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RESUMO 
 

Impactos da exposição prolongada a uma mistura ambientalmente relevante de 
desreguladores endócrinos no testículo de ratos 

 
Desreguladores endócrinos (DEs) são contaminantes ambientais presentes em 
produtos de higiene pessoal, conservantes alimentares, pesticidas domésticos e 
agrícolas, materiais de construção, plásticos e produtos de limpeza. Esses compostos 
interferem em órgãos hormônio-dependentes, como os testículos, impactando 
negativamente a fertilidade masculina. Este estudo teve como objetivo avaliar a 
histoarquitetura testicular em ratos expostos cronicamente a uma mistura 
ambientalmente relevante de DEs desde a gestação até a idade adulta. Ratas prenhes 
da linhagem Sprague-Dawley foram distribuídas aleatoriamente em dois grupos: Ctrl 
(óleo de milho, 2 ml/kg) e ED Mix (32,11 mg/kg/dia de uma mistura com 12 compostos, 
incluindo ftalatos, pesticidas, filtros UV, bisfenol A e butilparabeno, diluídos em óleo 
de milho, 2 ml/kg). As fêmeas prenhes foram tratadas por gavagem do 7º dia 
gestacional (DG7) até o 21º dia pós-natal (DPN21). Após o desmame (DPN22), os 
filhotes machos (geração F1) continuaram a receber a mistura de DEs até os DPN220. 
Os testículos foram coletados, fixados em metacarn e processados para análise 
histológica. As lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina e picrossírius para 
avaliação morfométrica e quantificação de colágeno. Houve um aumento significativo 
no percentual de túbulos seminíferos nos estágios I–VI de 53,17 ± 1,98 no grupo 
controle para 61,00 ± 0,87 no grupo exposto (p = 0,002), indicando acúmulo de túbulos 
em fases iniciais da espermatogênese. Os túbulos nos estágios VII-VIII diminuíram de 
46,5 [38,25–48,0] no grupo controle para 37,0 [33,0–39,0] no grupo exposto 
(p = 0,017), sugerindo atraso no avanço da espermatogênese. A proporção de túbulos 
anormais aumentou de 0 [0–1] para 2 [1–3] no grupo exposto (p = 0,002), 
caracterizada principalmente por vacuolização e presença de células germinativas 
imaturas. A análise morfométrica demonstrou redução do diâmetro tubular (p = 0,018) 
e queda da altura do epitélio germinativo (p = 0,0004) nos animais expostos, 
evidências de comprometimento estrutural. A contagem celular revelou uma 
diminuição significativa nas células de Sertoli (p < 0,0001) e nas células de Leydig 
(p = 0,0035) no grupo exposto, corroborando o prejuízo funcional observado nos 
parâmetros morfométricos. Em contrapartida, a quantificação do volume relativo de 
colágeno intersticial não apresentou diferença significativa entre os grupos 
(p = 0,0603), sugerindo que alterações fibróticas intersticiais não foram induzidas pela 
mistura de DEs sob as condições estudadas. Conclui-se que a exposição crônica à 
mistura de DEs, da fase pré-natal até a vida adulta, compromete a morfologia dos 
túbulos semíferos, sem alterações no tecido conjuntivo intersticial. 
 
Palavras-chave: Disruptores endócrinos, Túbulos seminíferos, fertilidade, 
espermatogênese.



ABSTRACT 
 

Impacts of lifelong exposure to an environmentally relevant endocrine 
disruptor mixture on rat testicular morphology 

Endocrine disruptors (EDs) are environmental contaminants commonly found in 
personal care products, food preservatives, domestic and agricultural pesticides, 
construction materials, plastics, and cleaning products. These compounds interfere 
with hormone-dependent organs such as the testes, negatively affecting male fertility. 
This study aimed to evaluate testicular histoarchitecture in rats chronically exposed to 
an environmentally relevant mixture of EDs from gestation through adulthood. 
Pregnant Sprague-Dawley rats were randomly assigned to two groups: Control (corn 
oil, 2 mL/kg) and ED Mix (32.11 mg/kg/day of a mixture of 12 compounds, including 
phthalates, pesticides, UV filters, bisphenol A, and butylparaben, in corn oil, 2 mL/kg). 
Dosing by oral gavage occurred from gestational day 7 (GD7) to postnatal day 21 
(PND21). After weaning (PND22), male offspring (F1 generation) continued to receive 
the ED mixture until PND220. Testes were collected, fixed in Metacarn, and processed 
for histological analysis. Sections were stained with hematoxylin-eosin and picrosirius 
red for morphometric assessment and collagen quantification. Chronic exposure to the 
ED mixture significantly reduced seminiferous tubule diameter and germinal epithelium 
height, and decreased the number of Sertoli and Leydig cells compared to control 
animals. Notably, the proportion of seminiferous tubules in early spermatogenic stages 
(I–VI) increased from 53.17 ± 1.98 in controls to 61.00 ± 0.87 in the exposed group 
(p = 0.002), while stages VII–VIII decreased from 46.5 [38.25–48.0] to 37.0 [33.0–39.0] 
(p = 0.017), indicating delayed spermatogenic progression. The incidence of abnormal 
tubules also increased significantly (from 0 [0–1] to 2 [1–3], p = 0.002), characterized 
primarily by vacuolization and the presence of immature germ cells. In contrast, no 
significant difference was observed in relative interstitial collagen volume between 
groups (p = 0.0603). These findings demonstrate that chronic ED exposure from 
prenatal life through adulthood induces substantial structural and functional alterations 
in the testis, consistent with evidence showing that endocrine-active compounds 
disrupt steroidogenesis and spermatogenesis in male reproductive systems. 

