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RESUMO 

 

Avaliação dos efeitos da exposição ao etefon sobre modelos de biomembranas e sobre a 

função reprodutiva de ratos machos 

 

Os agrotóxicos constituem hoje um importante problema de saúde pública e dentre os possíveis 

efeitos adversos causados à saúde humana e animal, destacam-se as alterações reprodutivas. Os 

fosfolipídios são materiais muito aplicados como sistema mimético da estrutura lipídica da 

membrana celular para investigar a ação de diversos compostos sobre tal estrutura. O etefon é 

um regulador de crescimento do grupo químico etileno, utilizado para fortalecer cereais, 

promover maturação de frutas e hortaliças, entre outras funções. Esta tese tem como objetivo 

avaliar os efeitos do etefon sobre a morfofisiologia reprodutiva de ratos machos adultos e 

investigar os efeitos do etefon sobre sistemas miméticos da estrutura lipídica da membrana 

celular. Para avaliar os efeitos do etefon sobre a morfofisiologia reprodutiva, 40 ratos machos 

adultos foram expostos oralmente a 0 (controle), 150 (E150), 200 (E200) e 400 mg/kg/dia 

(E400) de etefon comercial por 30 dias consecutivos. Os parâmetros espermáticos foram 

alterados nos grupos expostos. Produção diária de espermatozoides diminuiu nos grupos 

expostos quando comparados ao controle. Observou-se uma redução na porcentagem de 

espermatozoides móveis com trajetória progressiva e um aumento no número de 

espermatozoides com trajetória não progressiva nos três grupos expostos. No grupo E200 houve 

aumento na porcentagem de espermatozoides imóveis comparado ao grupo controle. Ocorreu 

uma diminuição na porcentagem de espermatozoides normais nos grupos E200 e E400 em 

relação ao controle e nos três grupos houve aumento de cabeças isoladas e caudas dobradas e 

isoladas. Na análise da histologia do testículo dos grupos expostos notou-se a presença de 

esfoliação de células germinativas na luz do túbulo seminífero, vacuolização e regiões com 

intensa perda de células germinativas. Na análise da histologia do epidídimo observou-se 

grande número de células claras, inclusive hiperplásicas, massa de células descamadas no 

lúmen, vacuolização e hiperplasia cribriforme. A integridade de membrana plasmática e 

acrossomal foi reduzida nos grupos E200 e E400 quando comparados ao controle. A interação 

do etefon com sistemas miméticos formados pelos fosfolipídios DPPC, POPC e DOPC foi 

investigada por meio de vesículas unilamelares gigantes (GUVs – bicamadas lipídicas) e filmes 

de Langmuir (monocamadas lipídicas). As GUVs de DPPC foram as menos afetadas na 

presença do etefon. Já as GUVs de POPC apresentaram maior percentual de alterações 

morfológicas (perda de contraste de fase, formato pera e buds), inclusive rompimento de 

vesículas com cerca de 5 a 11 minutos de exposição ao etefon. Para os filmes de Langmuir, as 

isotermas π-A mostraram que o etefon interage na interface ar/água com o POPC e DOPC 

causando deslocamento nas isotermas. O PM-IRRAS mostrou que, embora não se observem 

deslocamentos nas isotermas de DPPC, há interação do etefon com os grupos-cabeça colina e 

fosfato. Para o DOPC observam-se deslocamentos semelhantes ao do POPC.  Para os três 

fosfolipídios, o PM-IRRAS mostrou que o etefon gera uma desordem nas cadeias. Diante disso, 

pode-se concluir que o etefon pode gerar danos à saúde geral, à saúde reprodutiva e a membrana 

celular. Tais resultados evidenciam a importância de estudos que avaliem a toxicidade geral e 

reprodutiva de agrotóxicos, principalmente do etefon que apresenta poucos estudos. 
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ABSTRACT 

 

Evaluation of the effects of exposure to etefon on biomembrane models and on the 

reproductive function of male rats 

 

Pesticides today constitute an important public health problem and among the possible adverse 

effects caused to human and animal health, reproductive changes stand out. Phospholipids are 

materials widely used as a mimetic system for the lipid structure of the cell membrane to 

investigate the action of various compounds on this structure. Ethephon is a growth regulator 

of the chemical group ethylene, used to strengthen cereals, promote the ripening of fruits and 

vegetables, among other functions. This thesis aims to evaluate the effects of ethephon on the 

reproductive morphophysiology of adult male rats and investigate the effects of ethephon on 

mimetic systems of the lipid structure of the cell membrane. To evaluate the effects of ethephon 

on reproductive morphophysiology, 40 adult male rats were orally exposed to 0 (control), 150 

(E150), 200 (E200) and 400 mg/kg/day (E400) of commercial ethephon for 30 consecutive 

days. . Sperm parameters were altered in the exposed groups. Daily sperm production decreased 

in exposed groups when compared to control. A reduction in the percentage of motile sperm 

with a progressive trajectory and an increase in the number of sperm with a non-progressive 

trajectory was observed in the three exposed groups. In the E200 group there was an increase 

in the percentage of immobile sperm compared to the control group. There was a decrease in 

the percentage of normal sperm in the E200 and E400 groups in relation to the control and in 

the three groups there was an increase in isolated heads and folded and isolated tails. In the 

analysis of the histology of the testicle of the exposed groups, the presence of exfoliation of 

germ cells in the lumen of the seminiferous tubule, vacuolization and regions with intense loss 

of germ cells were noted. In the analysis of the histology of the epididymis, a large number of 

clear cells were observed, including hyperplastic ones, a mass of desquamated cells in the 

lumen, vacuolization and cribriform hyperplasia. Plasma and acrosomal membrane integrity 

was reduced in the E200 and E400 groups when compared to the control. The interaction of 

ethephon with mimetic systems formed by the phospholipids DPPC, POPC and DOPC was 

investigated using giant unilamellar vesicles (GUVs – lipid bilayers) and Langmuir films (lipid 

monolayers). DPPC GUVs were the least affected in the presence of ethephon. POPC GUVs, 

on the other hand, showed a higher percentage of morphological changes (loss of phase contrast, 

pear shape and buds), including rupture of vesicles after approximately 5 to 11 minutes of 

exposure to ethephon. For Langmuir films, the π-A isotherms showed that ethephon interacts 

at the air/water interface with POPC and DOPC causing displacement in the isotherms. PM-

IRRAS showed that, although no shifts are observed in the DPPC isotherms, there is an 

interaction of ethephon with the choline and phosphate head groups. For DOPC, displacements 

similar to those for POPC are observed. For the three phospholipids, PM-IRRAS showed that 

ethephon generates disorder in the chains. Given this, it can be concluded that ethephon can 

cause damage to general health, reproductive health and the cell membrane. Such results 

highlight the importance of studies that evaluate the general and reproductive toxicity of 

pesticides, especially ethephon, which has few studies. 

 

Keywords: Ethephon; membrane models; Langmuir films; reproduction; rat. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

A agricultura é uma prática que foi descoberta pela humanidade a muito tempo e 

proporcionou o desenvolvimento e surgimento da sociedade atual mediante o aumento da 

produção de alimento. Porém esse aumento na oferta de alimentos, favoreceu o aparecimento 

de insetos, fungos, ervas daninhas, entre outras pragas. A partir da dificuldade de controlar essas 

pragas, surge uma preocupação e estudos constantes para encontrar formas de controlá-las 

(KING, 2017; LIMA; SILVA; IWATA, 2019). 

Tradicionalmente, substâncias químicas são utilizadas no controle de pragas. Os 

sumérios utilizavam enxofre para combater insetos a 2500 a.C, por exemplo. No entanto, a 

partir dos séculos XVIII e XIX, com a Revolução Industrial, teve início a mecanização do 

campo e, consequentemente, o aumento da produção agrícola. A partir desse momento surge o 

primeiro produto considerado agrotóxico, chamado de Bordeaux Misture ou calda bordelesa. 

Esse composto surgiu em necessidade das grandes perdas agrícolas causadas pelo míldio-da-

videira (MOURA, 2018). 

A indústria de agrotóxicos a nível mundial surgiu após a Primeira Guerra. No Brasil as 

primeiras unidades produtivas desses compostos chegaram em meadas da década de 1940 

(TAVEIRA; ALBUQUERQUE, 2018). O Brasil é um dos países que mais consome 

agrotóxicos na atualidade, devido a sua extensa área agricultável, disponibilidade de culturas, 

boa localização geográfica e condições climáticas (PIGNATI; OLIVEIRA; SILVA, 2019). 

Agrotóxicos são compostos de natureza química, utilizadas em larga escala para 

melhorar a produção agrícola. Porém, esses compostos são persistentes nos compartimentos 

ambientais e podem se acumular ou bioacumular no meio ambiente como um todo (FATMA et 

al., 2017). Os agrotóxicos podem ser classificados em quatro grupos principais, sendo eles 

piretróides, organoclorados, carbamatos e organofosforados. Esses compostos atuam através de 

mecanismos que difere a função de cada um deles. Alguns são considerados reguladores de 

crescimento, tendo a função de estimular ou retardar o crescimento de pragas ou até mesmo de 

plantas, os repelentes tem a função de repelir pragas, os atrativos de atris as pragas e os 

quimioesterilizantes de esterilizar as pragas (ABUBAKAR et al., 2020). 

O uso indiscriminado de agrotóxicos resulta em exposição dos agricultores, seu grupo 

familiar e da população em geral. Essa exposição pode acontecer de diferentes formas, 

destacando a exposição ocupacional, ambiental, acidental e a alimentar. Ambas podem resultar 

na contaminação dos trabalhadores e da população, gerando agravos à saúde (PIGNATI; 

OLIVEIRA; SILVA, 2019). 
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Dentre os agrotóxicos disponíveis hoje, temo o etefon (ácido 2-cloroetilfosfônico) que 

é um regulador de crescimento do grupo químico etileno. As vias de exposição mais comuns 

para esse pesticida são oral, dérmica e inalatória (BAYER, 2023). Esse pesticida é um regulador 

de crescimento, utilizado para auxiliar na maturação, estímulo de floração, entre outros 

(TAHERI et al., 2012; MOUSTAKIME; HAZZOUMI; JOUTEI, 2018).  

Apesar de bastante utilizado na agricultura, estudos toxicológicos com o etefon são 

escassos. E os estudos encontrados até o momento abordam o impacto da exposição ao etefon 

sobre a fertilidade masculina (ABD ELDAIM et al., 2018; JAHANGIRFARD et al., 2021). 

Considerando que a população em geral estaria exposta a este composto e aos seus potenciais 

efeitos sobre a fertilidade masculina, identificar possíveis prejuízos à qualidade espermática se 

torna fundamental. 

Um dos parâmetros utilizados para avaliar a qualidade espermática é a integridade da 

membrana plasmática. Essa membrana consiste em uma estrutura predominantemente fluida, 

onde macromoléculas interagem de forma sinergética, conferindo adaptabilidade a diferentes 

estímulos ambientais (INGRAM, 1976; YAYANOS; DIETZ; VAN BOXTEL, 1979; 

ROMANTSOV, GUAN, WOOD, 2009). A fluidez da membrana plasmática está relacionada 

com as propriedades físico-químicas de seus constituintes, sendo eles os fosfolipídios, 

colesterol e glicopeptídeos (VIEIRA; ROCHA; RIBEIRO, 2022). 

A membrana celular funciona como uma barreira que separa o meio intracelular do meio 

extracelular, mantendo, assim, a compartimentalização e garantindo a atividade celular sem que 

haja dispersão das moléculas essenciais para o metabolismo celular (GERSHFELD, 1976). Por 

ser uma barreira protetora, a membrana celular é frequentemente atacada por contaminantes, 

como os agrotóxicos. Sendo assim é importante compreender quais as interações moleculares 

que ocorrem entre esses contaminantes e os fosfolipídios presentes na membrana celular. 

Devido à dificuldade de utilizar membranas in vivo para estudar interações moleculares 

entre os fosfolipídios presentes na membrana com contaminantes (GARBETA et al., 2015), 

faz-se necessário a utilização de sistemas miméticos de membranas celular para compreensão 

primária dos possíveis efeitos que podem ocorrer sobre o organismo vivo. Portanto, os modelos 

miméticos de membrana são amplamente utilizados nos estudos de interação, a fim de entender 

o comportamento celular e as propriedades da membrana biológica (AYE; ROTH; AKPA, 

2016; JING et al., 2016). 

Os sistemas miméticos de membranas produzidos através de filmes de Langmuir são 

amplamente estudados (COLLIER, 2015; HASSAN et al., 2016). Além desses, as vesículas 

unilamelares gigantes (GUVs) também são empregadas devido a eficiência como modelos de 
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membrana (ZHU et al., 2016). As GUVs apresentam estruturas lipídicas automontadas em 

bicamadas e, dentre as vantagens apresentadas, permitem a observação direta de suas estruturas 

em microscopia óptica, como as de contraste de fase, fluorescência e confocal (HE et al., 2016). 

O sistema reprodutor masculino é, normalmente, suscetível a ação de diversos 

contaminantes ambientais, inclusive agrotóxicos. Tem sido amplamente relatado na literatura 

os efeitos sobre esse sistema, entre eles as implicações sobre a fertilização. Um dos parâmetros 

avaliados na qualidade espermática é a integridade da membrana plasmática dos 

espermatozoides. A membrana plasmática também é susceptível a ação dos contaminantes 

ambientais, que podem interferir em sua organização e gerar danos as células. Sendo assim, o 

presente trabalho avaliou os efeitos da exposição ao etefon sobre a morfofisiologia do sistema 

reprodutor masculino e sobre as interações moleculares com a fosfatilcolina presente nas 

membranas celulares dos espermatozoides. 
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2. OBJETIVOS 

Este estudo de doutorado possui como objetivo geral avaliar os efeitos do etefon sobre 

a morfofisiologia reprodutiva de ratos machos adultos e sobre sistemas miméticos da estrutura 

lipídica da membrana celular. 

No estudo dos efeitos in vivo avaliou-se o potencial toxicológico da exposição de ratos 

machos adultos ao etefon nas doses de 150, 200 e 400 mg/kg/dia, com ênfase nos possíveis 

impactos sobre a morfofisiologia reprodutiva. Dentre os parâmetros morfofisiológicos 

avaliados, está a integridade da membrana plasmática dos espermatozoides. A partir dos 

resultados da avaliação dessa membrana, sentiu-se a necessidade de investigar os efeitos do 

etefon sobre modelos simples de membrana celular, a fim de compreender as interações 

moleculares entre os fosfatidilcolinas presentes na membrana celular e o etefon. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Agrotóxicos e meio ambiente 

De acordo com o Lei nº 7.802 de 11 de julho de 1989, o Brasil define agrotóxico como 

sendo produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos 

setores de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas. O uso destes 

compostos ocorre em pastagens na proteção de florestas, nativas ou plantadas, e de outros 

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

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

considerados nocivos (BRASIL, 1989). 

O aumento da demanda por alimentos e, consequentemente, a necessidade de aumentar 

a produtividade das culturas levaram ao uso generalizado de agrotóxicos em todo o mundo 

(POPP; PETŐ; NAGY, 2013; HANDFORD; ELLIOTT; CAMPBELL, 2015). O mercado 

brasileiro de defensivos agrícolas expandiu rapidamente na década de 2010 (190%), num ritmo 

de crescimento maior que o dobro do apresentado pelo mercado global (93%) (CARNEIRO et 

al., 2015). Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA) (2021), as vendas totais de agrotóxicos no Brasil de 2009 a 2020 passou 

de 306,79 para 686,35 mil toneladas (Figura 1), apresentando um aumento de mais de 123% no 

período avaliado. 
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Figura 1 – Comercialização de agrotóxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos) de 

2009 a 2020 no Brasil 

 
Fonte: IBAMA, 2021. 

 

O aumento na demanda por agrotóxicos tem promovido um aumento no número de 

registros destes compostos no Brasil. A Figura 2 mostra que no ano de 2021 o governo federal 

aprovou o registo de 562 agrotóxicos, já no ano de 2022 o número de aprovações subiu para 

652 e as aprovações vêm crescendo anualmente. Até agosto de 2023 já foram 231 compostos 

aprovados (MAPA, 2023). 
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Figura 2 – Registro de agrotóxicos, componentes e afins no Brasil por ano 

 
Fonte: MAPA (2023) 

 

O uso intensivo de agrotóxicos acarreta uma série de problemas ao meio ambiente, como 

a degradação do solo, a contaminação das águas (LOPES; ALBUQUERQUE, 2021), a 

contaminação de organismos terrestres (CORBI; TRIVINHO-STRIXINO, 2008) e também de 

organismos aquáticos (ALMEIDA et al., 2022). 

