 

diminuindo sua atividade mitocondrial, quando comparados ao controle. 
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Tabela 3 - Teste da atividade mitocondrial (Coloração DAB). DAB I a DAB IV (Mediana, 

Intervalo interquartílico) no grupo controle e nos grupos tratados com  AgNPs. 

 

           Classes Controle 

(n=10) 

0,015 mg/Kg 

(n=8) 

0,030 mg/Kg 

(n=10) 

DAB I 198,00
a
 

(196,00 – 199,00) 

186,00
b
 

(174,00 – 194,00) 

191,00
b
 

(178,00 – 197,00) 

DAB II 2,00
a
 

(1,00 – 4,00) 

5,00
b
 

(3,00 – 7,00) 

4,50
b
 

(2,00 – 6,00) 

 DAB III 0,00
a
 

(0,00 – 1,00) 

 

2,00
c
 

(0,00 – 8,00) 

1,50
c
 

(0,00 – 7,00) 

DAB IV 0,00
a
 

(0,00 – 0,00) 

5,0
b
 

(0,00 – 22,00) 

 

1,00
b
 

(0,00 – 12,00) 

a,b Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p< 0,01) 

a,c Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p< 0,05) 

(Kruskal – Wallis,  Teste de Dunn) 

 

 

5.3.4 Integridade do DNA (Ensaio do Cometa) 

 

 

Após realizar o ensaio do cometa, para verificar se a substância causou danos à 

integridade do DNA dos espermatozoides, não foram identificadas diferenças nos níveis de 

fragmentação do DNA entre os animais do grupo controle e dos grupos tratados, sendo que a 

Classe I, definida como espermatozoides que não apresentam fragmentação no DNA, foi 

predominantemente visualizada nas lâminas. Não foram aplicadas análises estatísticas. 
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Figura 4 - Lâminas de coloração de Pope (integridade acrossomal). Em A, acrossomo íntegro 

e em B, acrossomo não íntegro. 

 

                      

 

Figura 5 – Lâminas de Coloração Eosina Nigrosina (Integridade da membrana plasmática).  

Em A, espermatozoide com membrana plasmática íntegra e em B, espermatozoide com 

membrana plasmática não íntegra. 
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Figura 6 – Lâminas de coloração DAB (atividade mitocondrial). Em A, espermatozoide 

classificado como classe I, em B como classe II, em C como classe III e em D como classe 

IV. 
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5.4 Determinação do peso e idade à puberdade 

 

 

Para determinação do peso e idade à puberdade, foi utilizada como método a 

avaliação separação balanoprepucial. A monitoração foi iniciada no 30º dia de idade para 

todos os animais de todos os grupos, e realizada até a constatação da puberdade. Nesse 

momento, os dados de peso e idade foram registrados para comparação estatística. 

A tabela 4 apresenta a mediana da idade em dias, juntamente com o intervalo 

interquartílico e também o peso médio ± EPM dos animais. Os dados demonstraram que para 

a idade à puberdade houve diferença estatística (p<0,0001) para ambos os grupos tratados em 

relação ao controle, demonstrando que os animais tratados atingiram a puberdade mais 

tardiamente quando comparados ao controle (figura 7). 

Já para o peso à puberdade houve diferença estatística (p=0,011780) do grupo tratado 

com a dose de 0,030 mg/Kg  em relação ao controle, demonstrando que este grupo atingiu a 

puberdade com um peso maior em relação ao controle. Já para o grupo tratado com a dose de 

0,015 mg/Kg não houve diferença estatística (p=0,251070) em relação ao controle (figura 8). 

 

Tabela 4 – Idade em dias (Mediana, Intervalo interquartílico) á puberdade e peso em gramas 

(Médias ± EPM, [IC 95%]) à puberdade no grupo controle e nos grupos tratados com  AgNPs 

Grupos Idade (dias) Peso (g) 

Controle (n=10) 40,00
a
 

(40,00 – 40,00) 

179,63 ± 4,21
c
 

(170,1111 - 189,1489) 

0,015 mg/Kg (n=8) 43,00
b
 

(42,00 – 43,00) 

189,68 ± 3,47
c
 

(181,4618 - 197,8882) 

0,030 mg/Kg (n=10) 43,00
b
 

(42,00 – 43,00) 

197,82 ± 4,64
d
 

(187,3249 - 208,3151) 

 a, b Dados com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01)  

c, d Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05)  

Idade(dias):  Kruskal – Wallis,  Teste de Dunn      Peso (g): ANOVA, Tukey  
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Figura 7 – Gráfico da idade ao atingir a puberdade dos animais controle e tratados com 

AgNPs nas doses de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg.  (Médias ± EPM, Médias ± Desvio padrão) 

 

Figura 8 – Gráfico do peso ao atingir a puberdade dos animais controle e tratados com AgNPs 

nas doses de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg.  (Médias ± EPM, Médias ± Desvio padrão) 
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5.5 Contagem espermática, produção espermática diária por testículo e tempo de 

trânsito no epidídimo   

 

 

5.5.1 Peso médio do testículo e do epidídimo 

 

 

O testículo direito, juntamente com o epidídimo de cada animal foi retirado e 

congelado em nitrogênio líquido no dia da eutanásia dos animais. No dia da avaliação dos 

parâmetros citados acima, ambos foram descongelados. O epidídimo foi dividido em cabeça, 

corpo e cauda e estes segmentos pesados separadamente, os testículos também foram pesados. 

Para o peso dos testículos não houve diferença significativa dos grupos tratados com 

as AgNPs em relação ao controle (p=0,937616, ANOVA). 

Já para o peso dos segmentos do epidídimo houve diferença significativa para o 

corpo do epidídimo para o grupo tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs (p=0,007172) e para o 

grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs (p= 0,014648) em relação ao grupo controle 

(tabela 5). Os dados demonstram que os animais tratados apresentaram o corpo do epidídimo 

mais leve que o controle. Para o peso da cabeça (p=0,515017, ANOVA) e da cauda 

(p=0,367942, ANOVA) do epidídimo não houve diferença significativa para ambos os grupos 

tratado. 

 

Tabela 5 – Peso médio do corpo do epidídimo (em gramas) no grupo controle e nos grupos 

tratados com  AgNPs (Média ± EPM) 

Grupos Corpo do epidídimo 

Controle (n=9) 0,065 ± 0,006
a
 

0,015 mg/Kg (n=6) 0,038 ± 0,005
b
 

0,030 mg/Kg (n=10) 0,044 ± 0,004
c
 

a, b Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01)  

a,c Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05) 

(ANOVA, Tukey) 
 

 

5.5.2 Contagem espermática: número de espermatozoides por testículo e por grama de 

testículo 
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Após ser pesado, o testículo foi homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo 

Triton X 100 0,5%, seguido por sonicação durante 30 segundos. Depois de uma diluição de 

10 vezes, uma amostra de cada animal foi transferida para câmaras de Neubauer procedendo a 

contagem de espermatozoides. A contagem do total das células resultou em um número de 

espermatozoides por testículo, e gerou um dado de concentração de espermatozoides por ml. 

Essa concentração por ml foi dividida pelo peso dos testículos de cada animal para se chegar 

ao número de espermatozoides por grama de testículo. Os dados de número de 

espermatozoides por testículo (p=0,304236, ANOVA) e por grama de testículo (p= 0,198060, 

ANOVA) foram analisados estatisticamente e constatou-se que não houve diferença 

significativa dos grupos tratados em relação ao controle. 