Keywords: Endocrine disruptors, Seminiferous tubules, Fertility, Spermatogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os desreguladores endócrinos (DEs) são agentes exógenos capazes de interferir no 

funcionamento do sistema endócrino de animais e seres humanos, que formam um grupo 

heterogêneo de substâncias, agrupadas em classes com base em suas propriedades 

químicas e usos industriais, e são amplamente distribuídos no ambiente e em produtos de 

consumo diário. Entre as principais classes reconhecidas estão: Per-epolifluoroalquil 

substâncias (PFAS): conhecidos como “forever chemicals”, usados em revestimentos, 

têxteis e embalagens; associados à interferência hormonal e impacto na função tiroideana 

e reprodutiva. Os ftalatos: plastificantes usados para conferir flexibilidade ao plástico, 

comumente detectados em embalagens de alimentos, produtos de higiene e brinquedos. 

Os bisfenóis (BPA, BPS, BPF): usados na fabricação de plásticos e resinas epóxi; 

evidências sugerem que mimetizam estrogênios e podem afetar a homeostase hormonal. 

Os pesticidas e organoclorados (por exemplo, DDT e seus metabólitos): historicamente 

associados a perturbações hormonais e efeitos adversos reprodutivos. Dentre outros 

compostos industriais: como retardantes de chama bromados, parabenos, metais e 

subprodutos de combustão, também observados como disruptores endócrinos em estudos 

toxicológicos1. 

Diversas populações estão expostas a um grande número dessas substâncias químicas 

por diferentes vias de contaminação. Esses compostos são encontrados nos alimentos e 

no meio ambiente, podendo estar presentes em uma ampla gama de materiais de uso 

cotidiano, como cosméticos, conservantes alimentares, pesticidas domésticos e agrícolas, 

materiais de construção, plásticos e produtos de limpeza2.   

Apesar da crescente atenção quanto aos seus efeitos, os DEs ainda são pouco 

estudados, e seus mecanismos de ação não estão totalmente compreendidos3. Estudos os 
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caracterizam como substâncias químicas capazes de perturbar a homeostase hormonal, 

desempenhando efeitos significativos sobre o eixo hipotálamohipófise-gonadal4. De 

acordo com Passos et al. (2019)3, esses compostos podem interferir na produção, 

secreção, metabolismo e transporte de hormônios endógenos, por meio da ligação a 

receptores hormonais. Tal interação pode resultar em efeitos agonistas, ao mimetizar as 

ações hormonais, ou antagonistas, ao bloquear a ligação do hormônio natural. Essas 

evidências contribuem para o entendimento dos mecanismos pelos quais os DEs alteram 

a regulação hormonal e favorecem o surgimento de diversas doenças.   

Sabe-se que os DEs podem exercer ações estrogênicas e/ou antiandrogênicas, afetando 

diretamente órgãos hormônio-dependentes. O sistema reprodutor masculino é 

particularmente vulnerável, pois está exposto a uma ampla variedade desses compostos, 

que podem interferir na função reprodutiva e na regulação hormonal. Segundo Zouma et 

al. (2025)5, a exposição a desreguladores endócrinos está associada à diminuição da 

qualidade seminal, alterações hormonais e maior risco de anomalias do trato reprodutivo 

masculino, com múltiplas classes de químicos demonstrando efeitos adversos sobre a 

função testicular e parâmetros espermáticos em revisões sistemáticas atuais. 

Um dos principais desafios nas pesquisas com DEs refere-se à abordagem fragmentada 

da exposição, uma vez que muitos estudos se concentram na análise isolada de cada 

composto. Maske et al. (2019)6 realizaram um estudo em que ratas prenhes foram 

submetidas a injeções subcutâneas de butilparabeno, do 6º dia gestacional (DG6) ao 21º 

dia pós-natal (DPN21), nas doses de 10, 100 e 1000 mg/kg/dia. Os resultados mostraram 

que os machos da geração F1 apresentaram atraso na descida testicular nas maiores doses, 

e atraso na separação prepucial na menor dose. Esses achados sugerem que o 

butilparabeno pode exercer ação estrogênica e/ou antiandrogênica, afetando a maturação 
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sexual e a competência reprodutiva na idade adulta, com prejuízos à função das células 

de Leydig e à diferenciação do epidídimo.   