Para o uso dos agrotóxicos, tipicamente, leva-se em consideração o custo e a eficácia do 

princípio ativo. Entretanto, o comportamento do composto no solo, que define o destino final e 

o impacto ambiente, normalmente não é avaliado. Desse modo, o destino de um agrotóxico 

pode resultar em interações complexas, devido as propriedades físicas e químicas do composto, 

as condições ambientais e as características do solo (BEDMAR et al., 2017) 

Estes compostos constituem hoje um importante problema de saúde pública, tendo em 

vista a amplitude da população exposta durante a fabricação dos compostos (exposição 

ocupacional e da população do entorno das fábricas), na agricultura, no combate às endemias e 

em outros setores nas proximidades de áreas agrícolas. Além disso, a população de maneira 

geral, mesmo sem contato direto com estes setores, pode estar exposta por meio do ar, água e 

alimentos contaminados. 
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3.2. Toxicidade dos agrotóxicos 

Os agrotóxicos podem ser categorizados de acordo com a sua aplicação, organismo alvo 

e natureza química. Com base na aplicação, temos os agrotóxicos utilizados na agricultura 

(utilizados para proteger culturas de pragas e insetos), na saúde pública (para combater vetores 

que causam doenças) e os de uso doméstico (utilizados para matar insetos). Com base no 

organismo alvo, os agrotóxicos podem ser inseticidas (combater insetos), fungicidas (combater 

fungos), herbicidas (combater ervas daninhas), rodenticidas (combater roedores), fumigantes 

(combate de pragas) e repelentes de inseto. Com base na natureza química, os agrotóxicos são 

classificados como organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, triazínicos, 

entre outras (JAYARAJ; MEGHA; SREEDEV, 2016). 

Além das categorias já citadas, os agrotóxicos são classificados, também, quanto a sua 

toxicidade. Para essa classificação, considera-se a DL50 (dose letal mediana) oral, dérmica e 

inalatória. No Brasil o órgão responsável por fazer essa classificação é a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA). Recentemente os agrotóxicos foram reclassificados, 

aumentado de quatro para cinco categorias de classificação (Figura 3), com o objetivo de tornar 

mais claro os critérios de avaliação da classificação toxicológica no Brasil (ANVISA, 2019). 

 

Figura 3 – Classes toxicológicas dos agrotóxicos 

 
Fonte: ANVISA (2019) 

 

A Lei nº 7.802 de 1989, também conhecida como Lei dos Agrotóxicos, regulamenta que 

é obrigatório constar nos rótulos destes produtos informações como composição, classificação 

toxicológica, efeitos causados à saúde humana, símbolos que alertem o perigo da substância, 

instruções de primeiros socorros, precauções, entre outras informações. Essa obrigatoriedade 
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de informações deve-se ao fato de que muitos efeitos nocivos à saúde humana já foram 

observados ou associados a utilização de agrotóxicos (BRASIL, 1989). 

Os trabalhadores envolvidos na fabricação dos agrotóxicos e na aplicação no campo são 

os principais afetados pela exposição a esses compostos (RANI et al., 2021). Entre 2007 e 2018 

foram notificados no Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) 9.799 casos 

de intoxicação por agrotóxicos em geral no estado de São Paulo, representando 4,0% do total 

de notificações que envolvem medicamentos, drogas de abuso, entre outros produtos 

(PEREIRA et al., 2019). A problemática é ainda maior quando se trata de avaliar os efeitos 

crônicos dos agrotóxicos diante do progressivo aumento do consumo e intensificação do uso 

dessas substâncias no país (RIGOTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014). 

Vários problemas de saúde, incluindo câncer, diabetes, distúrbios respiratórios e 

neurológicos e síndromes reprodutivas são causados pela exposição direta, manuseio ou 

resíduos de agrotóxicos presentes na água ou nos alimentos. A exposição direta aos agrotóxicos 

é frequentemente associada ao aparecimento de câncer, tornando-se uma questão de 

preocupação global e atraindo pesquisadores de todo o mundo (SAMANIC et al., 2008). A 

associação entre exposição a agrotóxicos e desenvolvimento de câncer gera polêmicas, porque 

a população está exposta a diversas substâncias e ainda tem fatores genéticos que influenciam 

no processo da doença. Porém estudos vêm demonstrando a relação entre a exposição a 

agrotóxicos e o desenvolvimento de câncer de pele, cavidade nasal, pâncreas, leucemia, entre 

outros (INCA, 2022). 

Estudos relacionados a alterações em organismos vivos causadas por agrotóxicos são de 

extrema importância para a compreensão das interações que ocorrem entre essas substâncias 

químicas e os organismos vivos. Esses estudos podem contribuir para que se avance na 

identificação dos mecanismos que levam à toxicidade e no desenvolvimento de tratamentos e 

medidas preventivas de intoxicações. Além disso, contribui na tomada de decisões do poder 

público na criação de leis e políticas públicas que visem o bem-estar da população exposta aos 

defensivos agrícolas (SILVA; ANTUNES; FAVARETO, 2014). 

 

3.3. Sistema reprodutor masculino 

O aparelho reprodutor do rato, bem como da maioria dos mamíferos, é composto por 

testículos, epidídimos, ductos deferentes, glândulas sexuais acessórias (próstata e glândula 

seminal) e pênis. Os testículos, epidídimos e glândulas sexuais acessórias são órgãos 

andrógeno-dependentes, ou seja, qualquer agente tóxico que atue desordenando a interação do 

eixo hipotálamo-hipófise-testículo pode causar anormalidades reprodutivas (SOKOL, 1997). 
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Os testículos podem ser divididos em duas partes histológicas e funcionais, sendo elas 

o tecido intersticial e túbulos seminíferos responsáveis pela esteroidogênese e pela 

espermatogênese, respectivamente (RODRIGUEZ; FAVARETTO, 1999). O tecido intersticial 

está localizado entre os túbulos seminíferos e possui vasos sanguíneos e linfáticos, nervos e as 

células intersticiais chamadas de células de Leydig, que são responsáveis pela produção de 

andrógenos e fonte para uma variedade de outros esteroides (RUSSELL et al., 1990). Os túbulos 

seminíferos são constituídos de tecido peritubular e epitélio seminífero, onde se encontra as 

células de Sertoli e células germinativas (espermatogônias, espermatócitos e espermátides). O 

processo de espermatogênese é o processo pelo qual as células-tronco espermatogoniais 

transformam-se em células haploides altamente diferenciadas, também chamadas de 

espermatozoides (CLERMONT, 1972).  

A célula de Sertoli é uma célula somática que se estende desde a lâmina basal até a luz 

do túbulo seminífero. Essas células são responsáveis por diversas funções importantes para o 

processo espermatogênico, com destaque para o suporte estrutural e nutricional às células 

germinativas em desenvolvimento, formação de barreira hematotesticular através de junções 

intercelulares, fagocitose, secreção de fluido e hormônios (FOLEY, 2001). Alterações na 

estrutura ou função ou no número desse tipo de célula podem resultar em danos ao epitélio 

germinativo e, consequentemente, comprometer a espermatogênese (BOEKELHEIDE; 

JOHNSON; RICHBURG, 2005), pois o número de células de Sertoli está intimamente ligado 

ao tamanho testicular no indivíduo adulto e com a produção espermática (CHAPIN et al., 1996) 

No epitélio seminífero de um rato adulto é possível encontrar uma ou duas gerações de 

espermatogônias, espermatócitos e espermátides. Cada uma dessas gerações representa um 

grupo de células em um mesmo estágio de desenvolvimento, ou seja, apresenta células que 

foram produzidas de maneira sincronizada. As diferentes gerações de células germinativas 

presentes no epitélio seminífero não estão organizadas aleatoriamente, mas sim agrupadas em 

associações celulares de composição fixa que correspondem aos estágios do ciclo 

espermatogênico (CLERMONT, 1972). 

O ciclo da espermatogênese de ratos dura aproximadamente 12 dias e é composto por 

14 estágios. Uma espermatogônia necessita de 4,5 ciclos para formar um espermatozoide, o que 

significa que a espermatogênese completa de rato tem duração de 52 a 53,2 dias, dependendo 

da linhagem animal avaliado (CLERMONT, 1972). A duração desse processo é regulada pelo 

genótipo das células germinativas, sendo geralmente constante entre indivíduos de uma mesma 

espécie (FRANÇA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).  



26 

 

Os espermatozoides saem dos testículos imóveis e incapazes de fertilizar um ovócito. A 

motilidade e a capacidade de fertilizar um ovócito é adquirida após sua passagem pelo ducto 

epididimário (SHUM et al., 2009). O epidídimo dos mamíferos é um órgão formado por um 

ducto único e enovelado que liga os ductos eferentes ao ducto deferente (HERMO; ROBAIRE, 

2002), sendo anatomicamente dividido em três regiões principais: cabeça (com o segmento 

inicial), corpo e cauda (FRANÇA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).  

A função primária do epidídimo é o transporte dos espermatozoides que chegam do 

testículo (BROOKS, 1983). Além do transporte, o epidídimo é responsável pela estocagem, 

proteção, concentração e maturação dos gametas (HERMO; ROBAIRE, 2002), regulando o 

desenvolvimento da motilidade, a aquisição da capacidade de sofrer reação acrossômica e 

tornando-os capazes de fertilizar um ovócito II (FRANÇA; AVELAR; ALMEIDA, 2005). Em 

adição, o epidídimo protege os espermatozoides de espécies reativas de oxigênio (ROS) e estoca 

os gametas maduros na região da cauda (HERMO; ROBAIRE, 2002). 

 

3.4. Toxicidade reprodutiva dos agrotóxicos 

Os efeitos nocivos do uso de agrotóxicos para a saúde humana têm sido objeto de 

diversos estudos que apontam a possibilidade de ocorrência de anomalias congênitas, de câncer, 

doenças mentais e disfunções na reprodução e fertilidade humana. Dentre os possíveis efeitos 

adversos causados à saúde humana e animal, destacam-se as alterações reprodutivas, muitas 

vezes, associadas à desregulação endócrina causada por agrotóxicos (ZHOU et al., 2019; 

YAWER et al., 2020). 

Nos anos 70 teve início um debate sobre o possível declínio dos espermatozoides 

humanos, o que foi revisto nos anos 90 e causa inquietação em pesquisadores. Considera-se que 

durante os últimos 50 anos a média de contagem dos espermatozoides tenha diminuído em 50%, 

apesar de não estar claro o motivo desta diminuição. Acredita-se que possa decorrer de fatores 

ambientais tais como poluição (MULTIGNER; OLIVA, 2002). 

A infertilidade pode ocorrer por várias causas relacionadas ao meio ambiente, entre elas 

pode-se citar contaminação por contato com agrotóxicos, solventes orgânicos, metais pesados 

entre outros. O processo de infertilidade muitas vezes acontece por efeito citotóxico direto nas 

células germinativas masculinas, mas também pode ocorrer por interferência dos chamados 

desreguladores endócrinos (DE) que podem afetar o desenvolvimento reprodutor e sexual 

através de mecanismos diversos, tanto mediados por receptores como por mecanismos 

bioquímicos (PETRELLI; MANTOVANI, 2002; HEINDEL, 2019). 
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A relação entre contato no meio ambiente e no trabalho com agrotóxicos foi amplamente 

analisada e as avaliações confirmaram que o contato pode produzir distúrbios de fertilidade em 

mulheres e homens (HANKE; JUREWICZ, 2004; KUMAR, 2004). A infertilidade é um 

problema de saúde pública global que envolve países desenvolvidos e em desenvolvimento 

(CLEMENTI et al., 2008). Liu e colaboradores (2019) relataram que as taxas de infertilidade 

variavam entre 7 e 8% na década de 1960 e aumentaram drasticamente para 20 a 35% na última 

década. Falando especificamente de infertilidade masculina, vários fatores podem contribuir 

para essa condição, dentre eles temos desequilíbrios hormonais, questões anatômicas, infecções 

sexualmente transmissíveis, fatores genéticos, ambiente e estilo de vida (BABAKHANZADEH 

et al., 2020; MURSHIDI; CHOY; EISENBERG, 2020). Entre os fatores, encontra-se também 

a exposição ambiental ou ocupacional a substâncias tóxicas, como agrotóxicos (AGARWAL et 

al., 2021) 

A espermatogênese é um processo que requer uma regulação precisa das populações de 

células somáticas, células de Leydig, Sertoli e mióides, que juntamente com as células 

germinativas, representam os principais tipos de células testiculares (ZHOU et al., 2019; 

YAWER et al., 2020). Essas células possuem diferentes características e funções, porém todas 

são suscetíveis a fatores internos e externos, como fatores ambientais, desregulação hormonal, 

doenças em geral e estresse oxidativo (RATO et al., 2012; WANG et al., 2017; YAWER et al., 

2020). Levando em consideração exclusivamente os agrotóxicos, eles podem prejudicar o 

sistema reprodutor masculino de várias formas: i) toxicidade reprodutiva causando danos direto 

a estrutura celular; ii) alterações na estrutura do DNA, que podem levar a mutações genéticas e 

causar defeitos congênitos ou infertilidade; iii) efeitos epigenéticos onde as modificações no 

genoma são herdadas de pai para filho (VAN CAUWENBERGH et al., 2020). 

Estudos acerca da exposição masculina a agrotóxicos demonstram que o contato com 

esses compostos pode influenciar os hormônios sexuais, morfologia, concentração, motilidade 

e qualidade espermática. Além disso, foi observado uma redução na contagem de 

espermatozoides em homens que trabalhavam aplicando agrotóxico há mais de dez anos 

(JUREWICZ; HANKE, 2007; BRETVELD et al., 2007; ROELEVELD; BRETVELD, 2008; 

JUREWICZ; HANKE; MAKOWIEC-DABROWSKA, 2008; PERRY et al., 2011; SAADI; 

ABDOLLAHI, 2012). 

 

3.5. Etefon 

O etefon (ácido 2-cloroetilfosfônico) é um regulador de crescimento que desempenha 

sua função através da liberação de etileno. Apresenta classificação toxicológica IV (produto 
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pouco tóxico) e classificação de risco ambiental III (produto perigoso). As vias de exposição 

mais comuns para esse pesticida são oral, dérmica e inalatória. O limite de ingestão diária 

aceitável (IDA) do etefon é de 0,05 mg/kg e o limite máximo de resíduo (LMR) varia de 0,1 a 

2,0 mg/kg em alimentos (BAYER, 2022). Esse pesticida é utilizado para fortalecer cereais, 

promover a maturação de frutas e hortaliças, estimular floração, ramificação lateral e redução 

da altura de plantas ornamentais. Além disso, também é utilizado para melhorar a desfolhação, 

aumentar o rendimento e reduzir o consumo de casca no algodão. Para aplicação no campo a 

quantidade de etefon utilizada varia em função da cultura onde será aplicado. Em geral utiliza-

se de 7 a 670 de etefon comercial por litros de água ou hectare (BAYER, 2022). 

O etefon pertencente ao grupo químico dos organofosforados. Após a proibição dos 

agrotóxicos organoclorados, os agrotóxicos organofosforados têm sido amplamente utilizados 

na agricultura, sendo um dos principais produtos para o controle de pragas (SOLTANINEJAD; 

SHADNIA, 2014; COSTA, 2018). Os organofosforados possuem mecanismo de ação 

conhecido em organismo vivo, atuando sobre a inibição da enzina acetilcolinesterase (AChE), 

que é importante e crítica para a indução do impulso nervoso. A inibição da AChE faz com que 

a acetilcolina não seja quebrada, permanecendo ativa por um tempo maior na fenda sináptica, 

sem que haja a receptação, resultando em convulsões, parada respiratória e até mesmo a morte 

do organismo exposto (GONZÁLEZ-ALZAGA et al., 2014; COSTA, 2018). 

O mecanismo de liberação do etefon no ambiente funciona de maneira direta, onde uma 

vez que o composto encontre o pH ideal para sua degradação, inicia-se a liberação de etileno. 