 

 

5.5.3 Produção espermática diária  

 

 

Para determinar a produção espermática diária testicular, a concentração 

espermática/mL de cada animal foi dividida por 6,1, que é o número de dias que os 

espermatozoides estão presentes no epitélio seminífero. Feita a análise estatística, comprovou-

se que não houve diferença estatística significativa (p<0,319790, ANOVA) entre os grupos 

tratados e o grupo controle. 

 

 

5.5.4 Reservas espermáticas 

 

 

A avaliação das reservas espermáticas foi feita no epidídimo através da contagem de 

espermatozoides em cada segmento. Para isso, cada segmento do epidídimo foi 

homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5%, seguido por sonicação 

durante 30 segundos. Depois de uma diluição de 10 vezes, uma amostra de cada animal foi 

transferida para câmaras de Neubauer procedendo à contagem. Para essa análise foi 

preconizada a divisão cabeça+ corpo e cauda.  

Conforme a tabela 6, para o segmento cabeça + corpo do epidídimo não houve 

diferença estatística significativa (p=0,439332, ANOVA) nos grupos tratados em relação ao 

controle. Já para a cauda do epidídimo houve diferença estatística (p=0,022141) do grupo 
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tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs, apresentando uma menor concentração de 

espermatozoides, em relação ao controle. Para o grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs, 

não houve diferença estatística (p=0,552051, ANOVA) significativa para a reserva 

espermática na cauda do epidídimo em relação ao controle.  

 

Tabela 6 - Reservas espermáticas da cabeça+corpo do epidídimo (sptz x 10
6
) e da cauda do 

epidídimo (sptz x10
6
) no grupo controle e nos grupos tratados com  AgNPs (Médias ± EPM). 

 

Grupos  Cabeça + corpo do epidídimo 

(10
6
) 

Cauda do epidídimo (10
6
) 

Controle (n=9) 220,00 ± 24,27 344,44 ± 39,48
c
 

0,015 mg/Kg (n=7) 155,71 ± 51,68 190,00 ± 24,20
d
 

0,030 mg/Kg (n=10) 193 ± 26,88 293,00 ± 37,00
c
 

c,d Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05) 

(ANOVA, Tukey)    Sptz: espermatozoide 

 

 

5.5.5 Tempo de trânsito espermático 

 

 

O tempo de trânsito de espermatozoides através do epidídimo foi determinado pela 

divisão do número de espermatozoides em cada parcela pela produção espermática diária. 

Para essa análise foi preconizada a divisão cabeça + corpo e cauda. 

A análise estatística demonstrou que não houve diferença significativa para os 

segmentos cabeça + corpo do epidídimo entre os grupos controle e tratados (p= 0,313452, 

ANOVA). Já para o segmento cauda houve diferença estatística (p=0,013925) do grupo 

tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs, evidenciando que os espermatozoides ficaram menos 

tempo neste segmento do epidídimo quando comparado ao controle, enquanto que o grupo  

tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs não diferiu estatisticamente do grupo controle (tabela 7).  
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Tabela 7 - Tempo de trânsito espermático (dias) nos segmentos cabeça+corpo e cauda do 

epidídimo no grupo controle e nos grupos tratados com  AgNPs (Médias ± EPM). 

 

Grupos  Cabeça + corpo do epidídimo 

(dias) 

Cauda do epidímo 

(dias) 

Controle (n=9) 6,33 ± 0,62 10,27 ± 1,22
c
 

0,015 mg/Kg (n=7) 4,32 ± 1,82 5,10 ± 0,87
d
 

0,030 mg/Kg (n=10) 4,47 ± 0,64 7,16 ± 1,13
c
 

c,d Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05) 

(ANOVA, Tukey) 

 

 

5.6 Verificação de anormalidades morfológicas nos espermatozoides 

 

 

Para verificação de anormalidades morfológicas nos espermatozoides, uma lâmina 

contendo uma alíquota de sêmen diluído em TRIS (Hidroximetil-amino metano) de cada 

animal foi observada sob microscópio óptico, sob aumento de 400 vezes. Foram contadas 200 

células por lâmina e observou-se nos espermatozoides, a presença de danos que caracterizam 

anormalidades. Das anormalidades apresentadas na metodologia, foi possível visualizar 

cabeça solta, cauda dobrada e cauda fortemente dobrada, assim como fazer uma análise das 

anormalidades morfológicas totais. 

A tabela 8 demonstra que para a anormalidade cabeça solta houve diferença 

estatística significativa (p= 0,0087)  dos dois grupos tratados em relação ao grupo controle. 

Para as outras anormalidades visualizadas, cauda dobrada e cauda fortemente dobrada não 

houve diferença estatística significativa de ambos os grupos em relação ao controle. As 

anormalidades cabeça solta, cauda fortemente dobrada e cauda dobrada juntas, formaram o 

dado de anormalidades morfológicas totais, que diferiu estatisticamente (p=0,0086) nos dois 

grupos tratados com AgNPs em relação ao controle, evidenciando que houve um número 

maior de espermatozoides apresentando as anormalidades citadas nesses grupos. 

 

 

 

 



 57 

 

Tabela 8 – Anormalidades morfológicas nos espermatozoides. Anormalidades totais e cabeça 

solta (Mediana, Intervalo interquartílico) no grupo controle e nos grupos tratados com  

AgNPs. 

 

Grupos Anormalidades morfológicas 

totais 

Cabeça solta 

Controle (n=10) 7,00
a
 

(0,00 – 8,00) 

4,00
a
 

(0,00 – 8,00) 

 0,015 mg/Kg (n=8) 15,00
b
 

(12,00 – 51,00) 

14,00
b
 

(12,00 – 50,00) 

0,030 mg/Kg (n=10) 22,00
b
 

(15,00 – 32,00) 

20,00
b
 

(14,00 – 27,00) 

a, b Dados com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01) 

(Kruskal – Wallis, Teste de Dunn) 

  

 

5.7 Concentrações séricas hormonais: Testosterona, Estradiol, FSH E LH 

 

 

A quantificação de testosterona, estradiol, FSH e LH no soro dos animais não 

revelou diferenças estatísticas significativas através da ANOVA, entre o grupo controle e os 

grupos tratados com as doses de 0,015 mg/Kg e 0,030  mg/Kg de AgNPs. A análise estatística 

revelou p= 0,144123 para a testosterona, p= 0,137143 para o estradiol, p=0,450015  para o 

FSH e p=0,645297 para o LH. 

 

 

5.8 Avaliação da orientação sexual 

 

O escore de preferência sexual foi calculado subtraindo-se o tempo total que o 

animal fica na zona do macho do tempo total que ele permanece na área da fêmea. Assim, a 

pontuação positiva significa preferência deste animal pelo sexo feminino e pontuação 

negativa significa preferência pelo sexo masculino. 

Conforme a tabela 9, pode-se visualizar que houve diferença estatística (p<0,0003) 

do grupo tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs em relação ao grupo controle. Essa diferença 

pode também ser constatada pela pontuação negativa no escore desse grupo, indicando que 
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houve preferência sexual dos animais pelo sexo masculino. Para o grupo tratado com 0,030 

mg/Kg de AgNPs não houve diferença estatística significativa em relação ao controle. 

Tabela 9  – Preferência Sexual e tempo de permanência (segundos) no grupo controle e dos 

grupos tratados com  AgNPs na área do macho e na área da fêmea e escore de preferência 

sexual (Médias ± EPM). 