Além do tipo de DEs, o período de exposição também representa um fator crucial a 

ser considerado. Até o momento, a maioria dos estudos tem se concentrado em janelas 

curtas e específicas, como determinadas fases da morfogênese prostática ou da vida 

adulta, conforme observado por Suteau et al. (2020)7. Ao investigarem uma mistura 

contendo os ftalatos di(2etilhexil) ftalato (DEHP) e dibutil ftalato (DBP), associados ao 

bisfenol A (BPA), os autores relataram alterações na expressão do gene RXFP2 (Relaxin 

Family Peptide Receptor 2), envolvido na regulação do desenvolvimento fetal do sistema 

reprodutor e na espermatogênese. Esses achados indicam que misturas de DEs podem 

induzir efeitos distintos daqueles causados por compostos isolados, reforçando a 

importância de abordagens experimentais que considerem a exposição combinada e 

realista, a mais próxima possível da exposição ambiental humana.   

Diante desse cenário, torna-se evidente a importância de estudos que considerem o 

maior número possível de variáveis envolvidas na exposição aos DEs, como a 

combinação de diferentes compostos e a aplicação de longos períodos de exposição. Para 

preencher esta lacuna, adaptamos uma mistura elaborada por Christiansen et al. (2012)8 

composta por 12 DEs, contendo ftalatos, pesticidas, filtros ultravioletas, bisfenol A e 

butilparabeno. A mesma mistura foi utilizada por Sousa et al. (2023)9, onde a exposição 

prolongada, desde fase gestacional até fase adulta, causou alterações prostáticas, 

incluindo atrofia epitelial e modificações no ambiente estromal, além do 

desenvolvimento de lesões preneoplásicas. Hinokuma et al. (2025)10, utilizando o mesmo 

delineamento experimental, constataram que a mistura foi capaz de alterar o fenótipo 

nuclear de células renais, além de causar fibrose.  



18 
 

Em vista das evidências elencadas acima, o presente estudo tem como objetivo avaliar 

os efeitos dessa mistura de DEs, com excessao do paracetamol, sobre a histoarquitetura 

testicular de ratos expostos cronicamente, desde a gestação até a idade adulta.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS   

2.1 Animais e Ambiente de Experimentação    

Foram utilizadas 24 fêmeas adultas (120 dias de idade) e 12 machos adultos (90 dias 

de idade), da linhagem Sprague-Dawley, com peso aproximado de 300 g, provenientes 

do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área de Ciência de Animais 

de Laboratório (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram mantidos no Biotério de 

Experimentação da UNOESTE, sob condições controladas de luminosidade (ciclo 

claro/escuro de 12 horas) e temperatura (23 ºC a 25 ºC). Receberam ração comercial 

isenta de fitoestrógenos (NUVILAB CR1/Nuvital PR) e água filtrada, fornecidas ad 

libitum em bebedouros de vidro com tampa e bico metálico (capacidade de 500 mL).   

Para o acasalamento, os animais foram distribuídos em gaiolas de polipropileno (41 

× 34 × 16 cm), contendo de duas a três fêmeas para cada macho. As gaiolas apresentavam 

tampas de aço inox em formato de grade e estavam forradas com maravalha branca de 

pinho autoclavada, sendo substituídas duas vezes por semana. Durante toda a fase 

experimental, foram monitoradas a umidade relativa do ar (55 ± 10%) e a exaustão 

contínua.  Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos em conformidade 

com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e previamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UNOESTE (Protocolo CEUA 6034).   

  2.2 Mistura de DEs   
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Os compostos dibutilftalato (DBP; CAS nº 175606-05-0), di(2-etilhexil)ftalato  

(DEHP; CAS nº 117-81-7), vinclozolina (CAS nº 50-47-144-8), procloraz (CAS nº 

67747-09-5), procimidona (CAS nº 32809-16-8), linuron (CAS nº 330-55-2), 

epoxiconazol (CAS nº 133855-98-8), p,p’-DDE (CAS nº 72-55-9), 4-metilbenzilideno 

cânfora (4-MBC; CAS nº 36861-47-9), octil metoxicinamato (OMC; CAS nº 5466-773), 

bisfenol A (BPA; CAS nº 80-05-7) e butilparabeno (CAS nº 94-26-8) foram adquiridos 

da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).   

A mistura foi preparada em óleo de milho (veículo) na concentração de 32,11 

mg/kg/dia e administrada por via oral (gavagem).  

 

2.3 Delineamento Experimental    

Os acasalamentos foram realizados durante o período escuro do ciclo circadiano, 

colocando-se de duas a três fêmeas na mesma caixa do macho. O dia gestacional zero 

(DG0) foi determinado pela presença de espermatozoides no esfregaço vaginal e 

confirmação da fase de estro por citologia. As fêmeas identificadas como prenhes foram 

alocadas individualmente em gaiolas e distribuídas aleatoriamente em dois grupos 

experimentais (n = 10/grupo): Grupo ED Mix, o qual recebeu 32,11 mg/kg/dia da mistura 

de DEs diluída em óleo de milho (2 mL/kg), por gavagem; e o Grupo Ctrl, que recebeu 

apenas o veículo (óleo de milho, 2 mL/kg), também por gavagem.   