Os pKa1 e pKa2 do etefon são, respectivamente, 2,5 e 7,2, indicando que este composto existirá 

na forma de ânions no ambiente. Os ânions formados pelo etefon geralmente não adsorvem 

muito fortemente em solos contendo carbono orgânico e argila. E, se liberado na água, acredita-

se que o etefon seja adsorvido a sólidos suspensos e sedimentos. Essas características conferem 

ao etefon um tempo de meia vida curto, em torno de 1,0 a 2,4 dias e, por isso, a população em 

geral não está exposta ao etefon devido a sua rápida degradação em condições ambientais 

(HSDB, 2022). O processo de desprotonação do etefon nos respectivos valores de pKa é 

mostrado na Figura 4.  
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Figura 4 – Processo de desprotonação do etefon  

 

Fonte: Próprio autor. 

 

O etefon é estável em soluções aquosas abaixo de pH 4,0, mas acima de pH 4,0 e no pH 

do citoplasma da célula, o etefon se decompõe para produzir etileno, fosfato e íon cloreto, o 

mesmo processo que ocorre no ambiente. Os valores de pKa já citados, indicam que entre os 

pH 5 e 9, o etefon exista inteiramente na forma de ânions (HSDB, 2022). E embora não seja 

provável que a população em geral seja exposta diretamente ao etefon pelo ambiente, como 

ocorre com outros agrotóxicos, a população é exposta de maneira indireta através do consumo 

de alimentos contaminados. O Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos 

(PARA) identificou resíduos excessivos de etefon em alimentos nos anos de 2017 e 2018. Entre 

os compostos analisados, o etefon ocupa a 14ª posição entre os agrotóxicos mais detectados 

(ANVISA, 2020). 

O etefon apresenta efeitos diretos e indiretos na agricultura e nos trabalhadores expostos 

a ele (PIERIK et al., 2006; CONEVA; CLINE, 2009; MOUSTAKIME; HAZZOUMI; JOUTEI, 

2018). Alguns efeitos tóxicos têm sido relatados para administração por via oral de etefon em 

ratos e camundongos, sendo eles efeitos mutagênicos e teratogênicos, gastroenterite, hepatite 

necrótica, microftalmia, causa ausente e aberrações cromossômicas (RODWELL; SPENCER; 

ALLEN, 1980; EL RAOUF; GIRGIS, 2011). 

Um estudo realizado por Abd Eldaim e colaboradores (2018) indicou que a exposição a 

200 mg/kg de etefon diminui significativamente os níveis de hormônio folículo estimulante, 

hormônio luteinizante, testosterona e prolactina. Além disso, diminuiu significativamente a 
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contagem de espermatozoides, a vitalidade, a motilidade total e a motilidade progressiva. Além 

disso, aumentaram significativamente as anormalidades dos espermatozoides, os danos no 

tecido testicular e no DNA, a mobilidade não progressiva e os espermatozoides imóveis. 

 

3.6. Membrana celular 

Os primeiros estudos que demonstraram a existência de uma barreira que separava o 

interior e o exterior das células foram realizados no século XIX, sendo o principal pesquisador 

o botânico alemão Wilhelm Pfeffer. Descobriu-se que havia uma camada fina que permitia a 

entrada de água por osmose, mas não permitia a passagem de moléculas como a glicose. Esta 

barreira foi chamada de membrana plasmática e desencadeou uma série de estudos que levaram 

às descobertas do que sabemos hoje sobre a membrana plasmática (HEIMBURG, 2008; 

SEZGIN; SCHWILLE; 2012).  

Segundo Singer e Nicholson (1972) o modelo de membrana celular é constituído por 

uma dupla camada de fosfolipídios fluídica, onde as proteínas podem estar do lado interno, 

externo ou atravessando a membrana, como se fossem peças de um mosaico. Este modelo 

recebe o nome de modelo do mosaico fluido devido ao fato de admitir que a membrana não é 

uma estrutura rígida. Ou seja, existe movimento das moléculas que constituem a membrana, 

devido a sua fluidez, que está relacionada ao tipo de ligação intermolecular existente na 

membrana. É constituída por lipídios, fosfolipídios, glicolipídios, oligossacarídeos, esteróis, 

colesterol e proteínas. Sua função é regular diversos processos fisiológicos a partir do fluxo de 

entrada e saída de substâncias em sistemas celulares. 

Os fosfolipídios que estão presentes na composição da membrana plasmática possuem 

caráter anfifílico, onde parte de sua estrutura química apresenta afinidade com a água 

(hidrofílica) e outra parte repulsão (hidrofóbica). Os fosfolipídios são moléculas que possuem 

duas cadeias de hidrocarbonetos hidrofóbicas e terminação com cabeça polar (hidrofílica), que 

inclui o grupo fosfato (LIPOWSKY; SACKMANN, 1995). Dentre os diversos fosfolipídios 

existentes, as fosfatidilcolinas (PC) estão em maior quantidade na composição da membrana 

plasmática dos mamíferos, sendo importante sua aplicação em estudos de membrana biológica 

(GONG; WINNIK, 2012; BHATIA et al., 2015; JURAK et al., 2015). 

Para o bom funcionamento da célula e manutenção da vida celular é essencial a 

manutenção da organização da membrana plasmática, bem como de suas propriedades 

mecânicas e termodinâmicas e a manutenção do grau de fluidez adequado para a bicamada 

lipídica. Diversos processos celulares envolvem a deformação mecânica e alterações na 
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curvatura da membrana plasmática, entre eles tem-se os processos de endocitose que 

desempenham papel importante na manutenção da vida celular (RAPHAEL; WAUGH, 1996). 

As fases de ordenamento das bicamadas lipídicas têm seu comportamento relacionado 

com a temperatura. Quando as bicamadas são formadas por um único lipídio, as principais fases 

podem ser descritas como fase gel (Lβ) ou sólido-ordenada e fase fluida (Lα) ou líquido-

desordenada (Figura 5). O que determina a transição de fases dos fosfolipídios é a temperatura, 

chamada de temperatura de transição de fase. Abaixo da temperatura de transição de fase os 

fosfolipídios estão na fase gel, ou seja, os fosfolipídios possuem cadeias carbônicas ordenadas 

e estendidas, características da configuração all trans. Acima da temperatura de transição de 

fase os fosfolipídios encontram-se na fase fluida, onde as cadeias carbônicas apresentam dobras, 

estão desordenadas e distribuídas aleatoriamente, características da configuração gauche para 

cadeias saturadas e cis para cadeias insaturadas (MARSH, 2010). A temperatura de transição 

de fase é diferente para cada fosfolipídio e essa variação está relacionada com os grupos-cabeça 

existentes na região polar da molécula, tamanho da cadeia carbônica e quantidade de 

insaturações presentes na cauda do fosfolipídio (PIGNATELLO, et al., 2011).  

É relatado na literatura que além das duas fases principais há ainda a existência de uma 

fase de pré-transição entre as fases gel e fluída chamada de fase ripple (Pβ). Nesta fase as cadeias 

carbônicas ainda estão na fase gel, porém surgem ondulações na superfície da bicamada (Figura 

5) (MELLO, 2004). Além das fases já citadas, há ainda a ocorrência da fase líquido-ordenada, 

que acontece a partir da adição de colesterol nas bicamadas lipídicas e permite que o esterol 

atue como regulador das fases principais (fases gel e fluída) (Figura 5) (MARSH, 2010). 

 

Figura 5 – Ilustração das fases de uma bicamada composta por um único fosfolipídio 

 

Fonte: Adaptado de RUIZ (2020)  
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3.7. Sistemas miméticos de membrana celular 

Devido à dificuldade de utilizar membranas in vivo para estudar interações com 

contaminantes, faz-se necessário a utilização de sistemas miméticos de membranas celular para 

compreensão primária dos possíveis efeitos que podem ocorrer sobre o organismo vivo 

(SOFIŃSKA et al., 2022). Portanto, os sistemas miméticos de membrana são amplamente 

utilizados nos estudos de interação, a fim de entender o comportamento celular e as 

propriedades da membrana biológica (ELDERDFI; SIKORSKI, 2018). Os sistemas miméticos 

de membranas produzidos através de filmes de Langmuir e vesículas unilamelares gigantes 

(GUVs) fazem parte deste contexto (RODRÍGUEZ; DYNAROWICZ-LATKA; CONDE, 

2020; SOFIŃSKA et al., 2022). 

 

3.7.1. Filmes de Langmuir 

Os filmes de Langmuir servem como um modelo físico simples de uma membrana 

celular onde é possível estudar a interação de diversas substâncias com os componentes da 

membrana separadamente ou em conjunto. Uma vantagem do uso de filmes de Langmuir para 

sistemas miméticos de membrana é a possibilidade de modificar a composição da membrana 

que é espalhada na interface ar/água facilmente. Desse modo, é possível iniciar pesquisas a 

partir de um sistema simplificado e aumentar sua complexidade (RODRÍGUEZ; 

DYNAROWICZ-LATKA; CONDE, 2020). Diversos estudos comprovam a aplicação bem 

sucedida de filmes de Langmuir para sistemas miméticos de membrana celular de vários tipos 

de células. Dentre eles temos modelagem de membrana de leucócitos normais e com leucemia 

(HAC-WYDRO; DYNAROWICZ-LATKA, 2010), células do sistema nervoso (ROSETTI; 

MAGGIO; OLIVEIRA, 2008), membranas bacterianas (WYDRO, 2013; WYDRO; 

FLASIŃSKI; BRONIATOWSKI, 2012), pulmonares (DE LA SERNA et al., 2013), entre 

outros. 

Os filmes ou monocamadas de Langmuir são obtidos em uma cuba de Langmuir 

fabricada em teflon e que contém um par de barreiras móveis e um sensor que mede a tensão 

superficial da subfase aquosa. As barreiras móveis são responsáveis pela compressão das 

moléculas e formação da monocamada na interface ar/água, sendo esse processo acompanhado 

através de isotermas π-A que relaciona a pressão de superfície (π) e a área molecular média 

ocupada pelas moléculas (A). A pressão de superfície (π) é calculada pela diferença entre a 

tensão superficial da subfase aquosa (γ0) e a tensão superficial da subfase aquosa com a 

monocamada (γ). Para isso utiliza-se a seguinte fórmula: π = γ0 – γ (PENG; BARNES; 

GENTLE, 2001). Para obter o valor da tensão superficial utiliza-se comumente o método de 
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Wilhelmy, o qual utiliza-se um sensor de papel de filtro ou fio de platina conectado a uma 

eletrobalança, que permite calcular a variação de pressão superficial (BARNES; GENTLE, 

2011).  

Para a fabricação de um filme na interface ar/água é necessário que a molécula seja 

anfifílica, tendo parte da molécula afinidade pela água (hidrofílica) e outra parte não 

(hidrofóbica). Desse modo, a parte hidrofílica é responsável pelo espalhamento das moléculas 

na superfície da água e a parte hidrofóbica pela permanência das moléculas na interface ar/água. 

A molécula de estudo é solubilizada em solvente orgânico altamente volátil, como clorofórmio, 

para que ocorra a evaporação rápida e completa do solvente na interface ar/água, restando 

apenas a molécula de interesse. As moléculas são espalhadas na superfície de água e após o 

processo de evaporação do solvente as barreiras são comprimidas organizando as moléculas 

presentes na interface ar/água e formando o filme ou monocamada de Langmuir. 

Ao longo da compressão as barreiras móveis promovem a diminuição da área na 

superfície, fazendo com que as isotermas π-A apresente essencialmente três fases distintas, 

sendo elas bem características para moléculas como ácidos graxos esteárico ou araquídico, por 

exemplo: i) fase gasosa (G), onde as moléculas estão bastante dispersas e não há interação entre 

elas; ii) fase líquida (L), na qual começa haver uma pequena interação entre as moléculas e a 

área disponível por molécula diminui e iii) fase sólida (S), em que a monocamada atinge o nível 

máximo de organização e maior empacotamento, como ilustra a Figura 6. No caso de moléculas 

anfifílicas com estrutura mais complexa que os ácidos graxos, outros perfis de isoterma -A e 

outras fases podem ser observadas para os fosfolipídios saturados e insaturados, por exemplo 

(Figura 6).  
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Figura 6 – Ilustração das fases da compressão de filmes de Langmuir e organização das 

moléculas durante a compressão 

 

A – Isoterma π-A de ácido graxo. B – Isoterma π-A de fosfolipídio saturado. C – Isoterma π-A de fosfolipídio 

insaturado. D – Organização das moléculas durante a compressão. G – fase gasosa. L – fase líquida. S – fase sólida. 

LE – fase líquido-expandida. LC – fase líquido-condensada. 

Fonte: Adaptado de RUIZ (2020)  

 

Na medida de isoterma -A, a pressão superficial que corresponde a pressão das 

condições das membranas celulares é 30 mN/m (MARSH, 1996), sendo importante avaliar o 

comportamento dos fosfolipídios nessa pressão. Os fosfolipídios insaturados à 30 mN/m, em 

temperatura ambiente, encontram-se na fase fluída, pois sua temperatura de transição de fase 

está abaixo da temperatura ambiente. Na fase fluída temos cadeias mais desordenadas, não 

sendo possível alcançar a fase líquido-condensada nas isotermas π-A. Ou seja, em 30 mN/m é 

possível avaliar o comportamento do fosfolipídio na fase líquido-expandida (SENNATO et al., 

2005; AOKI et al., 2016). Os fosfolipídios saturados à 30 mN/m e temperatura ambiente 

encontram-se na fase gel, pois sua temperatura de transição de fase é acima da temperatura 

ambiente. Na fase gel as moléculas estão mais empacotadas e possuem um grau de organização 

maior. Para esses lipídios, em 30 mN/m avaliar o comportamento do fosfolipídio na fase 

líquido-condensada. 
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3.7.2. Vesículas unilamelares gigantes (GUVs) 

As vesículas lipídicas são estruturas que apresentam formato esférico e seu diâmetro 

pode variar de 20 nm a dezenas de μm. Essas estruturas mimetizam a organização dos 

fosfolipídios nas membranas celular, pois podem ser constituídas por uma ou mais bicamadas 

de fofoslipídios, sendo chamadas de unilamelar e multilamelar, respectivamente. As vesículas 

lipídicas são amplamente utilizadas para estudar fenômenos físico-químicos de processos 

biológicos (KASZÁS et al., 2013; WORCH et al., 2016; BOYTSOV et al., 2016).  

Dentre as vesículas multilamelares, as mais utilizadas são as vesículas multilamelares 

(MLV - mutilamellar vesicle) e as vesículas oligoméricas (OLV - oligolamellar vesicles). Além 

das lamelas, outra forma de classificar as vesículas é em relação ao seu tamanho, conforme 

representado na Figura 7. 

 

Figura 7 – Representação do tamanho das vesículas lipídicas unilamelares 

 

Fonte: PAZIN, 2016. 

 

As vesículas unilamelares são divididas em pequenas (SUV - small unilamellar 

vesicles), grandes (LUV - large unilamellar vesicles) e gigantes (GUV - giant unilamellar 

vesicles). As GUVs possuem algumas vantagens, entre elas a capacidade de encapsular 

moléculas grandes e permitir que a observação seja realizada de modo direto, utilizando 

microscopia óptica, como as de contraste de fase, fluorescência e confocal (SIMONS; VAZ, 

2004; BAGATOLLI, 2010; ZAN et al., 2012). Outra vantagem muito importante das GUVs é 

que são formadas com tamanho comparável ao de uma célula eucariótica (NIEH; HEBERLE; 

KATSARAS, 2019). Com dimensões superiores a 1000 nm, esse tipo de vesícula unilamelar é 

utilizado em estudos que investigam as propriedades das membranas plasmáticas e os 
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mecanismos de interação com moléculas de interesse (HALUSKA et al., 2008; KASZÁS et al., 

2013). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Materiais de estudo 

Os fosfolipídios zwiteriônicos DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) e 

DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids Inc. 

O fosfolipídio zwiteriônico POPC (2-oleoil-1-palmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) e o 

etefon foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. As estruturas moleculares dos fosfolipídios e do 

etefon (no pH de estudo) estão representadas na Figura 8.  