 

Parâmetros 

Tempo (segundos) 

Controle (n=7) 0,015mg/Kg (n=7) 0,030mg/Kg (n=7) 

Tempo de Permanência na 

área I do Macho 

1075,0 ± 31,16 1111,0 ± 35,56
 

940,0 ± 18,13 

Tempo de Permanência na 

área II do Macho 

2430,0 ± 25,74 2516,0 ± 22,74      2439,0 ± 32,35 

Tempo Total na Área do 

Macho 

3505,0 ± 38,14 3627,0 ± 51,17     3379,0 ± 46,85 

Tempo de Permanência na 

área I da Fêmea 

1590,0 ± 40,68 1377,0 ± 25,24 1463,0 ± 34,68 

Tempo de Permanência na 

área II da Fêmea 

2169,0 ± 27,28 2069,0 ± 21,69     2147,0 ± 28,89 

Tempo Total na Área da 

Fêmea 

3759,0 ± 31,77 3446,0 ± 35,12     3610,0 ± 49,98 

Escore de Preferência 

Sexual 

254,0 ± 66,71
a  

-181,0 ± 81,92
b 
 

 

    231,0 ± 95,53
a
 

 a, b Dados com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p< 0,01)    ANOVA, Tukey 

 

 

5.9 Comportamento sexual  

 

 

Para a avaliação do comportamento sexual, cada animal foi colocado 

individualmente em uma caixa de observação 5 minutos antes da introdução da fêmea, para 

adaptar-se a nova situação. A seguir, a fêmea foi introduzida na caixa de observação e os 

animais observados por um período de 10 minutos. Em caso de presença de monta dentro 
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desse período, os animais foram observados por mais 30 minutos, registrando-se diversos 

parâmetros citados na metodologia. 

Após análise estatística verificou-se que não houve diferença estatística significativa 

entre os dois grupos tratados com AgNPs e o controle (p<0,25324, ANOVA), demonstrando 

que a substância não afetou as intromissões, o número e a frequência de montas e ejaculações, 

não prejudicando assim o comportamento sexual dos animais. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo foi avaliada a possível interferência da administração de baixas 

doses de AgNPs em ratos pré-púberes, sobre a função espermática na vida adulta. Outros 

parâmetros foram paralelamente avaliados no sentido de verificação de possíveis alterações 

endócrinas, comportamentais e em tecidos reprodutivos masculinos. O objetivo foi simular 

uma possível contaminação pela absorção de pequenas quantidades, devido ao uso contínuo e 

esporádico desses compostos em produtos de higiene corporal e antissepsia médica. 

As AgNPs demonstraram comprometer a funcionalidade espermática dos animais em 

estudo, bem como a sua morfologia, causaram algumas alterações teciduais e 

comportamentais e não revelaram prejudicar o padrão endócrino. Inúmeros podem ser os 

mecanismos que corroboraram para estes resultados, pretende-se agora discuti-los para 

compreender a toxicidade desta substância. 

 

 

6.1 Evolução do peso corporal 

 

 

A evolução do peso corporal foi acompanhada através de pesagens durante todo o 

período experimental. Observou-se que a substância não causou alterações no metabolismo 

dos animais tratados com as AgNPs, que pudessem refletir no seu desenvolvimento corporal 

normal. Park et al (2010) obtiveram o mesmo resultado intoxicando ratos e ratas por via oral, 

com AgNPs na dose de 1 mg/Kg, de vários tamanhos (22 nm, 42 nm, 71 nm e 323 nm). Já 

Shahare, Yashpal e Singh (2013) demonstraram que AgNPs na faixa de 3 a 20 nm, quando 

administradas oralmente nas doses de 5, 10, 15 e 20 mg/kg em ratos albinos Swiss, causaram 

diminuição significativa (p <0,05) no peso corporal em todos os grupos tratados. Esse mesmo 

estudo demonstrou que as AgNPs danificaram as microvilosidades de células epiteliais, bem 

como glândulas intestinais, diminuindo a capacidade de absorção do epitélio intestinal.  Há 

trabalhos que demonstram que para as AgNPs, quanto menor o tamanho das nanopartículas, 

maior é o seu potencial de toxicidade (LIU et al., 2010; PARK et al., 2011) e há evidências 

que para o intestino partículas menores são captadas mais facilmente (DESAI et al., 1996; 

MORISHITA et al., 2004). Isso pode estar relacionado com o resultado encontrado para 

AgNPs de 60 nm nesse estudo, o peso corporal pode não ter sofrido prejuízo em virtude do 
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tamanho maior das nanopartículas, em comparação com utilizadas no estudo de Shahare, 

Yashpal e Singh (2013). As AgNPs de 60 nm podem não ter atravessado a parede intestinal, 

não causando danos as microvilosidades do intestino. 

 

 

6.2 Análise do tamanho das AgNPs 

 

 

A análise do tamanho das AgNPs feita através do aparelho Dynamic Light 

Scattering, demonstrou que não houve alteração de tamanho e nem da distribuição de 

tamanho na comparação entre as nanopartículas puras e nas diluições realizadas para alcançar 

as doses utilizadas no experimento. Segundo Montes-Burgos et al. (2010) em 

nanotoxicologia, é importante saber o estado das nanopartículas utilizadas, em particular 

parâmetros como o seu tamanho e distribuição de tamanho das partículas no meio que se está 

utilizando, pois podem ocorrer alterações da substância inicial resultando em agregação ou 

mudança na distribuição de tamanho, características que podem ter efeito significativo sobre a 

dose escolhida e interpretação dos resultados obtidos posteriormente. 

O tamanho das nanopartículas encontrados pelas análises foram maiores do que o 

descrito pelo fabricante, mas para determinar o tamanho da partícula, consta na bula do 

produto que a técnica utilizada foi TEM (Microscopia eletrônica de transmissão). Técnicas 

diferentes podem resultar em diferentes tamanhos de nanopartículas (DHAWAN; SHARMA, 

2010). 

Além do fato das técnicas serem diferentes, o tamanho de partícula obtido por 

Dynamic Light Scattering é geralmente maior do que o medido por outras técnicas, tais como 

TEM. Isto pode ser atribuído ao fato de DLS medir a distribuição de tamanho de um conjunto 

de partículas em solução e produzir um diâmetro médio hidrodinâmico, incluindo assim 

algumas camadas de solvente (HRADIL et al., 2007). 

 

 

6.3 Testes Funcionais 

 

 

6.3.1 Integridade acrossomal 

 



 62 

Utilizando a coloração de POPE para verificar a integridade acrossomal dos 

espermatozoides, constatou-se que os grupos tratados com AgNPs tiverem um maior número 

de espermatozoides com acrossomo não íntegro quando comparados ao controle. O 

acrossomo é a parte do espermatozoide responsável pela reação acrossomal, que é o processo 

que permite a penetração do espermatozoide na zona pelúcida do óvulo, para que ocorra a 

fertilização (MAKHLUF et al., 2006).  Os espermatozoides utilizam enzimas acrossomais 

para penetrar a zona mais espessa da zona pelúcida em mamíferos. No entanto, a reação 

acrossomal não libera apenas enzimas, mas altera o perfil apical da cabeça do espermatozoide, 

promovendo afilamento na borda da célula e favorecendo a penetração no óvulo, que é 

dependente de um impulso físico, facilitado pelo aumento da motilidade (BEDFORD, 1998; 

STAUSS; VOTTA; SUAREZ, 1995). 

