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Resumo: Este estudo avaliou os efeitos do p6 de conchas marinhas de Anomalocardia
brasiliana sobre o sistema reprodutor de ratos Wistar. Vinte e dois animais receberam
diferentes doses do bioativo por 30 dias e foram submetidos a analises morfolégicas e
espermaticas. O tratamento ndo causou alteracBes reprodutivas significativas, mas
apresentou uma possivel melhora na motilidade e na producdo de espermatozoides,
sugerindo potenciais beneficios a salde reprodutiva masculina.
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INTRODUCAO

A infertilidade é considerada um problema de satde
publica (Silva, Santana e Santos, 2021), estimando-se
que cerca de 15% dos casais em idade reprodutiva
sejam afetados (Moreira et al., 2006; Mascarenhas et
al.,, 2012). O aumento da poluicdo, a exposicdo a
xenobidticos e os habitos de vida pouco saudaveis tém
sido amplamente associados ao crescimento dos casos
de infertilidade, principalmente nos homens (Santos et
al., 2013; Bitencourt, et al., 2023). Essas alteracdes no
sistema reprodutor tém causas multifatoriais, como
habitos inadequados, toxinas ambientais, aspectos
genéticos, hormonais e comportamentais, que afetam
diretamente a producdo, qualidade, funcionalidade,
motilidade e morfologia dos espermatozoides
(Sharma et al., 2021,). Isso ocorre devido ao acimulo
de espécies reativas de oxigénio, que culmina no
estresse oxidativo. Essa condicdo é atraida por
fosfolipidios, o principal componente das membranas
do espermatozoide, sendo vulneraveis a essas
substancias que causam danos e compromete sua
integridade, prejudicando a sua atividade biol6gica e
refletindo no sucesso reprodutivo (Agarwal, et al.,
2019).

Diante disso, ha crescente busca por alternativas
naturais que reduzam o estresse oxidativo, em que se
destacam os bioativos marinhos (Cote et al., 2022; Li
et al., 2020). O ecossistema marinho é considerado
uma fonte praticamente ilimitada desses compostos,
sendo o filo Mollusca o segundo maior grupo de
invertebrados e em sua maioria marinhos (Kim, 2013;
Lin, 2013; Wang et al., 2020; Morales, Avellan e
Ledn, 2023; Rodrigues, 2024). O Brasil é o segundo
maior produtor de moluscos bivalves da América
Latina (IBGE, 2023) e gera grandes volumes de
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residuos de conchas marinhas sem regulamentacdo
especifica para seu descarte, 0 que representa uma
oportunidade para uso mais sustentavel desse material
(Alves et al., 2021).

O p6 das conchas marinhas é composto
majoritariamente por carbonato de calcio (CaCOs)
(Silva, 2010; Vieira; Coelho; Jesus, 2019;
McCorquodale-Bauer; Cicek, 2022; Cheng et al.,
2023), com outros minerais em menor proporcao,
como zinco, selénio, manganés, magnésio, ferro e
sulfatos (Mohammed, 2022; Silva, 2010), além de
fracbes de matéria orgénica. Esses elementos séo
capazes de desencadear respostas celulares que
combatem o estresse oxidativo e protegem as células
do sistema reprodutor (Martin, et al., 2019; Noh, et al.,
2020). O ion célcio, em especial, estimula proteinas
intracelulares e favorece a motilidade espermatica
(Martin, et al., 2019; Noh, et al., 2020). Pela sua
composi¢do biocompativel e atdxica, aliada a
acessibilidade do residuo, o p6é de Anomalocardia
brasiliana (Gmelin, 1791) se apresenta como uma
alternativa promissora em estudos de toxicologia da
reproducao.

Perante a importancia crescente de identificar novos
agentes protetores contra os danos oxidativos no
sistema reprodutor, objetivou-se através desse estudo
avaliar os efeitos protetores e/ou reparadores do p6 das
conchas marinhas sobre o sistema reprodutor de ratos
Wistar machos, com énfase nas andlises de peso dos
orgdos, histomorfometria e qualidade espermatica.