 

Figura 8 - Representação das estruturas químicas dos materiais utilizados  

 

 
            DPPC 

  

      
            DOPC  

   
            POPC 

 

4.2. Protocolo animal 

 

4.2.1. Animais e ambiente de experimentação 

Para este estudo foram utilizados 40 ratos machos (com 75 dias de idade e 

aproximadamente 300 g de peso corpóreo) da linhagem Wistar. Durante o período 

experimental, os animais foram mantidos em Biotério de Experimentação, em gaiolas de 

polipropileno, sob condições controladas de luminosidade (ciclo de 12 horas claro/escuro) e 

temperatura (média de 25 ºC), e receberam água e ração comercial para roedores à vontade. Os 

procedimentos experimentais estão de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal, regulamentados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

Etefon 

- 
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(CONCEA). O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob 

protocolo nº 5533 (Anexo – Protocolo de Aprovação - CEUA). 

 

4.2.2. Delineamento experimental e exposição 

Os ratos foram previamente pesados e distribuídos aleatoriamente em quatro grupos 

experimentais (n = 10/grupo): controle e expostos a três diferentes doses de etefon, por 30 dias 

consecutivos, via gavagem. 

A formulação comercial do etefon, Ethrel 720 fabricado pela Bayer, contendo 720 g/L 

de etefon, utilizado para a exposição dos animais, foi adquirido em comércio especializado na 

cidade de Presidente Prudente-SP.  

As doses de etefon utilizadas foram baseadas no estudo de Abd Eldaim e colaboradores 

(2018) e no valor da LOEL (menor dose em que se observa efeito) (150 mg/kg/dia) proposto 

pela Environmental Protection Agency (USEPA, 1995). As doses foram distribuídas entre os 

grupos da seguinte forma: 

• Grupo controle: apenas veículo (água destilada). 

• Grupo E150: 150 mg/kg/dia de etefon; 

• Grupo E200: 200 mg/kg/dia de etefon; 

• Grupo E400: 400 mg/kg/dia de etefon;  

Os animais foram pesados a cada três dias e o consumo diário de água e ração foram 

estimados (em mililitros e gramas, respectivamente). O ganho de peso foi calculado usando a 

seguinte fórmula: ((Pf - Pi)/Pi)*100, onde Pi é peso inicial e Pf é o peso final. Além disso, foram 

observados sinais clínicos indicativos de toxicidade, tais como, piloereção, alteração no padrão 

de deambulação no interior da gaiola, ocorrência de diarreia e vocalização (CHRISTIAN, 

2001). Os animais do grupo controle receberam água destilada, no mesmo protocolo de 

administração que os grupos expostos ao etefon. 

 

4.2.3. Coleta de materiais biológicos 

Ao término do período de exposição, os ratos sofreram eutanásia com 100 mg/kg de 

tiopental sódico (ip., Syntec, EUA). O testículo e epidídimo direito foram retirados e pesados 

em balança analítica e congelados a -20 ºC para posterior determinação do número de células 

germinativas. O ducto deferente direito foi pesado e utilizado para a obtenção dos 

espermatozoides para a análise morfológica. O ducto deferente esquerdo foi utilizado para a 

obtenção dos espermatozoides para a avaliação da motilidade. O testículo e o epidídimo 
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esquerdos foram coletados para posterior processamento e análise histopatológica. A próstata 

ventral, as glândulas seminais (cheias e vazias, sem a glândula coaguladora), fígado e rins foram 

retirados e pesados em balança analítica. 

 

4.2.4. Análise histopatológica 

Testículos e epidídimos esquerdos foram colhidos, limpos e imersos em solução 

fixadora formalina tamponada a 10%. Após uma pré-fixação de 24 horas, os órgãos foram 

removidos do fixador e recortados, retornando em seguida ao fixador. Após 24 horas, as peças 

foram lavadas e a solução foi substituída por álcool 70%, onde as peças permaneceram até o 

processamento, que consistiu na inclusão do material em Paraplast, obtenção de cortes com 

espessura de 5 μm e coloração com hematoxilina e eosina para avaliação histopatológica 

realizada em microscópio óptico Leica DM750. As fotomicrografias foram obtidas no mesmo 

microscópio, com câmara acoplada (ICC50HD), a partir do software Leica LAS V4.2. 

Cortes transversais de túbulos seminíferos foram avaliados quanto à presença de 

alterações como: presença de células acidófilas, células multinucleadas, espermátides retidas, 

degeneração de tipos celulares, depleção de células, vacuolização do epitélio ou esfoliação de 

células na luz. Cortes longitudinais dos segmentos cabeça e cauda do epidídimo foram avaliados 

quanto à presença de hiperplasia cribriforme no epitélio, vacuolização epitelial, infiltrado 

inflamatório no tecido intersticial, quantidade e aspecto dos espermatozoides no lúmen e de 

células claras no epitélio (KEMPINAS; KLINEFELTER, 2014). 

 

4.2.5. Cálculo da produção diária de espermatozoides por testículo 

Os testículos direitos, descapsulados e pesados logo após a coleta, permaneceram 

congelados até a homogeneização, que foi realizada segundo método descrito por Robb e 

colaboradores (1978) com as adaptações de Fernandes e colaboradores (2007). O parênquima 

testicular foi descongelado e homogeneizado numa mistura de NaCl (9 g), Triton X-100 (0,5 

ml). 

Após diluição de 10 vezes na mistura contendo Triton X-100, uma pequena amostra foi 

transferida para câmaras de Neubauer (4 campos por animal), procedendo-se a contagem das 

espermátides resistentes ao processo de homogeneização (estágio 19 da espermiogênese), 

utilizando microscópio óptico (Nikon YS2-T). 

Para o cálculo da produção diária de espermatozoides (PDE), a concentração de 

espermatozoides por testículo foi dividida por 6,1, que é o número de dias em que as 

espermátides maduras (estágio 19 da espermiogênese) estão presentes no epitélio seminífero. 
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4.2.6. Contagem do número e cálculo do tempo de trânsito dos espermatozoides no epidídimo 

Os epidídimos direitos tiveram as porções cabeça/corpo e caudas separadas logo após a 

coleta e permaneceram congeladas até a homogeneização, conforme descrito para o testículo. 

Após diluição de 20 vezes, procedeu-se a contagem de espermatozoides em câmaras de 

Neubauer, utilizando microscópio óptico (Nikon YS2-T). 

A média aritmética dos campos contados resultou no número de espermatozoides 

expresso em milhões por mL, que multiplicado pelas diluições utilizadas, resultou no número 

de espermatozoides/órgão que, dividido pela PDE, expressa o tempo de trânsito dos 

espermatozoides (número de dias requeridos para que eles atravessem as diferentes porções 

epididimárias), em dias. 

 

4.2.7. Análise da motilidade espermática 

Imediatamente após a eutanásia dos animais, os espermatozoides foram obtidos do 

ducto deferente esquerdo, sendo liberados com ajuda de uma seringa, no meio PBS a 34ºC. A 

avaliação da motilidade dos espermatozoides foi realizada em câmaras de Neubauer utilizando 

microscópio óptico (Nikon YS2-T) em aumento de 200X. Os gametas foram classificados em: 

móvel, com trajetória progressiva; móvel, sem progressão e imóvel de acordo com Perobelli e 

colaboradores (2012). Avaliaram-se 200 espermatozoides por animal em duplicata. 

 

4.2.8. Análise da morfologia espermática 

Os espermatozoides foram obtidos do ducto deferente direito, sendo liberados com 

ajuda de uma seringa e fixados em formol-salina a 10%. A seguir foram feitos esfregaços em 

lâminas histológicas, que foram deixadas secar ao ar livre por 90 minutos e então observadas 

em microscópio óptico (Nikon YS2-T) (SEED et al., 1996). Analisaram-se 200 

espermatozoides por animal e as anormalidades morfológicas encontradas foram classificadas 

em duas categorias: a) anormalidades da cabeça (sem curvatura característica, em forma de 

alfinete ou isolada) e b) anormalidades da cauda (enrolada, quebrada, dobrada e isolada) 

(FILLER, 1993). 

 

4.2.9. Análise da integridade de membrana plasmática 

Para a análise da integridade de membrana plasmática (vitalidade), uma gota de solução 

espermática em tampão fosfato-salino (PBS) e duas gotas de solução de coloração 

eosina/nigrosina foram colocadas em uma lâmina histológica, e com o auxílio de outra lâmina 
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realizou-se o esfregaço. Duzentos espermatozoides foram contados em microscópio óptico 

(Nikon YS2-T), utilizando a objetiva de 40X e classificados como: não corados (intacto, vivo) 

e com coloração vermelha (com membrana danificada). 

 

4.2.10. Determinação da integridade da membrana acrossomal 

A membrana acrossomal foi analisada pela coloração de Pope (POPE; ZHANG; 

DRESSER, 1991). Para isso, preparou-se a solução para a coloração com 1% (p/v) de Rosa 

Bengala, 1% (p/v) de Fast Green FCF e 40% de etanol em tampão de Mcllvaine´s (0,1 M de 

ácido cítrico e 0,2 M de fosfato dissódico), ajustando o pH da solução final entre 7,2 e 7,3. 

As amostras espermáticas foram coletadas da cauda do epidídimo (5 µL) e adicionadas 

a 45 µL de citrato de sódio 2,9% em solução fisiológica 0,9%. A essa mistura, foi adicionada a 

solução de coloração (1:1) e, após setenta segundos em temperatura ambiente, foram realizados 

esfregaços em lâminas utilizando de 5 a 10 µL da solução final. As lâminas secaram à 

temperatura de 37 ºC. 

Observaram-se 200 espermatozoides por lâmina, em microscópio óptico (Nikon YS2-

T), em objetiva 40X, caracterizando-os em íntegros e não íntegros, conforme sua aparência. A 

não integridade da membrana acrossomal foi identificada pela porção anterior da cabeça do 

espermatozoide levemente mais clara que a porção posterior. 

 

4.2.11. Forma de análise de resultados 

Para comparação dos resultados foram utilizados os testes estatísticos de Kruskall-

Wallis, com o teste “a posteriori” de Dunn, e ANOVA com o teste “a posteriori” de Tukey, 

dependendo das características de cada variável. Foi considerado como nível de significância 

estatística o limite de 5% (p < 0,05). As análises estatísticas foram feitas utilizando o software 

estatístico InStat 5.0 da GraphPad Software. Os gráficos foram feitos utilizando o software 

Origin 8.5 da Originlab. 

 

4.3. Modelos miméticos de membrana celular 

 

4.3.1. GUVs 

As GUVs foram preparadas utilizando o método gel descrito por Weinberg et al. (2013). 

O fundo de um béquer de 5 mL foi preenchido com 200 µL de uma solução de PVA (1.10-5 M) 

e seco em estufa com temperatura entre 50 e 75 °C até que se formasse um filme de PVA no 

fundo do béquer. Após a secagem foram espalhados, separadamente, 10 μL de solução dos 
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lipídios DPPC, POPC e DOPC diluídos em clorofórmio e concentração 1.10-3 M. O sistema foi 

deixado em vácuo por uma hora e trinta minutos para a remoção total solvente. Ao término da 

secagem, adicionou-se 1 mL da solução de sacarose (0,2 M) no béquer e a formação das 

vesículas se deu em uma hora e meia. Para a formação das GUVs de DPPC, a solução de 

sacarose foi pré-aquecida à temperatura de 55º C, i.e., acima da temperatura de transição do 

lipídio, e a formação das vesículas se deu em banho maria com temperatura controlada em 60º 

C.   

Para estudar a interação das GUVs com o etefon, alíquotas de 50 µL de solução de 

GUVs foram adicionadas a um suporte de vidro de oito poços (Ibidi, Munique, Alemanha) 

contendo 200 µL de solução de glicose (0,2 M) na ausência e na presença de etefon (1.10-4 M). 

As soluções de glicose e sacarose, de mesma osmolaridade, foram preparadas em água 

ultrapura. As vesículas foram observadas em um microscópio confocal (Nikon C2/C2si Eclipse 

Ti-E, Kyoto, Japão), usando uma objetiva de ar de 40x, NA 0,6 através da técnica de contraste 

de fase. Vídeos de ao menos 30 min foram adquiridos e várias coletas de imagem foram feitas 

para medida, a fim de quantificar o número de GUVs afetadas por etefon. As medidas foram 

realizadas em triplicata e as imagens foram analisadas pelo software ImageJ. 

 

4.3.2. Isotermas π-A 

O fosfolipídio fosfatidilcolina (PC) representa a maior parte dos glicerolipídios 

presentes na parede da membrana celular de espermatozoides de mamíferos (GULAYA et al., 

2001). Sendo assim, foram estudadas monocamadas de DPPC, POPC e DOPC. As 

monocamadas dos fosfolipídios DPPC, DOPC e POPC foram formadas em uma cuba de 

Langmuir KSV NIMA LB de 200 mL a 23 ºC. Para isso foram preparadas soluções dos 

fosfolipídios de concentração 1.10-3 M, utilizando clorofórmio como solvente. Foram 

espalhados 30 µL das soluções dos fosfolipídios, separadamente, na interface ar/água. Após o 

espalhamento, aguardou-se cerca de 15 minutos para a evaporação do solvente, e então a 

monocamada foi comprimida mecanicamente, e de forma simétrica, por barreiras móveis a uma 

velocidade de 10 mm/min, registrando assim a isoterma π-A. Este procedimento foi realizado 

em subfase aquosa, contendo água ultrapura, e em subfase contendo etefon em diferentes 

concentrações, sendo elas 1.10-6, 1.10-5 e 1.10-4 M, afim de observar se há mudanças nas 

isotermas π-A em baixas concentrações. As soluções de etefon utilizadas na subfase estavam 

em pH 5,0, indicando que em todas as medidas realizadas o etefon estava inteiramente na forma 

de ânion, ou seja, desprotonado. 
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4.3.3. Módulo compressional (Cs-1) 

O módulo compressional foi calculado por 𝐶𝑠−1 =  −𝐴 (
𝜕𝜋

𝜕𝐴
)

𝑇
, sendo A a área molecular 

e π a pressão superficial. Os dados utilizados no cálculo foram coletados das isotermas π-A para 

os casos analisados. Este método permite verificar possíveis mudanças estruturais durante a 

compactação da monocamada e como a presença do etefon na subfase pode afetar as 

propriedades mecânicas das monocamadas dos fosfolipídios DPPC, DOPC e POPC. 

Através do módulo compressional é possível determinar a susceptibilidade da 

monocamada a compressão, além de ser útil na determinação das transições de fase. Quanto 

maior o aumento da pressão de superfície devido a compressão, mais compactada estarão as 

moléculas na monocamada e, consequentemente, maior será o valor de Cs-1 (VOLLHARDT; 

FAINERMAN, 2006). A Tabela 1 mostra as fases e intervalos que são atribuídos a cada uma 

delas.  

 

Tabela 1 – Fases e valores de módulo compressional 

  

Fase da monocamada Valor de Cs-1 (mN/m) 

Ausência de monocamada 0 

Líquido-expandida 10 – 100 

Líquido-condensada 100 – 250 

Sólido 1000 – 2000 

Fonte: ORTIZ-COLLAZOS (2016) 

 

4.3.4. Estudo da estabilidade 

Em uma cuba de Langmuir contendo 200 mL de água ultrapura foram espalhados, 

separadamente, 30 µL das soluções de DPPC, DOPC e POPC, todas em concentração de 1.10-

3 M.  Após a completa evaporação do solvente (cerca de 15 minutos), as barreiras foram 

comprimidas até o filme apresentar uma pressão de superfície de 30 mN/m. Esta pressão de 

superfície foi mantida constante pela movimentação compensatória das barreiras (controladas 

via software), durante o tempo de 4800 segundos (1h e 20min). O mesmo procedimento foi 

realizado com 200 mL de etefon (1.10-4 M) na subfase. A estabilidade do filme foi avaliada 

pela variação da área média ocupada pelas moléculas na superfície e os procedimentos 

utilizados foram realizados em triplicata. 
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4.3.5. Espectroscopia de absorção de reflexão infravermelha de modulação de polarização 

(PM-IRRAS) 

Os espectros de PM-IRRAS foram obtidos no Laboratório do Grupo de Polímeros 

Bernhard Gross no Instituto de Física da USP – São Carlos, utilizando um espectrofotômetro 

modelo PMI550 da KSV Instruments. O espectro foi coletado no intervalo de 800 a 4200 cm-1 

e resolução espectral de 8 cm-1. Este equipamento é equipado com um detector HgCdTe modelo 

PCI-3TE-10.6, com área ativa de 1x1 mm2. 

As medidas foram realizadas com o ângulo rasante de 80° à 23 °C, sendo os espectros 

obtidos na pressão superficial de 30 mN/m, pressão correspondente à pressão lateral interna das 

membranas celulares sob pressão atmosférica e livre de interferentes externos (MARSH, 1996).  