Anormalidades morfológicas ou no tamanho do acrossomo os tornam menos capazes 

de se ligar a zona pelúcida, comprometendo a fertilização do óvulo (GARRETT; LIU; 

BAKER, 1997; MENKVELD et al., 1996). A reação acrossomal tem grande importância na 

reprodução, alguns estudos demonstram que esse parâmetro bem como a capacidade da zona 

pelúcida de induzir a reação acrossomal, deve ser avaliado em processos de fertilização in 

vitro, por serem preditores da capacidade de fertilização (LIU; BAKER, 2003; 

ESTERHUIZEN et al., 2001). 

Makhluf et al. (2006) avaliaram a possibilidade de nanopartículas magnéticas 

revestidas com álcool polivinílico, afetarem a funcionalidade de células espermáticas bovinas. 

Entre os testes realizados, foi avaliada a capacidade de o espermatozoide submeter-se a reação 

acrossomal, utilizando um meio de incubação mTALP (Tyrode's Albumin-Lactate-Pyruvate) 

com condições de capacitação com e sem as nanopartículas magnéticas. Os autores 

concluíram que as nanopartículas magnéticas penetraram espontaneamente nas células 

espermáticas, ligando-se ao acrossomo, mas não afetaram a capacidade do espermatozoide 

submeter-se a reação acrossomal e a motilidade dos mesmos, duas características importantes 

para o sucesso da fertilização. 

Para as AgNPs, não foram encontrados estudos relatando a toxicidade da prata na 

forma de nanopartículas para a reação acrossomal e para a integridade do acrossomo. No 

entanto, tem se relatado que as AgNPs estão envolvidas com a geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (CARLSON et al., 2008; HUSSAIN et al., 2005; LIU et al., 2010; PARK et 

al., 2011; SU et al., 2009) e o excesso de tais espécies podem afetar negativamente parâmetros 

como a motilidade e a morfologia (AGARWAL; IKEMOTO; LOUGHLIN, 1994) bem como 

a habilidade de fertilização do espermatozoide, incluindo a reação acrossomal (ICHIKAWA 
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et al., 1999; CHEN et al., 2013) sendo um possível mecanismo para o aumento do número de 

acrossomos comprometidos nos grupos tratados.  

 

 

6.3.2 Integridade da membrana plasmática 

 

 

Para a avaliação da integridade da membrana plasmática dos espermatozoides, foi 

utilizada a coloração de Eosina-Nigrosina (E/N), em que foi avaliada a presença de 

membranas íntegras, sem a entrada do corante e membranas não íntegras, com presença de 

corante dentro das células. Os resultados mostraram que nos grupos tratados com AgNPs 

houve um número maior de espermatozoides com membranas não íntegras, quando 

comparados ao controle. 

A viabilidade de um espermatozoide está ligada a sua motilidade e também a fato de 

possuir uma membrana plasmática intacta, uma vez que esta é crucial para interações entre os 

espermatozoides e outras células em seu ambiente. Por isso a maioria dos ensaios de 

viabilidade avalia se a membrana plasmática está intacta ou não, utilizando corantes 

impermeáveis (que não penetram na membrana intacta) e penetrantes (penetram na membrana 

não intacta) alternadamente ou em combinação (HOSSAIN et al., 2011).  

Pawar e Kaul (2012) examinaram se diferentes concentrações de nanopartículas de 

óxido de titânio (TiO2) alteram a funcionalidade do espermatozoide de búfalo, incluindo a 

integridade da membrana espermática através de um teste hipo-osmótico (HOST - Hypo-

osmotic Swelling Test), que avalia se ocorre enrolamento das caudas dos espermatozoides. 

Nas primeiras 3 horas de incubação do esperma com a solução hipo-osmótica não houve 

efeito significativo das diferentes concentrações de nanopartículas de TiO2 sobre a integridade 

da membrana, mas após 6 h de incubação, a integridade da membrana dos espermatozoides 

em todas as concentrações (1, 10 e 100 µg/ml) mostrou diminuição significativa, em 

comparação com os controles (12,7%, 16,5% e 26%, respectivamente). 

Estudos têm demonstrado que as AgNPs afetam a integridade da membrana 

plasmática de diferentes tipos celulares  (BRAYDICH-STOLLE et al., 2005; HUSSAIN et al., 

2005; LIU et al., 2010; PARK et al., 2011). Park et al. (2010b) estudando a toxicidade de 

AgNPs sobre macrófagos peritoniais de rato, propôs um mecanismo de ação sobre a 

membrana. A fagocitose das AgNPs estimularia a geração de espécies reativas de oxigênio, 

ativando por sua vez macrófagos, que induziriam a secreção de TNFα (Fator de Necrose 
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Tumoral alfa), responsável por causar danos a membrana celular e apoptose. Todos esses 

resultados seriam causados pela ionização das AgNPs em células, através de um mecanismo 

do tipo cavalo de tróia. 

O cavalo de tróia tem sido citado em trabalhos como um dos mecanismos 

responsáveis pela toxicidade das AgNPs sobre membranas e sobre a célula (LUBICK, 2008; 

LUOMA, 2008; PARK et al., 2010; STENSBERG et al., 2011). Nesse mecanismo, uma vez 

que a nanoprata esteja ligada a célula, poderia liberar íons prata livres diretamente para as 

membranas e para dentro do maquinário celular (LUOMA, 2008) resultando no 

desencadeamento do processo inflamatório (PARK et al., 2010a). 

Não há relatos na bibliografia da toxicidade das AgNPs diretamente sobre a 

membrana plasmática do espermatozoide. Outros tipos de nanopartículas, como as de titânio, 

demonstraram comprometer a integridade da membrana espermática. Há vários relatos 

comprovando a toxicidade das AgNPs para diferentes tipos de membranas celulares e 

envolvendo mecanismos como o cavalo de tróia. No presente estudo verificamos prejuízo de 

integridade da membrana plasmática para espermatozoides, somando assim mais um tipo 

celular que é afetado pelas AgNPs. 

 

 

6.3.3 Atividade mitocondrial (DAB) 

 

 

A avaliação da atividade mitocondrial dos espermatozoides foi feita através da 

coloração DAB e verificou-se que nos animais tratados com as duas doses de AgNPs houve 

prejuízo na atividade mitocondrial. Para o DAB I, que corresponde a uma alta atividade 

mitocondrial, houve diminuição do número de espermatozoides com essa classificação, em 

ambos os grupos tratados em relação ao controle.  Já para DAB II, DAB III e DAB IV, que 

correspondem respectivamente à atividade mitocondrial média a alta, alto comprometimento e 

ausência de atividade; houve um aumento do número de espermatozoides contendo essas 

classificações em ambos os grupos tratados em relação ao controle. A mitocôndria é 

localizada na peça intermediária do espermatozoide e sua função é produzir energia 

necessária para a movimentação do flagelo, que gera a motilidade do espermatozoide, uma 

característica importante para o transporte de material genético para o sítio de fertilização 

(HUNG et al., 2008). 
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Alguns estudos têm demonstrado que as AgNPs causam danos a mitocôndria em 

espermatogônias, linhagem celulares derivadas do fígado e neuroendócrinas (BRAYDICH-

STOLLE et al., 2005;  HUSSAIN et al., 2005; HUSSAIN et al., 2006). O íon prata demonstra 

causar alterações na membrana da mitocôndria, causando anormalidades morfológicas, 

edema, aceleração na respiração mitocondrial, além de aumentar a permeabilidade 

mitocondrial através da interação com grupos sulfidril que fazem parte das proteínas de 

membrana mitocondriais (ALMOFTI et al., 2003). 