MATERIAL E METODOS

As conchas marinhas de Anomalocardia brasiliana
foram adquiridas de marisqueiras em Porto do
Mangue/RN, higienizadas com hipoclorito de sodio,
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secas em estufa a 150°C e trituradas em moinho
centrifugo, obtendo-se pd de granulometria fina,
posteriormente tamisado em peneiras de malha de aco.
A composicdo do p6 foi caracterizada por
espectrometria de fluorescéncia de raios-X por
dispersdo de energia (EDX), utilizando equipamento
Shimadzu EDX-7000, com amostras de dimensdes
inferiores a 0,75 pm analisadas sob condicBes de
vacuo.

Foram utilizados 22 ratos machos Wistar com 90 dias
de idade, provenientes do Biotério da UERN e
aclimatados na UFERSA, mantidos em ambiente
climatizado com fotoperiodo de 12h claro/escuro,
agua controlada (500 ml/dia) e alimentagdo ad libitum.
O experimento foi aprovado pelo CEUA/UFERSA
(parecer 02/2024). Os animais foram randomizados
em quatro grupos experimentais (n=5/grupo): controle
(CMC sem bioativo), T1 (100 mg/kg), T2 (300 mg/kg)
e T3 (500 mg/kg), com administracdo intragastrica via
gavagem por 30 dias, com monitoramento de peso
corporal, glicemia e consumo de agua.

Ao término do experimento, os animais foram
eutanasiados por sobredosagem de xilazina (0,5 ml a
2%) e ketamina (0,5 ml a 10%) por via intraperitoneal.
Os 6rgdos internos foram dissecados e pesados. O
testiculo e epididimo esquerdos foram fixados em
solucdo de Bouin para analises histomorfométricas,
enquanto os do lado direito foram destinados a
avaliacdo da qualidade espermaética. O processamento
histoldgico seguiu desidratacio em etanol em
concentracdes crescentes, diafanizacdo com xilol,
inclusdo em parafina, microtomia e coloracdo por
Hematoxilina e Eosina (HE).

A morfometria testicular foi realizada em dez seccdes
de tubulos seminiferos por animal no estagio IX da
espermatogénese, em microscopio Gptico com camera
digital acoplada (aumento de 200x), calculando-se
respectivamente: area tubular; area luminal e area
epitelial. Para a cariometria das células de Leydig,
foram selecionados aleatoriamente 50 nucleos
circulares ou elipticos por animal, utilizando o
software Leica Q-win versdo 3, obtendo-se didmetro
médio, area e volume.

A dindmica da espermatogénese foi avaliada pela
frequéncia relativa dos estagios 1-VI, VII-VIII, IX-
X1 e XIV em 100 secgdes transversais de tabulos
seminiferos por animal.

Os espermatozoides foram coletados da cauda
epididimaria e transferidos para 1 mL de HTF (Human
Tubal Fluid) em incubadora de CO: a 34°C por 3
minutos. A motilidade foi avaliada em camara de
Neubauer a 34°C, sob microscOpio de contraste de
fase (400x), classificando 100 espermatozoides em
Tipo A (movimento progressivo), Tipo B (sem
movimento progressivo) e Tipo C (imdvel). A
morfologia foi avaliada em esfregagos de 200
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classificando

animal,
anormalidades de cabega (sem curvatura, isolada ou
duplicada) e de cauda (enrolada, quebrada, dobrada ou
isolada).

espermatozoides  por

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk, seguidos de ANOVA com pés-teste de
Tukey para dados paramétricos, ou Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunn para dados ndo paramétricos,
considerando p<0,05 como nivel de significancia. As
analises foram realizadas no GraphPad Prism v. 8.

Para obtencdo das amostras de espermatozoides foram
utilizadas a cauda epididimaria dos animais expostos.
Com a cauda do epididimo isolada, foi realizada a
coleta dos espermatozoides, como descrito por Borges
et al, (2016b). Sob estereomicroscopio, 0s
espermatozoides foram liberados a partir da cauda
proximal do epididimo e transferidos em 1 mL de HTF
(Human Tubal Fluid) para incubadora CO2 a 34° C,
por 3 minutos. Além desta diluicdo, uma aliquota foi
retirada e diluida em 10 vezes em solucdo formol-
salina 10%, onde os espermatozoides foram contados
em cdmara de Neubauer e o valor anotado.

A motilidade espermatica foi avaliada utilizando uma
aliquota de 10 pl da suspensio de espermatozoides do
meio HTF e imediatamente transferida para uma
camara de Neubauer e mantida a 34 ° C. Usando um
microscadpio de contraste de fase (ampliacdo de 400x),
foram contados 100 espermatozoides e classificados
como Tipo A (mbével com movimento progressivo),
Tipo B (mével sem movimento progressivo) e Tipo C
(imdbvel).