A membrana celular tende a manter uma densidade específica de empacotamento lipídico em 30 

mN.m-1 (JANMEY; KINNUNEN, 2006). A pressão lateral também regula o funcionamento de 

determinadas classes de proteínas presentes na membrana, que podem sofrer alterações de acordo 

com as variações do conteúdo lipídico (CANTOR, 1997). 

Foram obtidos espectros para os fosfolipídios DPPC (1.10-3 M) na ausência e presença 

de etefon (1.10-4 M). O sinal PM-IRRAS (S) é obtido pela diferença entre os espectros s e p, 

usando a equação: S = ΔR/R = (Rp-Rs)/(Rp+Rs) (BLAUDEZ et al., 1993; NAKAHARA; LEE; 

SHIBATA, 2010), onde Rp e Rs são as reflectâncias polarizadas paralela (p) e perpendicular 

(s) ao plano de incidência, respectivamente. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Avaliação da saúde geral e reprodutiva dos ratos 

 

5.1.1. Toxicidade geral 

As preocupações acerca dos riscos potenciais à saúde causados pela exposição a 

agrotóxicos são eminentes (MARONI et al. 2006; GILDEN et al. 2010; SYAFRUDIN et al., 

2021). Porém, apesar dessa preocupação, observa-se que alguns compostos ainda apresentam 

poucos estudos sobre seus efeitos e toxicidade para a saúde geral e reprodutiva, como é o caso 

do etefon. 

Durante o período de exposição, não foram observados sinais clínicos de intoxicação, 

entretanto, algumas modificações no padrão de consumo de água e ração foram identificadas. 

No consumo diário de água, houve um aumento (p < 0,05) no grupo E400 em relação ao grupo 

controle e ao grupo E200 no 9º dia de exposição. E no 27º dia, ocorreu um aumento (p < 0,05) 

no consumo de água no grupo E400 em relação ao grupo controle (Figura 9A). 

O consumo de ração apresentou diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) em 

5 dias no decorrer da exposição. No 6º dia houve um aumento no consumo de ração no grupo 

E200 quando comparado ao grupo E150 e observou-se um aumento no consumo do grupo E400 

em relação ao grupo E200. Esta mesma situação foi observada no 9º dia de exposição. Nos dias 

12 e 27 ocorreu um aumento no consumo do grupo E400 em relação ao grupo E200. E no 21º 

dia de exposição, observou-se um aumento no consumo de ração para o grupo E400 em 

comparação ao grupo controle (Figura 9B). 

Apesar das diferenças observadas no consumo diário de água e ingestão de ração, estes 

não comprometeram o peso final e o ganho de peso (Tabela x) dos animais expostos. Além 

disso, os pesos dos órgãos reprodutivos, fígado e rins não foram afetados pela exposição ao 

etefon (Tabela 2). Tais resultados corroboram com um estudo de toxicidade dérmica de 21 dias 

(0, 25, 75 e 150 mg/kg/dia de etefon) com coelhos machos e fêmeas. Efeitos cutâneos foram 

observados em todas as doses, mas não foram observadas alterações no peso corporal e peso 

dos órgãos (USEPA, 1995). 
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Tabela 2 – Peso final, ganho de peso e peso dos órgãos reprodutores, fígado e rim dos ratos dos grupos controle e expostos a 150 (E150), 200 

(E200) e 400 mg/kg (E400) de etefon 

 
Controle 

Grupos expostos ao etefon 

 E150 E200 E400 

Peso final dos animais (g)1 352,14 ± 30,09 358,78 ± 23,19 360,36 ± 32,28 360,74 ± 29,59 

Ganho de peso (%)2 10,19 (8,82-11,06) 9,92 (5,45-10,99) 8,62 (5,41-13,25) 7,33 (5,94-10,54) 

Testículo (g)1 1,39 ± 2,57 1,44 ± 1,23 1,50 ± 1,94 1,44 ± 2,32 

Epidídimo (mg)1 611,45 ± 51,42 601,00 ± 49,99 590,91 ± 80,74 571,64 ± 151,01 

Próstata (mg)1 484,00 ± 147,16 465,82 ± 180,31 386,09 ± 121,84 442,27 ± 195,56 

Glândula seminal cheia (g)1 1,21 ± 3,16 1,14 ± 1,94 0,99 ± 3,30 1,05 ± 2,15 

Glândula seminal vazia (mg)1 593,09 ± 150,82 545,45 ± 98,36 510,64 ± 137,40 515,64 ± 161,56 

Fígado (g)1 17,46 ± 2,10 17,56 ± 2,81 17,13 ± 3,46 18,61 ± 1,68 

Rim direito (g)1 1,45 ± 1,96 1,41 ± 1,15 1,44 ± 2,29 1,51 ± 1,20 

1 Valores expressos em média ± DP. ANOVA com teste a posteriori Tukey. 2 Valores expressos como mediana (Q1 - Q3). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” 

de Dunn. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p <0,05). 
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Figura 9 – Consumos de água (mL) e ração (g) dos ratos dos grupos controle e expostos a 150 

(E150), 200 (E200) e 400mg/kg (E400) de etefon 

 
A – Consumo de água. B – Consumo de ração. Valores expressos em média. ANOVA com teste a posteriori Tukey. 

Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 

 

5.1.2. Análise histopatológica 

Na análise histopatológica do testículo é possível observar que o grupo controle 

apresentou estrutura normal dos túbulos seminíferos e tecido intersticial (Figura 10A e 10B). 

E, também, epitélio germinativo testicular íntegro com diferentes tipos de células germinativas 

e células de Sertoli e espermatozoides na luz do túbulo seminífero (Figura 10C). 

Os animais dos grupos expostos ao etefon apresentaram alterações testiculares focais e 

com variabilidade interindividual. A alteração mais frequente nos animais dos três grupos 

expostos foi a esfoliação de células germinativas na luz dos túbulos seminíferos (Figura 10D – 

10G). Na Figura 2E, observa-se a presença de diferentes tipos de células germinativas imaturas 

descamadas na luz dos túbulos seminíferos. Túbulos seminíferos com vacuolização 

intraepitelial (Figura 10H – 10J) foram observados em quatro animais dos grupos E200 e E400.  

A vacuolização no epitélio seminífero é a resposta morfológica das células de Sertoli 

contra várias lesões, entre eles a exposição a agentes tóxicos (CREASY, 2001). Essas células 

exercem funções essenciais para garantir o sucesso da espermatogênese, ou seja, manutenção 

da integridade do epitélio seminífero, barreira hematotesticular e nutrição do epitélio seminífero 

(RUSSEL et al., 1993). Assim, lesões nessas células podem impactar fortemente a 

espermatogênese. 

Em dois animais do grupo E400 também ocorreu perda da integridade estrutural do 

epitélio seminífero, com túbulos seminíferos com focos de perda intensa de células 

germinativas, restando apenas células de Sertoli em toda a periferia da secção tubular e 
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pequenos grupos de células germinativas (Figura 10K e 10L). Este resultado corrobora com o 

resultado da contagem dos espermatozoides no testículo para o grupo E400, onde observou-se 

que a exposição ao etefon diminuiu o número, a produção diária e o número de espermatozoides 

por grama de testículo. A intensa perda de células germinativas observada na análise 

histopatológica pode ter influenciado na quantidade de espermatozoides no testículo. 

Estudos indicam que o etefon pode afetar a multiplicação e diferenciação celular, devido 

à diminuição da expressão da proteína PCNA na espermatogônia, que é essencial para a 

replicação do DNA e crescimento e proliferação celular (KELMAN, 1997; WONG et al., 2000; 

ABD ELDAIM et al., 2018), o que pode estar relacionado à redução da produção espermática 

e alterações testiculares que foram observadas. Resultados semelhantes ao desse estudo foram 

obtidos por Abd Eldaim e colaboradores (2018) que observaram diminuição na contagem de 

espermatozoides em ratos expostos a 200 mg/kg de etefon. Outro estudo expondo ratos Wistar 

a 10 e 100 mg/kg/dia de clorpirifós, também observou diminuição no número de 

espermatozoides (EL-TAWIL, 2014). 
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Figura 10 - Fotomicrografias de secções transversais de testículo de ratos dos grupos controle 

(A – C) e expostos a 150 (E150 - D, E), 200 (E200 - F, H, I) e 400 mg/kg (E400 - G, J - L) de 

etefon 

 
A – C) Grupo controle. D e E) Grupo E150. F, H e I) Grupo E200. G, J – L) Grupo E400. A e B - Estrutura normal 

dos túbulos seminíferos (ts) e tecido intersticial (ti). C - Epitélio germinativo (eg) testicular íntegro com diferentes 

tipos de células germinativas e células de Sertoli e luz do túbulo seminífero com espermatozoides (sz). D, F, G - 

Presença de intensa esfoliação de células germinativas na luz de vários túbulos seminíferos (*). E - Nota-se a 

presença de diferentes tipos de células germinativas imaturas descamadas na luz dos túbulos seminíferos. H, I, J - 

Presença de túbulos seminíferos com vacuolização intraepitelial (setas). K - Perda de integridade estrutural do 

epitélio seminífero, com focos de intensa perda de células germinativas (#). L - Epitélio seminífero com presença 

de células de Sertoli (cabeça de seta) em toda a periferia da secção tubular e apenas pequenos grupos de células 

germinativas (círculos). sg: espermatogônia. sI: espermatócito primário. sr: espermátide redonda. sa: espermátide 

em alongamento. sz: espermatozoide. A, D, F, H: Aumento de 100x. B, G: Aumento de 200x. C, E, I – L: Aumento 

de 400x. Hematoxilina - eosina (HE). 
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Na análise histopatológica do epidídimo observa-se que o grupo controle apresentou 

epitélio do ducto epididimário com integridade morfológica, interstício normal e lúmen com 

espermatozoides nos segmentos cabeça (Figura 11A e 11B) e cauda (Figura 11C e 11D). 

Entretanto, os grupos expostos ao etefon apresentaram alterações nas três doses estudadas.  

Assim como observado no testículo, as lesões epididimárias apresentaram diferenças 

interindividuais e intergrupos. Animais do grupo E150 apresentaram epitélio da região da cauda 

epididimária com grande número de células claras (Figura 11E), inclusive com presença de 

célula clara hiperplásica (Figura 11F).  

As células claras estão presentes por todo o epidídimo e desempenham a função de 

fagocitar as gotículas citoplasmáticas que são liberadas do espermatozoide em maturação e, 

também, fagocita outros detritos luminais. O aumento das células claras pode ser causado pelo 

aumento do número de lisossomos no citoplasma envolvidos na endocitose, devido ao aumento 

do acúmulo de detritos no lúmen (KEMPINAS; KLINEFELTER, 2014). Nesse estudo, notou-

se a presença de massas de células epiteliais descamadas e célula germinativa acidófila no 

lúmen, caracterizando um aumento de detritos na região. Tal fato, pode estar associado ao 

aumento das células claras observado e, também, ao aparecimento de células claras 

hiperplásicas, uma vez que pode ter ocorrido um aumento da endocitose, devido a presença das 

células esfoliadas. 

Nos grupos E150 e E200 foi possível observar a presença de vacuolização intraepitelial 

(Figura 11I e 11K) e célula germinativa acidófila esfoliada no lúmen entre os espermatozoides 

(Figuras 11J e 11K) em seis e quatro animais, respectivamente. Em um animal do grupo E200, 

notou-se a presença de corpo celular acidófilo multinucleado no lúmen (Figura 11L). A 

presença da vacuolização intraepitelial, assim como no testículo, sinaliza uma perturbação no 

ambiente luminal dos ratos dos grupos expostos ao etefon. 

Já no grupo E400, observou-se a presença de hiperplasia cribriforme na cauda do ducto 

epididimário (Figura 11M – 11O) em um animal. Nas Figuras 11N e 11O é possível observar 

o epitélio hiperplásico dobrando-se sobre si mesmo, formando estruturas pseudoglandulares. 

Além disso, destaca-se a ausência de espermatozoides no lúmen do ducto epididimário na 

região de hiperplasia epitelial (Figura 11N). A hiperplasia cribriforme é uma alteração 

hiperplásica no epitélio, onde este, normalmente, dobra-se sobre si mesmo e forma estruturas 

pseudoglandulares. Essa alteração, em ratos tem sido associada a toxicidades testiculares e o 

dobramento do epitélio pode ser uma resposta a falta de espermatozoides e fluido testicular e 

atrofia do epidídimo. Tais situações levam a uma ruptura do microambiente epididimal. A 

hiperplasia cribiforme é frequentemente relacionada com a depleção androgênica, 
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envelhecimento, atrofia testicular, criptorquidia e tumores (KEMPINAS; KLINEFELTER, 

2014). 

Segundo Abd Eldaim e colaboradores (2018), o etefon reduz significativamente os 

níveis de testosterona, ou seja, induz a depleção androgênica. Desse modo, a presença de 

hiperplasia cribriforme observada poderia estar associada a depleção de testosterona causada 

pela exposição ao etefon. Entretanto, no presente estudo o peso da próstata ventral e glândula 

seminal, que são andrógeno-dependentes, não foram afetados pela exposição ao agrotóxico. 

Foi observado espessamento da lâmina basal no ducto epididimário no grupo E400 

(Figura 11M – 11O), que pode estar associado a um aumento de células mioides. A presença 

de aquaporinas 1 (AQP-1) nas células mioides contribui para a reabsorção de líquidos e solutos, 

com um papel fundamental na regulação do fluxo de fluido transcelular (DOMENICONI et al., 

2008; TEIXEIRA et al., 2012). E pode apresentar relação com redução na quantidade de fluidos 

no lúmen epididimário e consequente hiperplasia cribriforme (KEMPINAS; KLINEFELTER, 

2014). Apesar de não haver diferença estatisticamente significativa, houve um aumento de 

20.75% (cabeça-corpo) e 15.21% (cauda) no tempo de trânsito espermático no epidídimo no 

grupo E400 em relação ao grupo controle. Desta forma, não há indícios de aumento da 

contração do ducto epididimario e do transporte luminal. 

Além disso, notou-se a presença de massa de células epiteliais descamadas no lúmen da 

região da cabeça epididimária de um animal (Figura 11G e 11H). Não foi encontrado na 

literatura uma descrição dessa alteração em epidídimo, mas na literatura é reportada a presença 

dessa alteração na próstata. Ferruci e colaboradores (2017), em um estudo sobre a descamação 

de células na próstata, relatou que as células são descamadas da membrana basal e não 

interagem com as células vizinhas. Além disso, a maioria das células descamadas possuem 

membrana plasmática intacta. 
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Figura 11 - Fotomicrografias de secções longitudinais dos segmentos cabeça e cauda do 

epidídimo dos ratos dos grupos controle (A - D) e expostos a 150 (E150 - E - J), 200 (E200 - K 

- L) e 400 mg/kg (E400 - M - O) de etefon 

 
A – D) Grupo controle. E – J) Grupo E150. K – L) Grupo E200. M – O) Grupo E400. A - D - Integridade 

morfológica do epitélio do ducto epididimário (ep), interstício (in) e lúmen com espermatozoides (sz) nos 

segmentos cabeça (A e B) e cauda (C e D). E e F - Epitélio da região da cauda epididimária com grande número 

de células claras (cc). Em F, observa-se presença de célula clara hiperplásica. G e H - Presença de massa de células 

epiteliais descamadas no lúmen (*) da região da cabeça epididimária. I e K - Presença de vacuolização intraepitelial 
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(seta). J e K - Presença de célula germinativa acidófila esfoliada no lúmen (cabeça de seta) entre os 

espermatozoides. L - Presença de corpo celular acidófilo multinucleado no lúmen (cabeça de seta) entre os 

espermatozoides. M - Região do ducto epididimário do segmento cauda com hiperplasia cribriforme (#). N – O - 

Detalhe do epitélio hiperplásico, dobrando-se sobre si mesmo, com formação de estruturas pseudoglandulares 

(setas). Em N, observa-se a ausência de espermatozoides no lúmen, que pode ter levado ao dobramento epitelial. 

M – O – Observa-se o espessamneto da lâmina basal (lb). A, B, G - J (secção da cabeça do epidídimo). C, D, F, K 

– O (secção da cauda do epidídimo). A, C, E: Aumento de 100x. M: Aumento de 200x. B, D, F – L, N, O: Aumento 

de 400x. Hematoxilina - eosina (HE). 