A mistura de DEs foi originalmente desenvolvida por Christiansen et al. (2012)8 e 

reproduzida por diversos autores, incluindo Axelstad et al. (2014)11, Isling et al. (2014)12, 

Boberg et al. (2015)13, Mandrup et al. (2015)14 e Johansson et al. (2016)15. A composição 

baseou-se na estimativa de ingestão humana diária ajustada por peso corporal 

(mg/kg/dia), multiplicada por um fator de segurança de 100, valor comumente adotado 
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para extrapolação de doses sem efeitos adversos observáveis (NOAEL – no observed 

adverse effect levels) em roedores para níveis considerados seguros em humanos16. A 

composição da mistura (em mg/kg/dia) foi a seguinte: DBP (0,01), DEHP (0,02), 

vinclozolina (0,009), procloraz (0,014), procimidona (0,015), linuron (0,0006), 

epoxiconazol (0,01), p,p’-DDE (0,001), 4-MBC (0,06), OMC (0,12), bisfenol A (0,0015) 

e butilparabeno (0,06). Ao multiplicar esses valores por 100, obteve-se a dose final da 

mistura (32,11 mg/kg/dia), conforme descrito por Christiansen et al. (2012).  Para o 

presente experimento, a fórmula original foi adaptada pela exclusão do paracetamol, 

devido ao seu conhecido potencial hepatotóxico, o que inviabilizaria sua administração 

diária e prolongada.   

Como ilustrado na Figura 1, a mistura de DEs foi administrada por gavagem às ratas 

prenhes/lactantes do DG7 até o 21º dia pós-natal (DPN21), sempre no mesmo intervalo 

do dia (8h às 10h). Durante esse período, as fêmeas foram mantidas em gaiolas 

individuais e pesadas em dias alternados, a fim de ajustar o volume da mistura de acordo 

com o peso corporal.   

Após o nascimento, o número de filhotes por ninhada foi padronizado para oito 

(quatro machos e quatro fêmeas), mantendo a proporção sexual de 1:1. Ninhadas com 

menos de sete filhotes foram excluídas do experimento.   

No DPN22, os filhotes machos foram desmamados e alojados em grupos de três por 

caixa. A partir de então, continuaram a receber diariamente a mistura completa de DEs 

até os 220 dias de idade. Ao final do protocolo, os animais foram eutanasiados por 

overdose dos anestésicos xilazina e cetamina. Os testículos foram removidos, pesados e 

destinados às análises subsequentes. 
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Figura 1. Representação esquemática do delineamento experimental. As linhas 
referem-se ao período de exposição das ratas prenhas (GD07 a PND21) e da prole 
(PND22 a PND220) com a mistura de 12 DE.  As linhas verdes representam a 
gavagem para o grupo exposto apenas ao óleo de milho e linhas azuis para a 
exposição à mistura de DE. Período da eutanásia (seta vermelha – PDN220). GD 
(Gestational Day); PND (Postnatal Day)9. 

   

2.4 Processamento histológico   

Fragmentos dos testículos foram fixados por imersão em solução metacarn (metanol, 

clorofórmio e ácido acético glacial, na proporção 6:3:1) por três horas, e posteriormente 

incluídos em Paraplast® (Sigma-Aldrich®). Cortes histológicos de 5 µm de espessura 

foram obtidos em micrótomo rotativo, montados em lâminas silanizadas e armazenados 

até o momento do uso. As secções histológicas foram submetidas às seguintes colorações: 

Hematoxilina-eosina (HE) para análise morfométrica e histopatológica; e Picrossírius 

para evidenciar e quantificar fibras colágenas. As lâminas foram analisadas em 

fotomicroscópio Leica® (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha), acoplado a sistema 

de captura de imagens e análise digital por meio do software ImageJ.  
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2.5 Análise da estrutura testicular 

2.5.1 Análise histopatológica testicular 

       Avaliação histopatológica foi realizada utilizando-se cortes transversais do órgão (3 

cortes não consecutivos por animal), com auxílio de microscópio de luz (aumentos de 

100, 200 e 400X). As imagens para fotodocumentação foram capturadas com auxílio de 

um fotomicroscópio e um computador. Foram analisados 100 cortes de túbulos 

seminíferos por animal e classificando-os em normais ou anormais. Os túbulos foram 

considerados anormais na presença de: células acidófilas, células multinucleadas, 

espermátides retidas, degeneração de tipos celulares, vacuolização do epitélio ou presença 

de células germinativas imaturas na luz. 

 

2.5.2 Avaliação do processo espermatogenético (dinâmica da espermatogênese) 

       Foram analisadas 100 secções transversais de túbulos seminíferos por animal, os 

quais apresentaram forma mais regular e circular possível, nos estágios I-VI, VII-VIII, 

IX-XIII e XIV, sendo os mesmos caracterizados como se segue: 

● Estágios I-VI: apresenta duas gerações de espermátides; 

● Estágios VII-VIII: apresenta espermátides maduras localizadas na borda do 

lúmen; 

● Estágios IX-XIII: apresenta somente uma geração de espermátides; 

● Estágio XIV: apresenta espermatócito secundário. 

 

2.5.3 Diâmetro dos Túbulos Seminíferos e Altura do Epitélio Germinativo   

Para a análise do diâmetro dos túbulos seminíferos e da altura do epitélio germinativo, 

foram avaliados dez túbulos seminíferos por animal, todos no estágio IX da 
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espermatogênese, em duas secções histológicas diferentes com distância de 50µm de 

distância entre elas. As mensurações foram realizadas em microscópio de luz, com 

aumento de 200×, acoplado à sistema de análise de imagens. Em cada túbulo foram 

obtidas quatro medidas do diâmetro e quatro medidas da altura do epitélio germinativo. 