Para a avaliacdo da morfologia espermética, os
espermatozoides obtidos da mesma solugdo, foram
aliquotados 100pl da solucéo e transferidos para 900
I de solucéo formol-salina 10%. Posteriormente, foi
realizado esfregacos em Iaminas histoldgicas, secar ao
ar livre por 30 minutos e entdo observadas em
microscdpio de contraste de fase (aumento de 400x).
Foram analisados 200 espermatozoides por animal e
as anormalidades morfolégicas encontradas foram
classificadas em duas categorias: a) anormalidades de
cabeca (sem curvatura caracteristica, isolada ou
duplicada); b) anormalidade de cauda (enrolada,
guebrada, dobrada e isolada). Anormalidades mais
frequentes foram fotodocumentadas em microscopio
de contraste de fase (aumento de 400x) acoplado a
sistema de cdmera (Filler, 1993; Seed et al., 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso dos drgdos é um indicador essencial nos
estudos de toxicologia da reproducdo, pois esta
diretamente  relacionado &  morfologia e
funcionalidade desses Orgdos e reflete possiveis
alteragdes que podem ocorrer em resposta ao
tratamento. Foi possivel notar que o0s 0rgaos
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reprodutivos preservaram sua relacdo fisioldgica,
sugerindo que o tratamento com carbonato de célcio
ndo impactou significativamente 0s processos
metabolicos ou fisioldgicos essenciais a sobrevivéncia

€ fun(;ao sistemica.
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Figura 1: Pardmetros morfométricos dos testiculos de
ratos tratados com o bioativo, em que A) destaca o
didmetro do limen; B) a &rea do tabulo seminifero; C)
a area luminal; e D) a area do epitélio do tubulo
seminifero. Valores expressos em média + DP (teste
paramétrico ANOVA seguido de teste Tukey P >
0,05). Fonte: Autor(a), 2025.

As andlises demonstradas na Figura 2 néo
evidenciaram alterac@es significativas entre os grupos
expostos ao bioativo, mas nota-se uma tendéncia de
aumento no grupo T2-300 (imagem A, B, C e D), uma
resposta a dose adequada que poderia maximizar a
eficiéncia metabolica das células de Sertoli,
favorecendo a nutricdo e o suporte das células
germinativas.

Esses resultados sugerem que, nas condicdes
experimentais avaliadas, o carbonato de célcio nédo
induziu toxicidade generalizada no tecido testicular,
tampouco promoveu alteragbes morfoestruturais ou
metabolicas que resultaram em mudangas no
didametro, mantendo a integridade do parénquima
testicular, incluindo o limen, a area tubular e a &rea
epitelial.

Os achados demonstrados na Figura 2 sugerem que 0
bioativo ndo interferiu na morfologia das células de
Leydig, um aspecto crucial, uma vez que alteracdes na
estrutura celular podem impactar a produgdo de
testosterona e a regulagdo da espermatogénese.
(Alberts et al., 2017).

Evento online
www.even3.com.br/cobicet2026

/BIC

»
m

G004 600

&
2
1

Diametra médio (um)
ha
B

- e ——— e

CTRL T1-100 T2-300 T3-500

- Baeg

T T T T
CTRL T1-100 T2-300 T3-500

Volume (um®)

T T T T
CTRL T1-100 T2-300 T3-500

Figura 2: Parametros morfométricos das células de
Leydig de ratos tratados com o bioativo, A) expressa
o0 didmetro em pm, e a partir dele é possivel obter a;
B) area e C) o volume das Leydig. Valores expressos
em média + DP (teste paramétrico ANOVA seguido
de teste Tukey P > 0,05). Fonte: Autor(a), 2025.
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Figura 3: Motilidade espermatica de ratos Wistar
expostos ao bioativo. A,C Dados expressos em média
+ DP (teste paramétrico ANOVA seguido de teste
Tukey). B,D Dados expressos em média + DP (Teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido de Dunn),
onde P > 0.05. Fonte: Autora, 2025.

A exposicao do presente bioativo pode ser observada
na Figura 3 — A, o grupo T1 e T2, que foi maior que
0 do controle e do T3, que mesmo ndo apresentando
significancia estatistica, reflete uma tendéncia a uma
resposta biologica, onde possivelmente poderia haver
uma resposta expressiva em um periodo experimental
maior.