Mirshokraei et al. (2011) avaliaram os efeitos de colóides de nanoprata, em várias 

concentrações, sobre parâmetros de motilidade nos espermatozoides de rãs em diferentes 

tempos. Foi constatado que a substância deprime a maioria dos parâmetros de motilidade 

avaliados, sendo que na concentração de 10 ppm de nanoprata, os espermatozoides foram 

totalmente inativados. Segundo os autores, essa depressão, está diretamente ligada à atividade 

mitocondrial, podendo induzir infertilidade, através do efeito citotóxico da nanoprata. 

Nanopartículas de selênio demonstraram ter um efeito protetor sobre as mitocôndrias 

na peça intermediária dos espermatozóides de bodes. Os animais foram tratados com ração 

suplementada com nanopartículas de selênio e comparados com o grupo controle, sem 

suplementação. Após o tratamento, observou-se através de microscopia eletrônica de 

transmissão, que os espermatozoides dos animais controle apresentavam mitocôndrias com 

forma anormal, com presença de lacunas e extensa vacuolização, enquanto que o grupo 

tratado com as nanopartículas não apresentou essas anormalidades. No entanto, é conhecido 

que o selênio atua na manutenção da fertilidade masculina, o que foi comprovado também 

para esse elemento em forma de nanopartícula (LI-GUANG et al., 2010). 

A nanoprata já demonstrou causar prejuízo para a motilidade de espermatozoides e 

consequentemente para as mitocôndrias (MIRSHOKRAEI et al., 2011). Para as AgNPs de 60 

nm avaliadas nesse estudo, a atividade mitocondrial dos espermatozoides também se mostrou 

comprometida pela substância, evidenciado sua toxicidade para essa importante organela 

celular. 

 

 

6.3.4 Integridade do DNA (Ensaio do Cometa) 

 

 

 Para avaliar a integridade do DNA dos espermatozoides utilizou-se o ensaio do 

cometa. Após realizar as análises dos grupos intoxicados pelas AgNPs e o do grupo controle 
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não foram identificadas diferenças nos níveis de fragmentação do DNA entre os animais do 

grupo controle e dos grupos tratados, sendo que a Classe I, definida como espermatozoides 

que não apresentam fragmentação no DNA, foi predominantemente visualizada nas lâminas. 

O dano ao DNA espermático em combinação com prejuízos a parâmetros clássicos de 

qualidade espermática como espermatozoides anormais e motilidade, estão relacionados com 

a redução da fertilidade masculina (MORRIS et al., 2002).  

 As AgNPs têm demonstrado causar danos ao DNA em estudos in vitro em várias 

linhagens celulares (ASHARANI et al., 2009; FOLDBJERG; DANG; AUTRUP, 2011; 

HACKENBERG et al., 2011; PARK et al., 2011) incluindo linhagens de células testiculares. 

Asare et al. (2012) avaliaram a toxicidade de AgNPs  de 20 e 200 nm para o DNA utilizando 

uma linhagem celular de carcinoma testicular humano (NT2) e células testiculares primárias 

de ratos, através do ensaio do cometa. Os autores concluíram que as AgNPs de 200 nm 

causaram aumento de quebras na fita de DNA de maneira concentração dependente. 

Ressaltaram ainda que as nanopartículas podem atravessar membranas nucleares facilmente, 

interagindo com o DNA direta ou indiretamente, por mecanismos ainda não totalmente 

esclarecidos. No entanto, embora muitos estudos in vitro tenham sido realizados, os estudos in 

vivo ainda demonstram ser escassos e por vezes contraditórios (GROMADZKA-

OSTROWSKA et al., 2012) 

 Gromadzka-Ostrowska et al. (2012) avaliaram a integridade do DNA espermático de 

ratos intoxicado por AgNPs, dividindo os animais em três grupos, grupo Ag I (Nanopartículas 

(Np) de 20 nm, dose de 5 mg/Kg),  Ag II (Np de 20 nm, dose de 10 mg/Kg) e Ag III (Np de 

200 nm, dose de 5 mk/Kg), realizando análises após 24 horas, 7 e 28 dias da administração 

intravenosa. Os resultados demonstraram que houve aumento na porcentagem de dano ao 

DNA após 24 horas no grupo I e no grupo II, enquanto que para 7 e 28 dias bem como no 

grupo III em nenhum dos tempos, houve diferença significativa na porcentagem de dano entre 

os grupos tratados e o controle. Segundo ou autores,  o organismo removeu as AgNPs do 

organismo e houve reparo no DNA comprometido, já que após as análises de 7 e 28 dias não 

foi verificado dano a integridade do DNA. Somado a isso, assim como para outros parâmetros 

avaliados no estudo, as nanopartículas de menor tamanho demonstraram ser mais tóxicas ao 

DNA. 

 No caso das AgNPs de 60 nm avaliadas nesse estudo, o tratamento com a substância 

durou 36 dias e o ensaio do cometa foi realizado após 44 dias do fim dos tratamentos, para 

que se pudesse realizar os experimentos de orientação e comportamento sexual. Como as 

análises não foram realizadas no final do tratamento e nem logo após as primeiras doses (24 
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horas, por exemplo) é possível que possa ter ocorrido dano e em seguida uma reparação do 

DNA pelo organismo do animal. Aliado a isso, como o protocolo é de difícil execução, não 

foi possível identificar diferenças nos níveis de fragmentação do DNA além da Classe 1, 

sendo possível que outros níveis de fragmentação talvez presentes não puderam ser 

identificados. 

 

 

6.4 Determinação do peso e idade à puberdade 

 

Para a idade à puberdade houve diferença estatística dos dois grupos tratados em 

relação ao controle, os animais tratados atingiram a puberdade mais tardiamente do que o 

controle. Já para o peso à puberdade, somente o grupo tratado com a dose mais alta de 0,030 

mg/Kg diferiu estatisticamente do controle, apresentando um maior peso ao ser  detectada  a 

puberdade, quando comparado ao controle. 

 A puberdade é um processo complexo regulado pelo sistema endócrino 

(MARANGHI; MANTOVANI, 2012).  Um dos parâmetros utilizado para determinar a 

progressão da puberdade é a separação prepucial (KORENBROT; HUHTANIEMI; WEINER, 

1977). O aumento da produção de testosterona pelos testículos é conhecido por ser 

responsável pela separação da pele do prepúcio e exposição da glande do pênis 

(KORENBROT; HUHTANIEMI; WEINER, 1977). No entanto, a exposição pré-púbere ao 

AgNPs não causou alterações nos níveis séricos de testosterona, o atraso em dias e diferença 

no peso dos animais, podem ter sido resultante de algum outro evento não ligado a questão 

endócrina. 

Keene et al. (2002) demonstraram que a ausência de receptores para o fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF-I) resulta em atraso da separação balanoprepucial e 

consequentemente na puberdade de ratos. No entanto, não foram detectadas diferenças 

significativas nos níveis de concentração plasmática de testosterona entre os grupos controle e 

os que possuíam ausência do receptor, evidenciando a falta de ligação do atraso da puberdade 

com andrógenos, neste caso. 