As médias de cada parâmetro foram calculadas por animal e utilizadas para a análise 

estatística.   

 

2.5.4 Contagem do Número de Células de Sertoli e de Leydig   

A contagem das células de Sertoli e de Leydig foi realizada por microscopia de luz, 

utilizando objetiva de 40×, em duas secções histológicas diferentes com distância de 

50µm entre elas. Para a contagem das células de Sertoli, foram considerados os núcleos 

presentes em 20 túbulos seminíferos por animal (n = 10 animais por grupo), no estágio 

VII da espermatogênese. Já as células de Leydig foram quantificadas com base na 

contagem dos seus núcleos em 10 secções histológicas aleatórias por animal.   

 

2.5.5 Quantificação do Volume Relativo de Colágeno   

O volume relativo de colágeno foi quantificado em cortes histológicos corados com 

picrossírius, utilizando o software Leica QWin V3 acoplado ao microscópio Leica™ 

DMLB 80 (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Foram analisadas duas secções 

histológicas por animal (n = 10 animais por grupo), com intervalo de 50 µm entre cada 

secção. De cada secção, foram capturados dez campos histológicos aleatórios sob 

aumento de 400×.  As imagens obtidas foram analisadas com o software ImageJ (National 

Institutes of Health, EUA) para mensuração da área ocupada por fibras colágenas em 

relação à área total do tecido, expressa como volume relativo.   
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2.6 Análise estatística    

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para 

variáveis com distribuição normal, utilizou-se o teste t de Student para comparação entre 

grupos. Quando a distribuição foi não paramétrica, aplicou-se o teste de MannWhitney. 

As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software Inc., EUA), adotando-se nível de significância de p < 0,05.   

   

3. RESULTADOS    

Neste estudo, foi possível observar que a exposição à mistura de DEs interferiu na 

cinética da espermatogênese. Essa interferência é evidenciada pelo aumento do número 

de túbulos nos estágios I – VI e uma menor quantidade de túbulos nos estágios VII – VIII, 

demonstrando um atraso no processo. Além disso, nos animais exposotos, observou-se 

uma maior porcentagem de túbulos seminíferos anormais, caracterizados, 

principalmente, pela presença de vacúolos e células na luz do túbulo (Tabela 1).  
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Tabela 1. Efeitos da exposição crônica à uma mistura de DEs sobre a cinética e 
histopatologia testicular. 

 
aDados apresentados como média ±erro padrão da média. 
 bDados apresentados como mediana [Q1 – Q3]. 

 

As análises morfométricas evidenciaram uma redução do diâmetro tubular (p = 0,018, Figura 

2C) e da altura do epitélio germinativo (p = 0,0004, Figura 2D) após exposição à mistura de DEs. 
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Figura 2- Secções histológicas e análises morfométricas no testículo de ratos expostos a 
uma mistura de DEs durante a gestação, lactação e até a vida adulta. (A): medição 
diâmetro tubular indicado por linhas pretas; (B) medição da altura do epitélio germinativo 
indicado por linhas vermelhas Representação gráfica da análise de diâmetro dos túbulos 
seminíferos (C) e da análise de altura do epitélio germinativo (D). Barras: 100µm 
Coloração: HE. *p < 0,05 em relação ao grupo Ctrl.   
 
 

Em relação à quantificação de células de Sertoli e de Leydig, observou-se que a 

exposição à mistura de DEs resultou em uma redução na quantidade dessas células (p < 

0,0001, Figura 3A e C; p = 0,0035, Figura 3B e D). Essa diminuição acompanha as 

alterações morfométricas e histopatológicas observadas (Figura 3).   
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Figura 3- Secções histológicas e análises morfométricas dos testículos de ratos expostos 
a uma mistura de DEs durante a gestação, lactação e até a vida adulta. (A, C) Grupo 
CTRL: túbulos seminíferos no estágio VII da espermatogênese; núcleos de células de 
Sertoli evidenciados na periferia tubular (cabeças de seta); células de Leydig na região 
intersticial (seta). (B, D) Grupo ED Mix: túbulos seminíferos no estágio VII; núcleos de 
células de Sertoli na periferia tubular e células de Leydig no interstício. (E) 
Representação gráfica da contagem de células de Sertoli. (F) Representação gráfica da 
contagem de células de Leydig. Barras de escala: 10 µm. Coloração: HE. *p < 0,05 em 
relação ao grupo Ctrl.   

 

Além da quantificação das células de Leydig no compartimento intersticial, o 

presente estudo avaliou a presença de fibras colágenas nessa região. Diferentemente dos 

demais parâmetros analisados, a exposição à mistura DEs não promoveu alterações 
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significativas na proporção de colágeno no interstício testicular (p = 0,0603), conforme 

demonstrado na Figura 4.   

 

Figura 4- Secções histológicas testiculares de ratos expostos a uma mistura DEs durante 
a gestação, lactação e até a vida adulta. (A) Grupo Ctrl; (B) Grupo ED Mix. Fibras 
colágenas evidenciadas pelas setas pretas. (C) Representação gráfica da quantificação da 
área ocupada por colágeno (%) no interstício testicular dos grupos experimentais. 
Coloração: Picrossírius. Aumento: 400×.   