 

5.1.3. Avaliação espermática 

Estudos vem sendo desenvolvidos a fim de avaliar anomalias qualitativas, incluindo 

motilidade e vitalidade. Esses parâmetros desempenham papel importante na penetração do 

espermatozoide para fecundação (PALOMO et al., 2010) e, consequentemente, nos processos 

envolvidos na fertilidade (AUGER et al., 2000). No presente estudo a qualidade espermática 

dos grupos expostos ao etefon foi prejudicada. Apesar da ausência de impacto sobre o tempo 

de trânsito espermático na cabeça/corpo do epidídimo, a maturação espermática pode ter sido 

afetada pela exposição ao etefon, considerando o comprometimento da motilidade dos 

espermatozoides. 

A exposição ao etefon afetou a contagem de espermatozoides no testículo (Tabela 3). O 

número de espermatozoides no testículo e a produção diária de espermatozoides diminuíram (p 

< 0,05) no grupo E400 em comparação ao grupo controle e E150. O número de espermatozoides 

por grama de testículo também sofreu uma diminuição no grupo E400 em relação ao grupo 

controle apenas. A contagem de espermatozoides no epidídimo e o tempo de trânsito 

espermático foram semelhantes (p > 0,05) entre os grupos de exposição.
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Tabela 3 - Contagens de espermatozoides no testículo e epidídimo em ratos dos grupos controle e expostos a 150 (E150), 200 (E200) e 400 mg/kg 

(E400) de etefon 

  Grupos expostos ao etefon 

Parâmetro Controle E150 E200 E400 

Contagem de espermatozoides no testículo     

Número de espermatozoides (x 106) 141,35 ± 11,26a 135,61 ± 12,34a 133,24 ± 9,79ac 121,99 ± 11,58bc 

Número de espermatozoides por grama de órgão 

(x 106/g) 
109,74 ± 12,18a 105,48 ± 13,61ac 102,40 ± 11,84ac 92,54 ± 10,87bc 

Produção diária de espermatozoides                         

(x 106/testículo/dia) 
23,17 ± 1,85a 22,23 ± 2,03a 21,84 ± 1,61ac 19,99 ± 1,90bc 

Contagem de espermatozoides na cabeça/corpo 

do epidídimo 
    

Número de espermatozoides (x 106) 103,33 ± 16,10 103,57 ± 27,69 95,50 ± 22,32 108,24 ± 16,46 

Número de espermatozoides por grama de órgão 

(x 106/g) 
309,32 ± 38,71 328,93 ± 91,84 306,21 ± 39,96 333,30 ± 34,99 

Trânsito espermático (dias) 4,48 ± 0,84 4,70 ± 1,46 4,37 ± 0,98 5,41 ± 0,65 

Contagem de espermatozoides na cauda do 

epidídimo 
    

Número de espermatozoides (x 106) 146,00 ± 24,39 141,45 ± 19,23 142,58 ± 37,99 144,58 ± 23,36 

Número de espermatozoides por grama de órgão 

(x 106/g) 
601,24 ± 54,15 579,37 ± 62,71 618,75 ± 108,09 631,87 ± 84,70 

Trânsito espermático (dias) 6,31 ± 0,96 6,44 ± 1,28 6,51 ± 1,65 7,27 ± 1,32 

Valores expressos em média ± DP. ANOVA com teste a posteriori Tukey. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p <0,05). 
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Os resultados demonstram que ocorreu uma redução significativa (p < 0,05) na 

porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva (Figura 12A) nos três grupos 

expostos em relação ao grupo controle. Consequentemente, houve um aumento (p < 0,05) da 

motilidade não progressiva (Figura 12B) nesses grupos. Já a porcentagem de espermatozoides 

imóveis (Figura 12C) apresentou um aumento (p < 0,05) apenas no grupo E200 em relação ao 

grupo controle.  

Houve redução significativa (p < 0,05) no percentual de espermatozoides 

morfologicamente normais nos grupos E200 e E400 (Figura 12D). Além disso, o grupo E400 

apresentou mais (p < 0,05) anormalidades quando comparado ao grupo E150 (Figura 12D). A 

morfologia da cabeça do espermatozoide sofreu o mesmo padrão de alteração descrito 

anteriormente (Figura 12E) e a alteração mais observada foi presença de cabeça espermática 

isolada. Já a porcentagem de espermatozoides com alterações na cauda aumentou (p < 0,05) 

nos três grupos expostos em relação ao grupo controle (Figura 12F). A alteração mais 

frequentemente observada foi a presença de cauda espermática dobrada, seguida de cauda 

isolada. 
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Figura 12 - Motilidade e morfologia de espermatozoides dos ratos dos grupos controle e 

expostos a 150 (E150), 200 (E200) e 400mg/kg (E400) de etefon 

 
A – Motilidade com progressão. B – Motilidade sem progressão. C – Imóveis. D – Espermatozoides com 

morfologia normal. E – Anormalidades morfológicas da cabeça. F – Anormalidades morfológicas da cauda. 

Valores expressos como mediana (Q1 - Q3). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras 

diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p <0,05). 
 

A porcentagem de espermatozoides com membrana plasmática integra sofreu redução 

(p < 0,05) nos grupos E200 e E400 em relação ao grupo controle e entre os grupos E150 e E400 
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(Figura 13A). O mesmo resultado foi observado para a integridade de membrana acrossomal 

dos espermatozoides (Figura 13B). 

 

Figura 13 - Integridade da membrana plasmática (A) e acrossomal (B) dos ratos dos grupos 

controle e expostos a 150 (E150), 200 (E200) e 400mg/kg (E400) de etefon 

 
Valores expressos como mediana (Q1 - Q3). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras 

diferentes indicam diferença estatisticamente significativa (p <0,05). 
 

A redução da motilidade progressiva e, consequentemente, o aumento da motilidade não 

progressiva e no número de espermatozoides imóveis observados corroboram com a diminuição 

do número de espermatozoides com membrana plasmática intacta. A morfologia espermática 

também foi comprometida com a exposição ao etefon. O número de espermatozoides 

morfologicamente normais diminuiu nos grupos expostos e ocorreu um aumento de 

anormalidades na cabeça e cauda nos espermatozoides desses grupos. 

Tais resultados são semelhantes aos obtidos por Abd Eldaim e colaboradores (2018), 

onde animais expostos ao etefon apresentaram diminuição significativa na vitalidade, 

motilidade total, motilidade progressiva e contagem espermática. Além disso, aumentaram 

significativamente as anormalidades dos espermatozoides, os danos no tecido testicular e no 

DNA e os espermatozoides imóveis. 

O acrossoma dos espermatozoides é uma organela derivada do complexo de Golgi que 

forma uma espécie de capa sobre a parte anterior do núcleo e contém enzinas digestivas. Tais 

enzimas são liberadas durante a reação acrossômica, um evento exocitótico, e decompõem a 

membrana plasmática do ovócito, permitindo assim a penetração do espermatozoide no ovócito 

II (ROTEM et al., 1992). Nesse estudo o etefon reduziu o número de espermatozoides com a 

membrana acrossomal integra nos grupos E200 e E400 em relação ao grupo controle. Também 
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houve uma redução significativa entre os grupos E150 e E400. Anormalidades morfológicas ou 

no acrossoma podem comprometer a fertilização (MENKVELD et al., 1996; GARRETT et al., 

1997), no presente estudo o aumento do número de anormalidades morfológicas e a redução do 

número de espermatozoides com membrana plasmática e acrossomal íntegra podem refletir em 

prejuízos para a fertilidade. 

Outros estudos foram desenvolvidos afim de avaliar a exposição a agrotóxicos e os 

efeitos sobre a integridade da membrana acrossomal. Segundo Saalfeld e colaboradores (2018), 

a exposição de camundongos a 10 mg/kg de atrazina por 21 dias, também ocasiona uma 

diminuição no número de espermatozoides com membrana acrossomal íntegra. Em um estudo 

de exposição de ratos Wistar adultos a fipronil por 28 dias, constatou-se uma diminuição de 20 

e 24% na integridade da membrana acrossomal nos grupos expostos a 5 e 10 mg/kg, 

respectivamente (KHAN et al., 2015). 

 

5.2. Estudo da interação molecular entre fosfatidilcolinas e etefon 

A partir dos resultados observados para a membrana plasmática dos espermatozoides, 

deu-se início ao estudo molecular da interação entre as fosfatidilcolinas DPPC, POPC e DOPC 

e etefon (1.10-4 M). 

 

5.2.1. Interação de bicamadas lipídicas com etefon 

Para o estudo da interação das bicamadas lipídicas com etefon, foram utilizadas GUVs 

obtidas com DPPC, POPC e DOPC (Figura 14). Essas vesículas foram observadas quanto à sua 

formação e os efeitos adversos na ausência e na presença de etefon (1.10-4 M). 

 

Figura 14 – GUVs de DPPC, POPC e DOPC na ausência de etefon, após 30 min de observação 
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As GUVs em sua formação apresentam curvatura espontânea, que é uma propriedade 

relacionada as diferenças na composição dos lipídios ou na composição da solução através da 

membrana. Quando o sistema é perturbado, ocorre mudanças nessa curvatura. Nesse caso, a 

curvatura espontânea pode ser positiva, apresentando estruturas externas, ou pode ser negativa, 

com estruturas internas. As diferentes curvaturas são assumidas pelo sistema após a 

perturbação, com o objetivo de minimizar a energia termodinâmica do sistema (DIMOVA, 

2019). Os efeitos morfológicos observados, estão relacionados a esse processo. 

Para o DPPC foram obtidas GUVs com conformação estável e na fase gel - Lβ na 

temperatura ambiente (23 ± 1 ºC). (NAGARAJAN et al., 2012). Na ausência de etefon, apenas 

1,8% das GUVs formadas perderam o contraste de fase após 30 minutos de observação. Já na 

presença de etefon, 6,7% das GUVs expostas sofreram algum dano em sua estrutura, sendo a 

perda do contraste de fase o efeito mais observado (5,7%) (Figura 15), seguido do formato pera 

em apenas 1% das GUVs alteradas. 

 

Figura 15 – Imagens de microscopia de contraste de fase de GUVs de DPPC, após 30 minutos 

de exposição ao etefon 

 

A e B – GUVs de DPPC com ausência de contraste de fase. 

 

As GUVs de POPC apresentaram-se em formato esférico e, nas condições analisadas, 

não foram percebidas flutuações na forma das vesículas. Na ausência do etefon, apenas 1,8% 

das GUVs formadas apresentaram algum dano em sua estrutura, sendo a formação de buds e a 

perda do contraste de fase os danos observados. A presença do etefon no sistema afetou 58,4% 

das GUVs expostas. Os dois efeitos mais observados foram a perda do contraste de fase (57%) 

e a explosão de vesículas (Figura 16). Outros efeitos como GUVs no formato pera e bud também 

foram observados em menor quantidade.   

 

 



60 

 

Figura 16 – Imagens de microscopia de contraste de fase de GUVs de POPC expostas ao etefon 

 
A à F – Explosão de vesículas. G à I – Processo de perda do contraste de fase. O tempo de análise é mostrado na 

parte superior de cada imagem capturada. 

 

As GUVs de DOPC apresentaram-se em formato esférico e, nas condições 

experimentais utilizadas, não houve flutuações na forma das vesículas. Na ausência de etefon, 

3,1% das GUVs formadas por DOPC apresentaram formação de bud, sendo este o único efeito 

observado. Vale destacar que esse efeito é comum na formação de GUVs de DOPC (YU et al., 

2010). Já para as GUVs expostas ao etefon esse valor foi de 9,7% de GUVs afetadas e o efeito 

mais observado foi a perda do contraste de fase, seguido da formação de buds e formato pera. 

A abertura dos poros e permeabilização da membrana é resultado das quebras das 

cadeias lipídicas ocasionas pelas reações de oxidação sofridas naturalmente pelos fosfolipídios 

insaturados. Desse modo a formação de aldeídos truncados favorece um aumento na distância 

lipídio-lipídio e, consequentemente, a perda de contraste de fase (PAZIN et al., 2021). Neste 

estudo o etefon pode estar gerando uma desorganização na bicamada lipídica. Essa 

desorganização pode estar favorecendo o processo de oxidação e ocasionando um aumento na 

distância lipídio-lipídio, resultando no aumento da perda de contraste de fase observado. 

Embora o POPC e DOPC estejam na fase fluida na temperatura de análise (23 ± 1 ºC) e 

sejam insaturados, não observamos no DOPC a mesma intensidade de perda de contraste de 

fase que observamos para o POPC. Além disso, para o DOPC também não foi observado a 

explosão de vesículas que se observou para o POPC em poucos minutos de exposição. Esses 
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resultados demonstram que os efeitos do etefon podem ser induzidos quimicamente nas 

vesículas e não de acordo com a fase em que os lipídios estão. 

 

5.2.2. Interação das monocamadas lipídicas com etefon 

A partir dos resultados obtidos para as bicamadas, procedeu-se o estudo com as 

monocamadas a fim de entender as interações entre o etefon e os fosfolipídios em estudo. Na 

Figura 17 são apresentados os resultados das isotermas π-A para o fosfolipídio DPPC (1.10-3 

M) em subfase aquosa, na ausência e na presença do etefon, nas concentrações 1.10-6, 1.10-5 e 

1.10-4 M. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente (23 ºC) e em triplicata 

e as médias das triplicatas são apresentadas para facilitar a visualização.  

A Figura 17 também apresenta a isoterma π-A do estudo realizado afim de identificar a 

atividade superficial do etefon (1.10-4 M) em subfase aquosa. Para isso, as barreiras da cuba 

foram comprimidas na ausência de lipídios na interface ar/água. Vale salientar que o etefon, 

nessa mais alta concentração utilizada neste estudo, não apresenta atividade superficial e, 

portanto, não forma monocamadas. Esta conclusão se dá como base na análise de que o valor 

da pressão superficial não se alterou durante toda a compressão das barreiras, considerando-se 

apenas a presença do etefon na subfase. 

 

Figura 17 – Isotermas π-A de DPPC na ausência e presença de etefon em diferentes 

concentrações 

 

Isotermas π-A obtidas a 23 ºC para monocamadas de DPPC na subfase contendo água ultrapura e etefon 1.10-6 

(linha verde), 1.10-5 (linha azul) e 1.10-4 M (linha vermelha). Isoterma π-A obtidas a 23 ºC com etefon 1.10-4 M 

em subfase aquosa na ausência de fosfolipídio (linha roxa). 
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A isoterma π-A em subfase aquosa para o DPPC apresenta perfil característico do 

fosfolipídio (RUIZ et al., 2017), com valor médio de área extrapolada de 58 Å2. A área 

extrapolada foi determinada traçando uma linha da região de mais alto empacotamento lipídico 

até a pressão zero. Pode-se observar a presença bem definida das fases gasosa, líquido-

expandida e líquido-condensada e o colapso é atingido em 59 mN/m. Observa-se um platô a 7 

mN/m que indica a coexistência das fases líquido-expandida e líquido-condensada 

característico para o fosfolipídio. Para o DPPC, todas as concentrações do etefon não 

provocaram mudanças no perfil da isoterma π-A, bem como não provocaram deslocamentos 

significativos. 

A diferença de cargas entre o etefon (negativo) e o grupo colina (positivo) pode gerar 

uma interação de atração eletrostática entre as moléculas. Porém, a ausência de alterações nas 

isotermas de DPPC pode indicar que o etefon, por possuir alta solubilidade em água e pela carga 

negativa, permanece na subfase, abaixo da monocamada de DPPC, sem ocupar uma área na 

interface ar/água, conforme ilustrado na Figura 18. 

 

Figura 18 – Esquema representativo da estruturação da monocamada de DPPC na fase 

condensada para as subfases contendo etefon 

 

Fonte: Próprio autor 

 

Além da interação atrativa com o grupo colina, outra possível interação do etefon seja 

com o grupo hidratado fosfato. A presença do grupo fosfato no DPPC promove um ambiente 

repulsivo para o fosfato presente no etefon. Desse modo, ocorreria uma interação eletrostática 

repulsiva entre os grupos fosfato do DPPC e do etefon. Essa interação pode ser uma das 

responsáveis pelo fato do etefon não ocupar uma área na interface ar/água, uma vez que essa 

repulsão não permite que o etefon interaja com as áreas superiores da cabeça do lipídio. 