O aumento de peso encontrado no grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs pode 

estar relacionado ao fato desses animais terem alcançado a puberdade mais tardiamente em 

relação ao controle, proporcionando o aumento de peso. Embora o valor do peso encontrado 
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para o grupo de 0,015 mg/Kg esteja próximo do grupo tratado com 0,030mg/Kg, não houve 

diferença estatística em relação ao controle, para a dose mais baixa. 

Em relação a estudos com nanopartículas, Jackson et al. (2011) avaliaram a idade à 

puberdade, através da separação balanoprepucial, em ratos que tiveram as mães intoxicadas 

por nanopartículas de carbono (Printex 90). Os autores observaram que a puberdade iniciou 

em tempos similares nos grupos tratados e no controle, não ocorrendo prejuízo para a idade à 

puberdade. Para as AgNPs não foram encontrados estudos para comparação, mas em nosso 

experimento pode-se verificar que houve prejuízo para a puberdade em ratos intoxicados com 

AgNPs, com tamanho de 60 nm. 

 

 

6.5 Contagem espermática, produção espermática diária por testículo e tempo de 

trânsito no epidídimo 

 

 

Ao avaliar diversos parâmetros relacionados ao testículo e ao epidídimo, a 

conclusões foram que as AgNPs de 60 nm avaliadas nesse estudo, não alteraram o peso dos 

testículos, bem como o peso da cabeça e da cauda do epidídimo dos animais, houve apenas 

diminuição do peso do corpo do epidídimo em ambos os grupos tratados. A contagem 

espermática no testículo e a produção espermática diária não sofreram alteração pela 

substância, enquanto que a reserva espermática e o trânsito espermático, ambos na cauda do 

epidídimo, demonstraram menor concentração e menor tempo de trânsito respectivamente, 

nos animais tratados com a dose de 0,015 mg/Kg quando comparados ao controle. 

Gromadzka-Ostrowska et al. (2012) avaliando AgNPs com tamanhos de 20 e 200 nm 

e em diferentes doses (5mg/Kg e 10mg/Kg), através de injeção intravenosa em ratos Wistar, 

concluíram que em nenhuma das doses utilizadas houve diferença no peso dos testículos e dos 

epidídimos quando comparados ao controle e que nanopartículas de 20 nm, na dose mais 

baixa tiveram o efeito de diminuir a contagem de espermatozoides no epidídimo (reserva 

espermática), após 24h  e 28 dias de exposição. Efeito semelhante ao obtido no presente 

estudo, porém na metodologia do estudo citado não houve a segmentação do epidídimo em 

cabeça, corpo e cauda, sendo os dados evidenciados no epidídimo como um todo. Para as 

nanopartículas de 60 nm houve uma diminuição no peso corpo do epidídimo nos animais 

tratados em comparação com o controle, que pode estar relacionada com o seccionamento 
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dessa parte do epidídimo, que é uma região pequena e não bem delimitada, e por ter sido 

realizado de forma aleatória pode ter gerado a diminuição de peso observada. 

Os parâmetros contagem espermática no testículo e a produção espermática diária 

não sofreram alteração pela AgNPs. Kyjovska et al. (2013) investigaram a influência de 

nanopartículas de dióxido de titânio e de carbono (Printex 90) sobre a função reprodutiva em 

duas gerações (F1 e F2), através da exposição maternal das vias áreas de ratas. Dentre os 

parâmetros estudados estavam a produção espermática diária (PED) e espermatozoides por 

grama de testículo. Os autores concluíram que a geração F1 que teve as mães expostas aos 

dois tipos de nanopartículas, não apresentaram alterações nos parâmetros citados, enquanto 

que na geração F2 houve diminuição dos dois parâmetros para as nanopartículas de titânio e 

para as nanopartículas de carbono, diminuição para PED e tendência a diminuição para 

espermatozoides por grama de testículo. Segundo os autores, podem ter ocorrido alterações 

epigenéticas, que só se manifestaram na segunda geração. No caso das AgNPs a 

administração foi feita através de gavagem diretamente  nos ratos em estudo e não foram 

encontradas alterações. Estudos futuros podem avaliar a toxicidade das AgNPs em uma 

exposição  pré-natal e investigar possíveis mecanismos epigenéticos. 

Os grupos tratados com AgNPs de 60 nm, avaliadas neste estudo, apresentaram 

diminuição de reserva espermática e aceleração do trânsito espermático. Para adquirir a 

capacidade de reconhecimento e fertilização do oócito, os espermatozoides de mamíferos 

precisam passar por um processo de maturação, que ocorre durante a passagem dos mesmos 

através do epidídimo (CUASNICÚ et al., 2002). Alterações no tempo do trânsito espermático 

no epidídimo podem causar alterações de maturação, assim como alterar o número de 

espermatozoides disponíveis para a ejaculação (KLINEFELTER, 2002). 

O transporte dos espermatozoides através do epidídimo está ligado à atividade 

contrátil na parede ductal (COSENTINO et al., 1984). Embora a testosterona tenha influência 

sobre parâmetros espermáticas no epidídimo (FERNANDEZ et al., 2007) as contrações no 

músculo liso do túbulo epididimal e o trânsito de espermatozoides são influenciados por 

muitos outros fatores (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006). Contratilidade do 

túbulo do epidídimo é influenciada por prostaglandinas (PGs). PGF2α aumenta a frequência e 

amplitude das contrações no epidídimo proximal in vitro, ao passo que a PGE2 diminui estas 

contrações (COSENTINO et al., 1984). Substâncias como a oxitocina, e a vasopressina, 

também aumentam a contratilidade do epidídimo tanto in vitro (STUDDARD; STEIN; 

COSENTINO, 2002; FILIPPI et al., 2002) como in vivo (WHITTINGTON et al., 2001; 

MELIN, 1970). Estudos demonstram que a estimulação da atividade contrátil pode resultar 

http://www.reproduction-online.org/search?author1=K+Whittington&sortspec=date&submit=Submit
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em aumento do número de espermatozoides ejaculados e do transporte espermático para a 

cauda do epidídimo (FILIPPI et al., 2002; NICHOLSON; PARKINSON; LAPWOOD, 1999). 

Como as AgNPs não causaram alterações nas dosagens de testosterona, poderia ter 

ocorrido alguma alteração no padrão de contração do  músculo liso do epidídimo, trazendo o 

aumento dessas contrações, o que acarretaria em um tempo menor de trânsito espermático. 

Não foram realizados testes para verificar esta suposição, portanto o mecanismo responsável 

para esse resultado não está definido. 

 

 

6.6 Verificação de anormalidades morfológicas nos espermatozoides 

 

 

No presente estudo, ambos os grupos tratados apresentaram anormalidades 

morfológicas em relação ao grupo controle. As AgNPs já demonstraram causar anormalidades 

em espermatozoides de ratos Wistar em um estudo que comparou amostras de 24 horas após 

injeção intravenosa das nanopartículas com amostras após uma e quatro semanas de 

tratamento, sendo que após esse período, todos os grupos tratados apresentaram 

anormalidades morfológicas. Entre as anormalidades visualizadas nos espermatozoides, 

estavam cabeça dobrada sobre o corpo, cabeça solta, cabeça ondulada e presença de duas 

cabeças em um só corpo (GROMADZKA-OSTROWSKA et al., 2012).  Em outro estudo, que 

utilizou a gavagem para a administração das AgNPs, também com ratos Wistar e onde várias 

doses da substância foram testadas,  houve diminuição da morfologia normal dos 

espermatozoides nos grupos tratados quando comparados ao controle, resultado que 

demonstrou ser dose dependente, pois na dose mais alta de 200 mg/Kg houve o máximo de 

anormalidades morfológicas presentes nos espermatozoides.  Segundo os autores, as AgNPs 

poderiam estar afetando o DNA celular e como consequência causar mutações genéticas, 

responsáveis pelas anormalidades morfológicas (BAKI et al., 2013). 