   

4. DISCUSSÃO   

O presente estudo tem como objetivo contribuir para o avanço do conhecimento 

acerca dos efeitos associados à exposição contínua a desreguladores endócrinos, 

explorando variáveis relevantes que simulam padrões reais de contato com essas 

substâncias. A abordagem adotada busca integrar achados atuais sobre como exposições 

prolongadas que os compostos podem impactar processos fisiológicos, incluindo 

alterações hormonais e reprodutivas, conforme evidenciado nos estudos epidemiológicos 

recentes. A partir desse modelo experimental, foi possível investigar a ação dos DEs sobre 

o sistema reprodutor masculino. Os resultados demonstraram que a exposição crônica à 
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mistura de DEs promoveu alterações na histoarquitetura testicular, incluindo atraso na 

espermatogênese, aumento de túbulos anormais, redução do diâmetro dos túbulos 

seminíferos, da altura do epitélio germinativo e do número de células de Sertoli e de 

Leydig, sem alteração na quantidade de colágeno intersticial. Tais estruturas são 

reguladas por receptores hormonais desde a fase fetal até a vida adulta, o que as torna 

especialmente vulneráveis à ação dos DEs17. 

 Além das alterações morfológicas descritas, a exposição crônica à mistura de DEs 

também interferiu na cinética da espermatogênese, evidenciada pelo aumento 

proporcional de túbulos nos estágios I–VI e redução nos estágios VII–VIII. Esse padrão 

sugere um atraso na progressão espermatogênica, indicando que os DEs podem 

comprometer etapas críticas que antecedem a espermiogênese. Achados semelhantes 

foram relatados em modelos experimentais expostos a compostos organofosforados e 

ftalatos, nos quais a desorganização tubular e a modificação da distribuição dos estágios 

também refletem prejuízo funcional da linhagem germinativa (18; 19). Assim, a alteração 

do ciclo espermatogênico observada neste estudo reforça que a toxicidade reprodutiva 

dos DEs não se limita à estrutura, mas atinge igualmente a dinâmica celular necessária 

para a continuidade da espermatogênese, ampliando a relevância dos efeitos observados 

na vida adulta.  

Outro achado relevante foi o aumento significativo de túbulos seminíferos 

anormais, caracterizados principalmente pela presença de vacúolos e células imaturas na 

luz. Estudos com subnutrição neonatal ou exposição gestacional a DEHP e butilparabeno 

demonstram que vacuolização, retenção de células germinativas e degeneração epitelial 

estão associadas à menor produção diária de espermatozoides e à redução da reserva 

espermática, reforçando o papel crítico das células de Sertoli na homeostase tubular (20; 
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19). Esses achados se alinham aos resultados do presente estudo, sugerindo que a presença 

de túbulos degenerados não representa apenas uma alteração morfológica, mas um 

indicador de comprometimento funcional, com impacto direto sobre a eficiência da 

espermatogênese. Dessa forma, as alterações estruturais e cinéticas observadas atuam de 

maneira integrada, contribuindo para o prejuízo reprodutivo associado à exposição 

prolongada à mistura de DEs. 

A exposição crônica à mistura de DEs comprometeu o desenvolvimento testicular, 

com estreitamento dos túbulos seminíferos e da altura do epitélio germinativo. Achados 

semelhantes foram descritos por Abdel-Maksoud et al.21, que observaram desorganização 

do epitélio germinativo, dilatação da luz tubular e atrofia dos túbulos seminíferos em 

filhotes de ratas expostas gestacionalmente, entre os dias 12 e 21, ao bisfenol A (BPA) 

ou ao di-2-etilhexil ftalato (DEHP). Essas alterações foram observadas em animais com 

35 dias de idade, sugerindo que mesmo a exposição intrauterina a compostos isolados 

pode comprometer precocemente a morfologia testicular. Os achados do presente estudo 

demonstram que tais alterações podem persistir até a vida adulta, especialmente quando 

a exposição se estende ao longo do desenvolvimento.   

Por outro lado, Costa et al.22 não observaram alterações significativas no diâmetro dos 

túbulos seminíferos após a exposição peri-puberal (DPN25 – DPN65) ao inseticida 

organofosforado clorpirifós. No entanto, foi observada redução significativa na altura do 

epitélio germinativo, além da diminuição no número de células de Sertoli e de Leydig, o 

que pode explicar a desorganização estrutural dos túbulos e o comprometimento 

funcional testicular. A redução das células de Sertoli, em especial, pode contribuir 

diretamente para a menor espessura epitelial e sustentação da espermatogênese, 

corroborando com os achados do presente estudo.   
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Em relação à quantificação das células de Sertoli e de Leydig, foi possível 

identificar que a exposição à mistura de DE promoveu redução significativa no número 

desses dois tipos celulares, achado que corrobora com a diminuição do diâmetro dos 

túbulos seminíferos e da altura do epitélio germinativo observada neste estudo. As células 

de Sertoli são as únicas células somáticas presentes nos túbulos seminíferos de mamíferos 

e apresentam morfologia colunar, estendendo-se da base do túbulo até o lúmen, com 

prolongamentos citoplasmáticos que envolvem as células germinativas23. Essas células 

são metabolicamente ativas e desempenham múltiplas funções essenciais, incluindo a 

produção de fatores tróficos, expressão de genes envolvidos na divisão celular e no 

metabolismo testicular. Segundo Sharpe24, a proliferação das células de Sertoli em 

roedores ocorre principalmente durante os períodos fetal e neonatal, sendo esse processo 

determinante para o número total de células disponíveis na fase adulta, o que impacta 

diretamente a capacidade espermatogênica do testículo.   