Outra hipótese para o etefon não ocupar uma área na interface ar/água se deve ao 

empacotamento da monocamada. O DPPC, por não possuir insaturações na cauda, forma uma 
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monocamada mais organizada. Ou seja, o espaçamento entre os lipídios não deixa espaços 

livres para o etefon ocupar uma área na interface ar/água. 

Resultado semelhante foi obtido por Morato e colaboradores (2021) ao investigarem os 

efeitos do inseticida organofosforado acefato sobre monocamadas de DPPC. Esse estudo 

demonstrou ausência de alterações na isoterma π-A de DPPC na presença de acefato. Porém, 

embora o acefato não tenha deslocado a isoterma π-A, houve interação com os grupos 

hidratados colina e fosfato. 

Complementando os estudos das isotermas π-A, na Figura 19 são apresentados os 

gráficos de módulo compressional por pressão de superfície para o lipídio DPPC nas subfases 

contendo água ultrapura e etefon nas concentrações 1.10-6, 1.10-5 e 1.10-4 M. A Figura 10B 

apresenta um gráfico comparativo e a Tabela 4 os valores de compressibilidade das 

monocamadas de DPPC na ausência e presença de etefon na pressão de superfície 30 mN/m, 

pressão correspondente às condições das membranas celulares (MARSH, 1996). 

 

Figura 19 – Gráfico do módulo compressional por pressão de superfície de DPPC na ausência e 

presença de etefon em diferentes concentrações 

 
A – Curvas de Cs-1 em função da pressão de superfície para as monocamadas de DPPC obtidas das isotermas π-A 

nas subfases contendo água ultrapura e etefon 1.10-6 (linha verde), 1.10-5 (linha azul) e 1.10-4 M (linha vermelha). 

B – Gráfico de barras Cs-1 obtido das isotermas π-A de DPPC em π = 30 mN/m na subfase contendo água ultrapura 

(barra preta) e etefon 1.10-6 (barra verde), 1.10-5 (barra azul) e 1.10-4 M (barra vermelha).  
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Tabela 4 – Valores de módulo compressional em 30 mN/m para as monocamadas de DPPC na 

ausência e presença de etefon nas diferentes concentrações 

   

Monocamada Cs-1 (mN/m) Desvio padrão 

DPPC 166,3 0,5 

DPPC + Etefon 1.10-6 M 171,8 0,4 

DPPC + Etefon 1.10-5 M 154,7 0,2 

DPPC + Etefon 1.10-4 M 156,5 0,4 

 

O DPPC em subfase aquosa apresentou resultado coerente com o descrito na literatura 

(STUNGES et al., 2017). Os valores obtidos para 30 mN/m estão dentro da faixa líquido 

condensada, referente ao intervalo de Cs-1 entre 100 e 250 mN/m (DAVIES; RIDEAL, 1963). 

A presença do etefon na subfase, nas três concentrações estudadas, não causou mudanças 

significativas na elasticidade da monocamada. É possível observar que os valores de módulo 

compressional (Tabela 4) sofreram alterações, porém permanecem no intervalo de Cs-1 

referente à fase líquido condensada. 

Na Figura 20 são apresentados os resultados das isotermas π-A para o fosfolipídio POPC 

(1.10-3 M) em subfase aquosa, na ausência e na presença do etefon, nas concentrações 1.10-6, 

1.10-5 e 1.10-4 M. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente (23 ºC) e em 

triplicata e as médias das triplicatas são apresentadas para facilitar a visualização.  

 

Figura 20 – Isotermas π-A de POPC na ausência e presença de etefon em diferentes 

concentrações 

 

Isotermas π-A obtidas a 23 ºC para monocamadas de POPC na subfase contendo água ultrapura e etefon 1.10-6 

(linha verde), 1.10-5 (linha azul) e 1.10-4 M (linha vermelha). 
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A isoterma π-A em subfase aquosa para o POPC apresenta perfil característico do 

fosfolipídio (RUIZ et al., 2021), com valor médio de área extrapolada de 82 Å2. O perfil da 

isoterma não apresenta as transições de fases bem definidas, como observado para o DPPC.  A 

ausência das transições de fase bem definidas está relacionada com as insaturações presentes 

nas cadeias alifáticas e a temperatura de transição (-2 ºC) do fosfolipídio. Na temperatura em 

que as isotermas π-A foram obtidas (23 ºC) o POPC encontra-se na fase fluída, onde as cadeias 

são mais desordenadas e, por estar muito acima da temperatura de transição, a monocamada 

não atinge a fase líquido-condensada, sendo possível observar apenas as fases gasosa e líquido-

expandida (SENNATO et al., 2005; AOKI et al., 2016).  

Em 30 mN/m, as isotermas π-A na presença de etefon 1.10-6 e 1.10-5 M apresentaram 

deslocamento pouco significativo, de 2 Å2 (2/82 → 2,4%). A maior concentração do composto 

(1.10-4 M) apresentou deslocamento de 3 Å2 (3/82 → 3,6%) em comparação com a 

monocamada de POPC em água ultrapura. Um estudo desenvolvido por Pereira e colaboradores 

(2018) identificou a preferência de interação entre a molécula Eosina Y e fosfolipídios 

insaturados. Ao avaliar a exposição de DPPC, POPC e DOPC à Eosina Y, observou-se maior 

interação com as fosfatidilcolinas insaturadas. A preferência foi relacionada ao fato de que na 

temperatura ambiente (23 ºC), o POPC se encontra na fase fluída e possui cadeias mais 

desordenadas e menos empacotadas. Esse desordenamento das cadeias facilita a incorporação 

do composto na interface ar/água, permitindo que ele fique embebido entre as cabeças e, 

consequentemente, ocupe uma área na interface ar/água. A área ocupada é vista nos 

deslocamentos apresentados pelas isotermas π-A. 

Embora haja deslocamentos na isoterma π-A na presença de etefon, nota-se que em altas 

pressões esse deslocamento não é mais observado. Isso indica que o etefon não permanece na 

interface ar/água até o colapso da monocamada. A Figura 21 ilustra as possíveis estruturações 

que a monocamada de POPC adquiri na presença do etefon nas fases líquida e condensada. 
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Figura 21 – Esquema representativo da estruturação da monocamada de POPC nas fases líquida 

e condensada para as subfases contendo etefon 

 
Fonte: Próprio autor 

 

Na Figura 22A são apresentados os gráficos de módulo compressional por pressão de 

superfície para o lipídio POPC nas subfases contendo água ultrapura e etefon nas diferentes 

concentrações (1.10-6, 1.10-5 e 1.10-4 M). A Figura 22B apresenta um gráfico comparativo e a 

Tabela 5 os valores de compressibilidade das monocamadas de POPC na ausência e presença 

de etefon na pressão de superfície 30 mN/m. 

 

Figura 22 – Gráfico do módulo compressional por pressão de superfície de POPC na ausência 

e presença de etefon em diferentes concentrações 

 
A – Curvas de Cs-1 em função da pressão de superfície para as monocamadas de POPC obtidas das isotermas π-A 

nas subfases contendo água ultrapura e etefon 1.10-6 (linha verde), 1.10-5 (linha azul) e 1.10-4 M (linha vermelha). 

B – Gráfico de barras Cs-1 obtido das isotermas π-A de POPC em π = 30 mN/m na subfase contendo água ultrapura 

(barra preta) e etefon 1.10-6 (barra verde), 1.10-5 (barra azul) e 1.10-4 M (barra vermelha). 
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Tabela 5 – Valores de módulo compressional em 30 mN/m para as monocamadas de POPC na 

ausência e presença de etefon nas diferentes concentrações 

   

Monocamada Cs-1 (mN/m) Desvio padrão 

POPC 89,5 0,6 

POPC + Etefon 1.10-6 M 83,9 1,1 

POPC + Etefon 1.10-5 M 83,3 0,6 

POPC + Etefon 1.10-4 M 80,0 0,8 

 

O resultado de módulo compressional para o POPC em subfase aquosa é coerente com 

o descrito na literatura (ANDREEVA et al., 2018). Os valores obtidos para 30 mN/m 

encontram-se dentro da faixa líquido expandida, com Cs-1 < 100 mN/m (DAVIES; RIDEAL, 

1963). O POPC, quando comparado ao DPPC, apresenta menores valores de Cs-1 por ser mais 

fluído e não apresentar as transições de fase de forma clara. Com a presença de etefon na 

subfase, nas três concentrações de estudo, as monocamadas não apresentaram mudanças 

significativas na elasticidade. Observa-se que a variação de valores de Cs-1 (Tabela 5) não foi 

suficiente para promover mudanças de fase nas monocamadas, apesar dos deslocamentos 

observados nas isotermas π-A. 

Na Figura 23 são apresentados os resultados das isotermas π-A para o fosfolipídio 

DOPC (1.10-3 M) em subfase aquosa, na ausência e na presença do etefon, nas concentrações 

1.10-6, 1.10-5 e 1.10-4 M. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente (23 ºC) 

e em triplicata e as médias das triplicatas são apresentadas para facilitar a visualização.  
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Figura 23 – Isotermas π-A de DOPC na ausência e presença de etefon em diferentes 

concentrações 

 
Isotermas π-A obtidas a 23 ºC para monocamadas de DOPC na subfase contendo água ultrapura e etefon 1.10-6 

(linha verde), 1.10-5 (linha azul) e 1.10-4 M (linha vermelha). 
 

 Para a monocamada de DOPC em subfase aquosa, a isoterma π-A apresenta perfil 

característico do fosfolipídio (AOKI et al., 2016; PAZIN et al., 2021), com valor médio de área 

extrapolada de 79 Å2. A monocamada de DOPC também não apresenta as transições de fase 

bem definidas. Como já dito para o POPC, a ausência das transições bem definidas está 

relacionada à presença de insaturações nas caudas hidrofóbicas do fosfolipídio (SENNATO et 

al., 2005; AOKI et al., 2016).  

As monocamadas de DOPC na presença de etefon nas concentrações do estudo também 

apresentaram deslocamento pouco significativo, de 3 Å2 (3/79 → 3,8%) em 30 mN/m, quando 

comparadas com as monocamadas na ausência de etefon. Porém, as alterações decorrentes da 

presença do etefon são observadas mesmo em altas pressões superficiais, o que não ocorreu 

para o DPPC ou POPC. Isso indica que o etefon permanece embebido na interface ar/água até 

o colapso da monocamada. A Figura 24 ilustra as possíveis configurações da monocamada de 

DOPC na presença de etefon nas fases líquida e condensada. 
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Figura 24 – Esquema representativo da estruturação da monocamada de DOPC nas fases líquida 

e condensada para as subfases contendo etefon 

 
Fonte: Próprio autor 

 

Entre os fosfolipídios utilizados no estudo das monocamadas, o DOPC foi que mostrou 

mais interagir com o etefon, uma vez que foi o único que apresentou deslocamento nas 

isotermas π-A em todas as concentrações estudadas. Levando em consideração que os três 

lipídios estudados apresentam o mesmo grupo fosfatidilcolina, que o DPPC não apresentou 

deslocamentos nas isotermas π-A na presença do etefon, e o POPC e DOPC apresentaram 

deslocamentos, reforça-se a hipótese de que as insaturações promovem uma monocamada mais 

desordenada e facilita a incorporação do etefon na monocamada. O efeito dessa incorporação é 

mais sentido nas monocamadas de DOPC, pois apresenta duas insaturações, enquanto o POPC 

apresenta apenas uma. 

A Figura 25A apresenta os gráficos de módulo compressional por pressão de superfície 

para o lipídio DOPC nas subfases contendo água ultrapura e etefon nas diferentes concentrações 

(1.10-6, 1.10-5 e 1.10-4 M). Na Figura 25B e na Tabela 6 são apresentados, respectivamente, um 

gráfico comparativo e os valores de compressibilidade das monocamadas de DOPC na ausência 

e presença de etefon na pressão de superfície 30 mN/m. 
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Figura 25 – Gráfico do módulo compressional por pressão de superfície de DOPC na ausência 

e presença de etefon em diferentes concentrações 

 
A – Curvas de Cs-1 em função da pressão de superfície para as monocamadas de DOPC obtidas das isotermas π-

A nas subfases contendo água ultrapura e etefon 1.10-6 (linha verde), 1.10-5 (linha azul) e 1.10-4 M (linha vermelha). 

B – Gráfico de barras Cs-1 obtido das isotermas π-A de DOPC em π = 30 mN/m na subfase contendo água ultrapura 

(barra preta) e etefon 1.10-6 (barra verde), 1.10-5 (barra azul) e 1.10-4 M (barra vermelha). 
 

Tabela 6 - Valores de módulo compressional em 30 mN/m para as monocamadas de DOPC na 

ausência e presença de etefon nas diferentes concentrações 

   

Monocamada Cs-1 (mN/m) Desvio padrão 

DOPC 82,6 0,8 

DOPC + Etefon 1.10-6 M 89,1 1,0 

DOPC + Etefon 1.10-5 M 86,5 0,3 

DOPC + Etefon 1.10-4 M 84,5 0,2 

 

Os resultados observados para o DOPC em subfase aquosa são coerentes com o descrito 

na literatura (HĄC-WYDRO et al., 2007). Os valores obtidos para 30 mN/m encontram-se 

dentro da faixa líquido expandida, com Cs-1 < 100 mN/m (DAVIES; RIDEAL, 1963). O DOPC, 

assim com o POPC, apresenta menores valores de Cs-1 quando comparado ao DPPC por ser 

mais fluído e não apresentar as transições de fase de forma clara. Na presença de etefon, nas 

três concentrações de estudo, observa-se que a variação de valores de Cs-1 não sugere mudança 

de fase nas monocamadas, indicando que apesar dos deslocamentos observados nas isotermas 

π-A, não houve mudanças na fluidez da monocamada. 
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5.2.3. Estudo da histerese e estabilidade das monocamadas lipídicas 

Ciclos de compressão-descompressão da monocamada de DPPC foram estudados na 

ausência e presença de etefon 1.10-4 M na subfase. Este estudo tem como objetivo observar se 

há formação de agregados estáveis durante o processo de compressão e descompressão. A 

formação desses agregados é o que caracteriza a presença da histerese. Na Figura 26A são 

apresentados dois ciclos de compressão-descompressão da monocamada de DPPC na ausência 

e presença de etefon. Os ciclos foram analisados até π = 30 mN/m.   

 

Figura 26 – Ciclos de compressão-descompressão e curvas de estabilidade das monocamadas 

de DPPC na ausência e presença de etefon  

 

A - ciclos de compressão-descompressão obtidos a 23 ºC para as monocamadas de DPPC na subfase contendo 

água ultrapura (linha preta) e etefon 1.10-4 M (linha vermelha). B - curvas de estabilidade obtidas a 23 ºC para 

monocamadas de DPPC na subfase contendo água ultrapura e etefon 1.10-4 M (linha vermelha). 

 

As isotermas π-A de compressão da monocamada em água ultrapura são semelhantes às 

obtidas na Figura 17. As isotermas π-A obtidas na descompressão, quando ocorre a abertura 

das barreiras, são semelhantes às isotermas π-A de compressão e retornam a pressão nula ao 

final do ciclo. É possível observar uma pequena diminuição de área molecular média na 

descompressão em relação a compressão, porém não sugere que o filme forme agregados.  

Resultados semelhantes foram obtidos por Xu e Zuo (2018) em um estudo com 

monocamadas de DPPC, onde também ocorre o deslocamento do ciclo de descompressão para 

menores áreas moleculares média. A compressão promove uma maior estabilidade para a 

monocamada que é perturbada pela descompressão. Como a descompressão ocorre 

sucessivamente a compressão e de forma rápida, as moléculas não conseguem se desvencilhar 

totalmente, gerando o deslocamento observado (PIRES et. al., 2022). 



72 

 

As isotermas π-A obtidas nos ciclos de compressão-descompressão da monocamada de 

DPPC na presença de etefon 1.10-4 M são semelhantes às obtidas na ausência do composto. 

Portanto, mesmo com as interações já descritas anteriormente entre o etefon e a monocamada 

de DPPC, não houve formação de agregados que levariam a monocamada a histerese. 

As monocamadas também foram utilizadas no estudo de estabilidade. Para isso, a monocamada 

foi comprimida até π = 30 mN/m e permaneceu nessa pressão por 4800 segundos na ausência 

e na presença de etefon 1.10-4 M (Figura 26B).  