Já há estudos demonstrando que as AgNPs realmente afetam o DNA causando danos 

(ASHARANI et al., 2009; GROMADZKA-OSTROWSKA et al., 2012; FOLDBJERG; 

DANG; AUTRUP, 2011) mas a sua ligação com as mutações genéticas e consequentemente 

com as anormalidades morfológicas ainda não está clara. No entanto, ambos os estudos 

citados em concordância com o presente, demonstram a toxicidade das AgNPs sobre a 

morfologia dos espermatozoides. 
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6.7 Concentrações séricas hormonais: Testosterona, Estradiol, FSH e LH 

 

 

As AgNPs demonstraram não provocar alterações endócrinas nos animais em estudo. 

Para as análises de testosterona, estradiol, FSH e LH não houve diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos tratados e o grupo controle. Um nível adequado de hormônios 

sexuais é fundamental para a espermatogênese, o FSH estimula a produção da proteína de 

ligação de andrógeno pelas células de Sertoli que é essencial para manter a concentração de 

testosterona em níveis altos o suficiente para iniciar e manter a espermatogênese (BAI et al., 

2010). As concentrações plasmáticas de LH regulam a esteroidogênese testicular dentro das 

células de Leydig (YOSHIDA et al., 1999). Em relação ao estradiol, a ampla gama de 

receptores nas células testiculares e capacidade dos testículos em converter irreversivelmente 

andrógenos em estrógenos através de um complexo enzimático microssomal chamado 

aromatase, deixam claro o seu papel fisiológico na espermatogênese (CARREAU et al., 

2003). 

Baki et al. (2013)  avaliaram a toxicidade de AgNPs sobre parâmetros espermáticos, 

hormônios sexuais e células de Leydig, testando diferentes doses (25, 50, 100 e 200 mg/kg) 

através de administração via oral por gavagem, em ratos Wistar. Os resultados demonstraram 

uma redução nos níveis sanguíneos de testosterona e um aumento no nível de LH, ambos em 

doses elevadas, enquanto os níveis de FSH não apresentaram nenhuma redução significativa. 

Os autores atribuíram a redução dos níveis de testosterona à redução das células de Leydig 

nos animais tratados. O aumento de LH a um mecanismo de auto regulação do hipotálamo em 

resposta a diminuição de testosterona e a diminuição de FSH mesmo não sendo significativa, 

a produção do hormônio inibina pelas células de Sertoli. 

Bai et al. (2010)  demonstraram que nanotubos de carbono, não alteraram os níveis 

plasmáticos de testosterona, LH e FSH em ratos e nem parâmetros como concentração 

espermática e motilidade, após aplicações intravenosas de 5 doses (5 mg/Kg cada) em 

diferentes tempos, as análises hormonais foram realizadas aos 15, aos 60 e aos 90 dias, após a 

primeira dose. Já Yoshida et al. (2008) demonstraram que nanopartículas de carbono 

administradas por via intratecal  em 10 doses ao longo de 10 semanas aumentaram os níveis 

séricos de testosterona, bem como causaram vacuolização nos túbulos seminíferos e 

diminuição na produção espermática diária. Baseados em estudos prévios do grupo, os autores 

sugeriram um possível comprometimento das células de Leydig, como responsável pelas 

flutuações hormonais. 
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Os disruptores endócrinos são moléculas exógenas que podem afetar a síntese, 

secreção, transporte, metabolismo, ligação e ação de hormônios naturais do organismo 

(KAVLOCK et al., 1996). A possibilidade de nanomateriais atuarem como disruptores 

endócrinos permanece como uma questão importante e relevante (LU et al., 2013). As AgNPs 

de 60 nm avaliadas nesse estudo não alteraram os hormônios sexuais, porém Baki et al. 

(2013) observou tais alterações em seu experimento para AgNPs. O estudo não cita o tamanho 

de AgNPs, mas utilizou doses mais altas que o presente estudo, é possível que as doses de 

0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg utilizadas em nosso estudo não foram altas suficientemente para 

trazer alterações hormonais nos animais.  Além disso, como visto nos estudos realizados por 

Bai et al. (2010) e Yoshida et al. (2008) para as nanopartículas de carbono, fatores como o 

número de doses e a via de administração, dentre outros interferem com os resultados. Assim, 

são necessários mais experimentos para concluir se as AgNPs causam ou não alterações 

hormonais. 

 

 

6.8 Orientação sexual 

 

 

 Ao avaliar a orientação sexual dos animais tratados com AgNPs, verificou-se que o 

grupo que recebeu a dose de 0,015 mg/Kg obteve pontuação negativa no escore de preferência 

sexual, o que conforme a metodologia, confirma preferência desse grupo pelo sexo masculino. 

Para o grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs não houve diferença estatística significativa 

em relação ao controle, que demonstrou preferência pelo sexo feminino. A orientação sexual é 

um termo utilizado para caracterizar os aspectos relacionados com o comportamento sexual. 

Os ratos mostram preferências de acasalamento consistentes por machos ou fêmeas e a 

orientação sexual ou o padrão de preferência refere-se a esse fenômeno (MATUSZCZYK; 

LARSSON, 1993). 

 O método da arena, para avaliação do comportamento sexual, parte do pressuposto 

que o macho escolhe um parceiro que possa lhe proporcionar recompensa sexual adequada, e 

quando este, passa mais tempo na vizinhança de uma fêmea receptiva do que na vizinhança de 

um macho, tem comportamento heterossexual (MATUSZCZYK; LARSSON, 1993). Estudos 

demonstraram que a preferência do macho por uma fêmea receptiva é alterada pelo status de 

testosterona do macho (HETTA; MEYERSON, 1979). Os receptores de testosterona, quando 

expostos a esse esteróide dimerizam-se, ligam-se a um elemento de resposta específico, que 
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regula a transcrição de genes. A modulação da transcrição de genes irá afetar a fisiologia 

celular bem como a resposta de um organismo a um ambiente e a expressão de um 

comportamento sexual (CHARLIER et al., 2013). 

Dahlgren, Matuszczyk e Hard (1990) investigaram a preferência sexual de uma prole 

de machos nascidos de mães expostas a etanol na dieta, durante a gestação. Utilizando a arena 

como modo de avaliação, os autores concluíram que os machos com mães expostas ao etanol, 

não demonstraram preferência nem pelo macho e nem pela fêmea, enquanto o grupo controle 

apresentou preferência pela fêmea. Segundo os autores, a ausência de preferência pela fêmea 

receptiva nos grupos tratados poderia estar sendo causada por distúrbios causados pelo etanol, 

no desenvolvimento de elementos neurais envolvidos na preferência sexual durante o período 

pré-natal, sensível a testosterona. 