As células de Leydig são células esteroidogênicas localizadas no espaço 

intersticial dos testículos, sendo as principais responsáveis pela produção de testosterona, 

um hormônio crítico para a saúde reprodutiva e metabólica masculina25. Sua função é 

regulada pelo hormônio luteinizante (LH) e modulada por diferentes moléculas 

sinalizadoras, como fatores de crescimento e prolactina26. Dessa forma, a desregulação 

das células de Leydig pode comprometer a esteroidogênese e contribuir para a 

infertilidade. No presente estudo, a exposição crônica à mistura de DEs reduziu 

significativamente o número de Leydig nos animais expostos, sugerindo 

comprometimento do compartimento somático testicular. Resultados semelhantes foram 

observados por Guerra et al.19, ao avaliarem a exposição prénatal de ratas ao DEHP (500 

mg/kg/dia, por gavagem), ao butilparabeno (100 mg/kg/dia, via subcutânea) ou à 
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combinação de ambos do DG12 ao DPN21. Nesse estudo, os autores verificaram que a 

exposição ao butilparabeno isolado levou à diminuição no número de células de Leydig, 

enquanto o DEHP reduziu a contagem de células de Sertoli, no DPN22. Os autores 

sugerem que a exposição a esses compostos pode interromper ou retardar a proliferação 

de células somáticas testiculares, reforçando o potencial de toxicidade reprodutiva dos 

DEs.   

As fibras colágenas são os principais componentes estruturais da matriz 

extracelular (MEC), exercendo papel essencial na sustentação e homeostase dos tecidos, 

sendo os colágenos do tipo I e III os principais constituintes do compartimento estromal27. 

Nos testículos, o colágeno é naturalmente encontrado em pequenas quantidades, 

distribuído principalmente no espaço intersticial e na túnica albugínea28. Diferentemente 

dos demais parâmetros avaliados, não foram observadas alterações significativas na 

quantidade de colágeno entre os grupos no presente estudo. Este achado contrasta com o 

estudo de Hassanin28, que demonstraram aumento do colágeno testicular e fibrose após 

exposição de ratos adultos ao pesticida atrazina (300 μg/kg/dia) por dois meses, sugerindo 

que a fibrogênese pode estar relacionada a processos inflamatórios induzidos por 

exposições tóxicas de maior intensidade. Assim, é possível que a ausência de alterações 

observadas no presente estudo esteja relacionada à menor toxicidade da mistura utilizada, 

cuja formulação e dosagem foram baseadas em exposições humanas realistas, não sendo 

suficientes para deflagrar processos significativos de remodelamento da matriz 

extracelular no testículo.   
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5. CONCLUSÃO   

A exposição crônica a uma mistura de DEs em dose ambientalmente relevante, 

desde o período gestacional até a vida adulta, compromete a integridade estrutural 

testicular. Esses achados reforçam o potencial desses compostos em afetar negativamente 

a saúde reprodutiva de mamíferos, mesmo em condições de exposição compatíveis com 

a realidade humana. Diante da ampla disseminação ambiental dos DEs, é fundamental 

aprofundar os estudos sobre seus efeitos tóxicos e os mecanismos envolvidos, visando à 

preservação da fertilidade em diferentes espécies.   
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Abbreviations, acronyms and Symbols should be avoided, unless widely adopted. When 
using acronyms or abbreviations, their meaning should be fully spelled upon their first 
occurrence in the text.   
   
Cover Letter   
Filename: coverletter.doc   
The cover letter must be uploaded in the submission system at the appropriate step, and 
should include the following elements:   
   
Manuscript presentation   
A brief presentation describing the research, highlighting why the authors believe it is 
suited for publication in Animal Reproduction. This presentation should also mention if 
the manuscript has already undergone evaluation by other journals and, if so, the final 
decision letters and reports must be uploaded in the submission system under the 
“Supplemental file NOT for Review”.   
   
Data sharing statement   
The authors' statement regarding deposit and availability of raw data should indicate 
whether the data is available and how it can be obtained. If data cannot be made 
available, authors should state the reason for that.   
   
Copyright Agreement Form   
Filename: agreement.doc   
As stated in our policies, the copyright remains with the authors. However, the 
corresponding author is required to upload the “Animal Reproduction Authorship 
Responsibility, Copyright and Publishing License Agreement” (available at this link) 
signed on behalf of all authors.   
This file must be uploaded in the submission system under the “Supplemental File NOT 
for Review” designation.   
   