Na figura 3 — C, referente ao estado imével da célula,
0 ndmero de espermatozoides imdveis € inferior no
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T1, enquanto no CTRL, T3 e T5 estdo acima,
demonstrando  que  pequenas variacfes na
concentracdo do farmaco podem ativar vias de
sinalizagdo celular que melhoram a fungdo
espermatica, reforcando a importancia da
biodisponibilidade do calcio para o sistema reprodutor
masculino.

Tabela 1: morfologia da cabeca e da cauda dos
espermatozoides de ratos tratados com diferentes
doses do bioativo.

PARAMETR TRATAMENTOS/GRUPOS
08 (%)
CRTL T1-100 T2 - 300 T3 - 500

'Espermatozoid 95,00 = 4.281 90,00 = 3.271 91.00 + 4,782 91,50 = 2683
€8 fnormais

*Cabega Banana 0,000 + 0,5396 0,000 = 04472 0,000 + 04082 0,000+ 08165
*Cabega enrolada 0,000 = 0,000 0,000 = 0,000 0,000 + 04082 0,000+ 0.4082
‘Cabega isolada 2000 + 1,651 1,000 + 4.658 4,500 + 3,627 4,000 + 2,503
*Cauda quebrada 1,000 = 3,038 3,000+ 2121 2,500 + 3,705 0.5000 + 1,966
*Cauda enrolada 0,000 L 04472 1,000 £ 08367 0,000 £ 0.8165 0,5000 £ 1265
*Cauda solada 09700 = 05424 1,000 = 1,000 0,000 + 0,4082 0.5000 = 09832
*Extra 0,000 = 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000

Os dados de morfologia espermatica (Tabela 1) ndo
revelaram diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos, indicando auséncia de malformactes
de cabeca ou cauda induzidas pelo bioativo. Embora o
calcio desempenhe papel na integridade morfolégica
dos espermatozoides, sendo que sua deficiéncia ou
desregulacdo pode levar a deformidades como cabeca
arredondada e cauda encurvada, os resultados sugerem
que as doses testadas nao comprometeram a
morfologia espermatica.

Referindo-se a contagem espermatica (x10°), obteve-
se respectivamente nos grupos controle, T1, T2 e T3,
61,50+11,68 x 64,00+1576 x 62,75+10,75
X 68,13+12,63. Esses resultados demonstram que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p>0,05), porém 0s grupos tratados
apresentaram tendéncia de aumento na contagem de
esperméatides no testiculo e maior contagem
espermética no epididimo, sugerindo um efeito
bioldgico positivo do bioativo sobre a producédo e o
reservatério de espermatozoides, possivelmente
relacionado ao papel do célcio na ativacdo de vias
intracelulares que favorecem a espermatogénese e a
diferenciacéo das células germinativas.

CONCLUSAO

Os achados deste estudo demonstram que 0 pd de
conchas marinhas de Anomalocardia brasiliana, nas
concentracdes avaliadas, ndo ocasionou alteractes
significativas nos parametros ponderais,
morfométricos e histologicos dos 6rgéos reprodutores
de ratos Wistar machos, preservando a integridade do
parénquima testicular e das células de Leydig. A
auséncia de mudancgas nos pesos relativos e nos
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parametros morfométricos indica que as variagdes
pontuais observadas ndo possuem relevancia
fisioldgica ou patolégica.

Em relacdo & qualidade espermética, o bioativo néo
induziu alteragBes morfoldgicas nos espermatozoides
e, embora sem significancia estatistica, as doses de
100 e 300 mg/kg favoreceram a motilidade
progressiva, reduziram a proporcao de células imoveis
e apresentaram tendéncia de aumento na producdo
didria de espermatozoides e no tempo de transito
epididimario, sugerindo condigBes favoraveis a
maturacdo espermatica.

A boa tolerabilidade do bioativo, aliada a resposta
bioldgica positiva observada nos parametros
reprodutivos, reforga seu potencial como suplemento
natural voltado a salde reprodutiva masculina,
especialmente em condigBes associadas ao estresse
oxidativo. Estudos com periodos experimentais mais
longos, modelos de infertilidade induzida e analises
bioguimicas e hormonais complementares sdo
recomendados para consolidar esses achados.
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