Embora a testosterona altere o padrão de preferência sexual dos machos (HETTA; 

MEYERSON, 1979), a orientação sexual é um processo que envolve uma complexa interação 

entre fatores genéticos, biológicos e sócio-culturais (HU et al., 1995). Há relatos que outros 

fatores como variações genéticas (HAMER et al., 1993; HU et al., 1995;) e diferenças na 

estrutura cerebral entre homossexuais e heterossexuais (SWAAB; HOFMAN, 1990; LEVAY, 

1991)  estão ligados a alterações na preferência sexual. 

Em nosso experimento as análises hormonais que incluíram testosterona, estradiol, 

FSH e LH não apresentaram diferenças estatísticas significativas nos animais tratados em 

relação ao controle. Resultados que demonstram que a pontuação negativa obtida no escore de 

preferência sexual no grupo de 0,015 mg/Kg pode ter ocorrido nos animais por outro 

mecanismo não hormonal e aparenta não ser dose dependente, já que os animais tratados com 

a dose maior não diferiam estatisticamente do controle. 

 

  

6.9 Comportamento sexual 

 

 

Para as AgNPs, avaliadas nesse estudo, não houve diferença estatística dos grupos 

tratados em relação ao controle para o comportamento sexual dos animais, no entanto, 

verificou-se que nos grupos tratados mais animais não realizaram montas nos dez primeiros 

minutos do teste, em relação ao controle. 

Moniz et al. (1999), utilizando a  mesma metodologia do presente trabalho, 

demonstraram que ratos expostos ao pesticida fenvalerato em período perinatal exibiram 
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aumento no total do número de montas até a ejaculação e diminuição no número de 

ejaculações após a primeira intromissão, sugerindo que houve uma redução na potencia sexual 

dos animais expostos ao fenvalerato. Paralelamente a estes resultados, houve diminuição dos 

níveis de testosterona, dos pesos das vesículas seminais e da próstata, além de atraso na 

descida dos testículos dos animais. Segundo os autores, esses resultados em conjunto indicam 

que houve uma desregulação no meio androgênico durante o período de exposição, causando 

uma possível redução na liberação de testosterona no período crítico pós – natal. 

Exposição à testosterona principalmente produzida nas gônadas pode modular a 

fisiologia do cérebro e aumentar a probabilidade dos machos executarem comportamentos 

típicos masculinos (CHARLIER et al., 2013). Além disso, os hormônios esteróides podem 

influenciar o comportamento sexual, aumentando ou diminuindo a síntese, liberação e eficácia 

de determinados neurotransmissores, com funções e localizações neurais específicas, por 

exemplo, agonistas colinérgicos demonstraram facilitar a ejaculação (BITRAN; HULL, 

1987).  

Um estudo feito com codornas (machos) demonstrou que apenas dois dias de 

tratamento com cápsulas subcutâneas de testosterona, são suficientes para desencadear 

estágios iniciais da sequência copulatória, como por exemplo, tentativas de monta e que sete 

dias de exposição são necessários para ativar a sequência completa, incluindo movimentos de 

contato coaclais. Comportamento não observado em machos castrados não tratados 

(CHARLIER; BALL; BALTHAZART, 2008). 

Estes estudos deixam claro o papel da testosterona sobre o comportamento sexual. 

Em nosso estudo as AgNPs não diminuíram os níveis de testosterona nos ratos, o que está de 

acordo com o fato de que  não houve diferença estatística dos grupos tratados em relação ao 

controle para o comportamento sexual dos animais. No entanto, os animais tratados obtiveram 

um comportamento diferente dos animais do grupo controle, com mais animais não realizando 

montas nos dez primeiros minutos do teste. Isso pode ser devido à influência da substância em 

estudo em outros mecanismos que interfiram no comportamento sexual sem, no entanto, 

alterar o padrão hormonal nas doses utilizadas. 

 

 

 

 

 

 



 75 

7 CONCLUSÃO 

 

A exposição pré-púbere de ratos com baixas doses de AgNPs demonstrou 

comprometer a funcionalidade espermática dos animais. O comprometimento foi revelado 

pela redução na integridade acrossomal, na integridade da membrana plasmática e na 

atividade mitocondrial dos espermatozoides, enquanto que dano à integridade do DNA não foi 

visualizado. 

Os animais tratados com a substância apresentaram um atraso em dias, bem como 

um maior peso ao atingir a puberdade. Não houve alterações na contagem espermática e na 

produção espermática diária por testículo, porém a reserva espermática nos animais tratados 

evidenciou uma redução na concentração dos espermatozoides e houve aceleração no tempo 

de trânsito espermático, ambos na cauda do epidídimo. Ocorreram alterações na morfologia 

espermática dos animais e alteração na orientação sexual, onde animais tratados apresentaram 

preferência sexual por machos. As análises hormonais revelaram que a substância não alterou 

o padrão endócrino.  

Os resultados, em conjunto, demonstram que houve comprometimento da qualidade 

seminal e de parâmetros reprodutivos, evidenciando que as AgNPs, mesmo em doses 

extremamente baixas tem potencial para causar prejuízo a fertilidade masculina. Devido ao 

fato de a exposição humana e ambiental a este componente estar em crescimento exponencial, 

possuindo aplicações médicas, torna-se necessário a investigação dos mecanismos de 

toxicidade reprodutiva e sistêmica, para avaliar os riscos de exposições a curto e a longo 

prazo, permitindo explorar os benefícios das AgNPs de forma segura. 
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ANEXOS 

 

 

ANEXO A – Aprovação do Comitê de Ética 
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ANEXO B - Diluição Nanopartículas de sais de prata (AgNPs) 

 

Doses:  

 0,015 mg/Kg 

 0,030 mg/Kg 

Concentração das AgNPs (Sigma Aldrich): 0,02 mg/Kg       Tamanho: 60 nm 

 

 Utilizamos 0,25 mL/100 g de peso vivo na gavagem: 

1) Dose de 0,015mg/1000 mg 

Isto corresponde em 100g 

0,015 mg ------- 1000g 

X   ---------------- 100g      x= 0,0015 mg 

0,0015 mg/100g/0,25 mL         

C= m/v   C= 0,0015/0,25       

C= 0,006 mg/mL (concentração para que dose de 0,015 mg/kg  seja alcançada) 

 

2) 0,030mg/ 1000g 

0,030 mg --------1000g 

X ------------------ 100g     x=0,0030 mg 

0,0030mg/ 100g/ 0,25mL   

C= m/v  C= 0,0030/0,25     

C= 0,012 mg/mL  (concentração para que a dose de 0,030 mg/Kg seja alcançada) 

        

      Exemplo de aplicação prática: 

 

Para administras as AgNPs para o total de 20 ratos, se os ratos pesarem em média 30 g: 

20 x30: 600g            0,25 mL/100g 

0,25 mL ------ 100g 

 X  -------------- 600g 

X= 1,5 mL (volume total para cada dose a ser administrada) 

 

1) Dose de 0,015 mg/Kg    C= 0,006mg/mL 

C1.V1= C2.V2 

0,02 . V1= 0,006 . 1,5       V1= 0,45 ml de AgNPs     Vágua = 1,5 – 0,45= 1,05 mL  

 

2) Dose de 0,030 mg/kg   C= 0,012 mg/Kg 

0,02. V1 = 0,012. 1,5 

V1= 0,9 mL de AgNPs     Vágua= 0,6 mL 

  

A quantidade administrada na seringa é conforme o peso tabelado de cada animal (0,25     

mL/100g) de peso vivo.  Ex: se o animal pesar 30 g receberá 0,075 mL de volume total. 