Main Document   
Filename: manuscript.doc   
The main document file for the manuscript must be formatted using Microsoft Word© 
2010 or more recent. Pages must be set to A4 (21.0 x 29.7) size, with 3 cm margins, 
using Times New Roman font size 12 without unnecessary formatting, double spaced, 
with numbered lines and pages. Sections and subsection titles should use the built-in 
Heading Styles.   
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1. Title page   
The first page of the manuscript must include the following information.   
Article type   
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Indicate the same article type as selected in the submission system: Basic Research 
Article, Biotechnology Article, Applied Research Article, or Review Article.   
   
Running title   
No more than 50 letters, including spaces.   
   
Manuscript Title   
The title should be succinct but include the study design and major findings.   
Title words should be in bold, with only the first letter of the first word in uppercase.   
   
Authorship byline   
The full names of all authors are to be listed below the title. Follow each name with 
superscript Arabic numerals to indicate their affiliations, and include the ORCID URL 
of all authors in parenthesis. An asterisk (*) must be used to indicate the corresponding 
author.   
Example:   
Rex  Rex  A.  Hess1,2  (https://orcid.org/0000-0003-2345-6789),  Kay  Carnes2  
(https://orcid.org/0000-0002-2345-6789), Luiz Renato   
França3* (https://orcid.org/0000-0001-2345-6789)   
⇒ Authors who do not have an ORCID must register at https://orcid.org.   
   
Affiliations   
Author affiliations should be listed below the authors’ names using the same superscript 
Arabic numerals used in the byline. The affiliation list must include only institutions 
where each author actually carried out work related to the article.   
Names of Institutions should be written in their original language or English when not 
in Roman alphabet.   
Example:    
1 Full   Institution  Name,  Department,  City,  State,   Country  
2 Nome da Instituição no seu Idioma de Origem, Department, City, State, Country   
3 Full Institution Name, Department, City, State, Country   
   
Correspondence information     
The Corresponding author’s name, email and postal address should be listed after the 
affiliations and identified with an asterisk (*).   

 

Example:     
* Correspondence: Full Author Nam e,  corresponding@author.email.com , full postal  
address.     
    
2 . Abstract     
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The purpose of the work must be clearly and briefly stated and include the methods and 
summarized conclusions. Word number limit: 300 words.   
   
3. Keywords   
Keywords should be listed after the abstract. Maximum of five keywords.   
   
4. Introduction   
This section should provide background information leading to the hypothesis tested. It 
should end with a very brief statement of the objectives of the work.   
5. Methods   
The methods should include the design of the study, type of materials involved, number 
of animals per group, a clear description of all methods used and/or clear references to 
published methods, and the type of analysis used.   
Information about registration and ethics committee approval must be insert at the end of 
this section, including a complete description of data and location where the experiment 
was conducted, and required authorizations for animal or animal tissue obtained.   
   
6. Results   
Main results found should be clearly and objectively stated. This section may be broken 
into subsections with short, informative headings.   
   
7. Discussion   
This section may be broken into subsections with short, informative headings. The 
discussion should be focused on the results found. It is recommended that the main 
conclusions supported by the research data be stated as a last paragraph.   
   
8. Conclusion   
Main conclusions supported by the research data and discussion must be clearly and 
objectively stated.   
   
9. Acknowledgments   
Collaborators that do not meet the authorship criteria as stated in our policies should be 
mentioned in this section if they have granted their permission.   
   
10. References   
The references section must begin on a new page and follow the Vancouver style, as 
described ahead. All references must be cited and the correctness of all information is 
the author's responsibility.   
   
11. Tables   
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A set of alphanumeric data that is organized in lines and columns. All tables must be 
included at the end of manuscript, each on a separate page. Tables must be as simple as 
possible, and only horizontal lines should be used at the top and bottom of the table. Table 
cells must never be split with diagonal lines. The table legends must precede it and start 
with the word “Table” followed by its number in Arabic numerals. Tables must be cited 
in the text as Table 1, Table 2, etc., in the order that they are included. All abbreviations 
or annotations should be explained in footnotes; if necessary, symbols should be used to 
include the explanations (*, †, ‡, §, etc.).   
   
12. Figures and figure legends   
Any illustration that contains line drawings, photographs, graphics, schemes, flowcharts, 
etc. should be cited as figures. Each figure should be identified and submitted in a separate 
high-resolution file, making sure that the smallest text is perfectly readable. The list of 
figure legends should begin on a new page at the end of the manuscript. Figures must be 
cited in the numerical order that they are listed; e.g., Fig. 1, Fig. 2, Figs. 1-2, etc.   
When necessary, authors are responsible to collect appropriate authorization to use 
images, pictures and illustrations from other sources according to their original copyright 
owner and include proper citation.   
References and citation style   
The references section must follow the Vancouver style. A small sample of the most  
commonly used bibliographic references is included ahead. An extensive list with many  
more  examples  and   details  is  available at 
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html.   
All references must be cited and the correctness of all information is the author's 
responsibility.   
References must be listed first in alphabetical order, then by year using lower case 
letters to differentiate references of the same authors and year. Use “in press” only when 
formal acceptance has been granted.   
   
Text citations   
All references must be cited using the Author-Date style as shown in the following 
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1. sole author: (Ginther, 1992) or Ginther (1992).   
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