A monocamada de DPPC demonstrou-se estável com o passar do tempo, apresentando 

uma variação de área molecular de apenas 3 Å. O mesmo resultado foi observado para a 

estabilidade da monocamada na presença do etefon, que apresentou a mesma variação de área 

molecular observada para a monocamada na ausência do composto. Desse modo, é possível 

inferir que o etefon não induziu mudanças na estabilidade da monocamada. 

A Figura 27 apresenta dois ciclos de compressão-descompressão e as curvas obtidas 

para as medidas de estabilidade da monocamada de POPC em subfase contendo água ultrapura 

e etefon 1.10-4 M. Para esse estudo, as monocamadas foram comprimidas até π = 30 mN/m e, 

somente para a análise da estabilidade, permaneceram nessa pressão por 4800 segundos. 

 

Figura 27 – Ciclos de compressão-descompressão e curvas de estabilidade das monocamadas 

de POPC na ausência e presença de etefon  

 
A - ciclos de compressão-descompressão obtidos a 23 ºC para as monocamadas de POPC na subfase contendo 

água ultrapura (linha preta) e etefon 1.10-4 M (linha vermelha). B - curvas de estabilidade obtidas a 23 ºC para 

monocamadas de POPC na subfase contendo água ultrapura e etefon 1.10-4 M (linha vermelha). 

 

No primeiro ciclo (Figura 27A), as isotermas π-A de compressão obtidas para o 

fosfolipídio POPC na ausência e presença de etefon são semelhantes às obtidas na Figura 20. 

Nota-se que dois ciclos de compressão-descompressão na ausência e presença de etefon são 



73 

 

semelhantes. No primeiro ciclo há histerese na ausência e presença de etefon na subfase. No 

segundo ciclo não é possível observar a histerese vista no primeiro e as isotermas π-A deslocam-

se para menores áreas na ausência e presença do etefon. Porém, no caso do etefon, seja no 

primeiro ou no segundo ciclo, as isotermas π-A estão em maiores áreas moleculares em 

comparação com os ciclos sem etefon, como já foi observado na Figura 20. 

Os fosfolipídios insaturados são sensíveis a reações de hidrólise, que é um processo 

natural sofrido pelo fosfolipídio e ocorre devido à quebra da ligação do grupo carbonila. Ao 

sofrer essa quebra, o POPC fornece os seguintes produtos: 1-Acil-Lyso-PC, 2-Acil-Lyso-PC, 

ácidos graxos livres e glicerofosforilcolina. A formação de Lyso-PC é uma das principais razões 

para a ocorrência de instabilidade química e física observadas para as monocamadas na 

histerese e nas bicamadas, uma vez que essa molécula possui propriedades detergentes e pode 

desestabilizar a mono e bicamada de POPC (GRIT et al., 1989). 

Além das reações de hidrólise, os fosfolipídios insaturados também sofrem um processo 

de oxidação natural. A oxidação das ligações duplas C=C em lipídios pode ser mediada por 

uma variedade de espécies reativas presentes na atmosfera, como oxigênio singleto, ozônio ou 

o radical OH (DIX; AIKENS, 1993; ELIASON; GILMAN; VAIDA, 2004). Após a reação 

dessas espécies reativas com as insaturações da cadeia, ocorre formação de aldeídos lipídicos 

truncados (BACELLAR; BATISTA, 2019). A possível ocorrência dos dois processos citados, 

hidrólise e oxidação, podem ser os responsáveis pela perda de área molecular média observada 

no segundo ciclo da histerese.  

A monocamada de POPC em água ultrapura mostrou-se instável com o transcorrer do 

tempo (Figura 27B). Esse efeito também pode estar relacionado com as reações de hidrólise e 

oxidação que esse fosfolipídio pode fazer. Esse fato explica a instabilidade da monocamada de 

POPC no decorrer dos 4800 segundos do experimento.  

A monocamada de POPC na presença de etefon apresentou o mesmo perfil observado 

para a monocamada em água ultrapura. O deslocamento observado nas isotermas π-A e nos 

ciclos de compressão-descompressão também foi observado na curva de estabilidade. Isso 

indica que o etefon, mesmo embebido entre as cabeças dos lipídios na interface ar/água, na 

pressão de 30 mN/m, não influencia nos processos de hidrólise e oxidação sofridos 

naturalmente pelo POPC.  

A Figura 28 apresenta dois ciclos de compressão-descompressão e as curvas obtidas 

para as medidas de estabilidade da monocamada de DOPC em subfase contendo água ultrapura 

e etefon 1.10-4 M. Para esse estudo, as monocamadas foram comprimidas até π = 30 mN/m e, 

somente para a análise da estabilidade, permaneceram nessa pressão por 4800 segundos. 
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Figura 28 – Ciclos de compressão-descompressão das monocamadas de DOPC na ausência e 

presença de etefon  

 
A - ciclos de compressão-descompressão obtidos a 23 ºC para as monocamadas de DOPC na subfase contendo 

água ultrapura (linha preta) e etefon 1.10-4 M (linha vermelha). B - curvas de estabilidade obtidas a 23 ºC para 

monocamadas de DOPC na subfase contendo água ultrapura e etefon 1.10-4 M (linha vermelha). 
 

Para o primeiro ciclo (Figura 28A), as isotermas π-A de compressão obtidas para a 

monocamada de DOPC são semelhantes às apresentadas na Figura 23. As isotermas de 

descompressão (abertura das barreiras) são semelhantes às isotermas π-A de compressão, 

retornando a pressão nula ao final do ciclo. No segundo ciclo, o mesmo comportamento 

observado para o POPC ocorreu para o DOPC, apresentando deslocamento para menor área 

molecular média.  

Na presença de etefon, observa-se que a isoterma π-A (Figura 28A) de compressão 

apresenta um pequeno deslocamento, quando comparado a isoterma π-A de compressão do 

DOPC em água ultrapura. A isoterma π-A de descompressão (abertura das barreiras) é 

semelhante à de compressão. No segundo ciclo, nota-se o mesmo comportamento observado 

para o DOPC em água ultrapura, as isotermas π-A de compressão e descompressão apresentam 

deslocamento para menor área molecular média.  

O DOPC é um fosfolipídio que possui insaturações em sua cadeia alifática e, 

consequentemente, sofre os processos de oxidação e hidrólise já descritos anteriormente. Tal 

fato justifica a diminuição da área molecular média que ocorre no segundo ciclo para esse 

fosfolipídio, independentemente da presença de etefon na subfase aquosa.   

A curva de estabilidade da monocamada de DOPC em água ultrapura (Figura 28B) 

apresentou comportamento típico para o fosfolipídio. Aqui também observamos a diminuição 

da área ocupada devido ao processo natural de oxidação e hidrólise do fosfolipídio. Na presença 

de etefon a curva de estabilidade apresenta deslocamento semelhante ao observado na isoterma 
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π-A, mas não altera o perfil da curva, indicando que embora o etefon esteja presente na interface 

ar/água, não influência nos processos naturais sofridos pelo DOPC.  

Após a etapa inicial da reação de oxidação, que faz com que o estiramento do vinil CH 

desapareça, a decomposição posterior resulta na inserção de uma variedade de grupos polares 

que contêm oxigênio em sua composição. Por sua vez, estes compostos aumentam a 

solubilidade e restringem o movimento livre das cadeias alifáticas, formando ligações de 

hidrogênio com o meio circundante, nesse caso água (WONG-EKKABUT et al., 2007). Outro 

resultado da oxidação é a quebra das cadeias alifáticas, gerando aldeídos ou álcoois de cadeia 

curta mais solúveis em água (CATALÁ, 2006; PAZIN et al., 2021). Portanto, de forma geral 

para os fosfolipídios insaturados (POPC e DOPC neste caso), a quebra das cadeias alifáticas, 

formando produtos mais solúveis em água (Figura 29), pode ser é a principal responsável pela 

diminuição da área observada no segundo ciclo de compressão-descompressão e curva de 

estabilidade, independentemente da presença de etefon na subfase aquosa. 

 

Figura 29 - Esquema representativo da oxidação de fosfolipídio insaturado e formação de 

aldeído 

 
Fonte: Próprio autor 

 

5.2.4. PM-IRRAS 

Complementando os estudos das monocamadas e com o objetivo de compreender quais 

grupos presentes nos lipídios foram alterados na exposição ao etefon, foram obtidos espectros 

de PM-IRRAS para o DPPC, POPC e DOPC na ausência e na presença de etefon (1.10-4 M). 

A Figura 30 apresenta os espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de 

DPPC em água ultrapura e etefon 1.10-4 M, à 30 mN/m, no intervalo de 900 a 1800 cm-1 

(cabeça) e no intervalo de 2800 a 2980 cm-1 (cauda), e os valores referentes aos modos 

vibracionais das bandas presentes no espectro (Tabela 7). O intervalo espectral corresponde às 

vibrações dos grupos presentes na cabeça polar do fosfolipídio. 
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Figura 30 – Espectros de PM-IRRAs do fosfolipídio DPPC na ausência e presença de etefon  

 

Espectros de PM-IRRAS obtidos o fosfolipídio DPPC em água ultrapura (linha preta) e na presença de etefon 1.10-

4 M (linha vermelha) a 30 mN/m. 

 

Tabela 7 – Atribuições das principais bandas de vibração da cabeça do DPPC na ausência e 

presença de etefon na subfase 

   

Grupo DPPC (cm-1) DPPC + Etefon (cm-1) 

νas(CN+N) 943 924 

νs(PO2
-) 1065 1060 

νas(PO2
-) 1220 1245 

δ(CH2) 1470 1470 

ν(C=O) 1737 1737 

νs(CH2) 2849 2847 

νas(CH2) 2920 2920 

νas(CH3) 2965 2952 

νas – estiramento antissimétrico. νs – estiramento simétrico. δ – deformação angular. ν- estiramento. 

 

O espectro de PM-IRRAS da monocamada de DPPC na subfase contendo água ultrapura 

apresenta as bandas características para o fosfolipídio, estando de acordo com a literatura 

(AOKI et al., 2016; PEREIRA et al., 2018; MORATO et al., 2021). Nota-se a presença do 

estiramento antissimétrico do grupo colina (νas(CN+N)), os estiramentos simétrico e 

antissimétrico do grupo fosfato (νs(PO2
-) e νas(PO2

-)), a deformação angular do grupo CH2 

(δ(CH2)), o estiramento simétrico do grupo carbonila (ν(C=O)), os estiramentos simétrico e 
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antissimétrico do grupo CH2 (νs(CH2) e νas(CH2)) e o estiramento antissimétrico do grupo CH3 

(νas(CH3)). 

Para a região da cabeça do fosfolipídio, na presença de etefon houve deslocamento do 

estiramento antissimétrico do grupo colina (νas(CN+N)) de 943 para 924 cm-1. Portanto, mesmo 

não observando mudanças nas isotermas π-A, o deslocamento é consistente com a ocorrência 

de uma interação atrativa entre o grupo catiônico do DPPC, colina, e o etefon desprotonado. 

Morato e colaboradores (2021) obtiveram resultados semelhantes ao exporem monocamadas 

de DPPC ao inseticida organofosforado acefato, indicando que esse pode ser um 

comportamento comum dos organofosforados a interação com o grupo hidratado colina.  

O estiramento simétrico do grupo fosfato (νs(PO2
-)), na presença do etefon, deslocou de 

1065 para 1060 cm-1. Já o estiramento assimétrico do grupo fosfato deslocou de 1220 para 1245 

cm-1. Essas mudanças nas bandas de fosfato indicam que a interação entre as moléculas de 

etefon e DPPC podem ter afetado a ligação de hidrogênio do grupo fosfato com as moléculas 

de água na vizinhança. Já é reportado na literatura que os grupos fosfato têm se mostrado 

passíveis de realizar ligações de hidrogênio com moléculas de água (ARRONDO; GONI; 

MACARULLA, 1984).  

O espectro de PM-IRRAS de DPPC na presença de etefon não apresentou alteração nas 

bandas dos grupos CH2 (1470 cm-1) e carbonila (1737 cm-1). A ausência de alterações nesses 

grupos reforça as hipóteses de interação do etefon com a colina e fosfato, presentes na cabeça 

do fosfolipídio.  

Já para a região da cauda do fosfolipídio, na presença de etefon na subfase, não houve 

deslocamento significativo da banda do estiramento antissimétrico do grupo CH2 (2920 cm-1) 

e nota-se o deslocamento de apenas 2 cm-1 da banda do estiramento simétrico do grupo CH2 

(2849 para 2847 cm-1). Embora não se observe deslocamentos na banda do estiramento 

antissimétrico e para o estiramento simétrico o deslocamento seja muito pequeno, a intensidade 

relativa entre eles (νs(CH2)/νas(CH2)) aumentou de 0,42 para 0,86 na presença de 1.10-4 M de 

etefon na subfase.  

 Na literatura já é reportado que o aumento da intensidade relativa se deve a uma 

desestruturação nas cadeias da monocamada (LEVIN et al., 1985). Esta desestruturação da 

monocamada afeta o grupo CH3, levando a um deslocamento de 13 cm-1 (2965 para 2952 cm-

1) (DICKO, BOURQUE; PÉZOLET, 1998; SILVA et al., 2018). Esses resultados demonstram 

que, embora, as moléculas de etefon não penetrem na região hidrofóbica do fosfolipídio, as 

interações com os grupos presentes na cabeça perturbam a organização da monocamada. Essa 
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perturbação pode estar presente na bicamada e pode ser a responsável pelos efeitos observados 

nas GUVs. 

A Figura 31 apresenta os espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de 

POPC em água ultrapura e etefon 1.10-4 M, à 30 mN/m, no intervalo de 900 a 1800 cm-1 

(cabeça) e no intervalo de 2800 a 3000 cm-1 (cauda), e os valores referentes aos modos 

vibracionais das bandas presentes no espectro (Tabela 8). O intervalo espectral corresponde às 

vibrações dos grupos presentes na cabeça polar do fosfolipídio. 

 

Figura 31 - Espectros de PM-IRRAs do fosfolipídio POPC na ausência e presença de etefon 

 
Espectros de PM-IRRAS obtidos o fosfolipídio POPC em água ultrapura (linha preta) e na presença de etefon 1.10-

4 M (linha vermelha) a 30 mN/m. 

 

Tabela 8 – Atribuições das principais bandas de vibração da cabeça do POPC na ausência e 

presença de etefon na subfase 

   

Grupo POPC (cm-1) POPC + Etefon (cm-1) 

νas(CN+N) 1009 1009 

νs(PO2
-) 1066 1056 

νas(PO2
-) 1233 1255 

ν(C=O) 1722 1744 

νs(CH2) 2852 2852 

νas(CH2) 2920 2928 

νas(CH3) 2948 - 

ν(HC=CH) 2988 2995 

νas – estiramento antissimétrico. νs – estiramento simétrico. δ – deformação angular. ν- estiramento. 
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Para a região da cabeça do fosfolipídio, na presença de etefon não houve deslocamento 

do estiramento antissimétrico do grupo colina (νas(CN+N)). A banda do estiramento 

antissimétrico do grupo fosfato (νas(PO2
-)) deslocou de 1233 cm-1 para 1255 cm-1. Já a banda 

do estiramento simétrico do grupo fosfato (νs(PO2
-)) deslocou de 1066 cm-1 para 1056 cm-1. Na 

literatura é reportado que o deslocamento da banda do grupo P=O para menores números de 

onda, é consequência do aumento da hidratação desse grupo (FRINGELI; GÜNTHARD, 1981). 

A banda relativa ao estiramento do grupo carbonila (ν(C=O)) do POPC está localizada 

em 1722 cm-1. A posição dessa banda, assim como do grupo fosfato, está relacionada a 

hidratação da região polar do lipídio, além da polaridade do meio. A localização dessa banda 

em menores números de onda, quando comparado ao DPPC, confirma uma maior fluidez para 

a monocamada de POPC (HUO et al., 1999). Após a exposição ao etefon, houve um 

deslocamento para 1744 cm-1 da banda do estiramento do grupo carbonila (ν(C=O)). Esse 

deslocamento pode estar relacionado as alterações na solvatação do grupo carbonila 

(SCHMIDT et al., 2015). 

Os resultados observados para os deslocamentos das bandas do estiramento 

antissimétrico do grupo fosfato (νas(PO2
-)) e das bandas do estiramento do grupo carbonila 

(ν(C=O)) estão intrinsecamente ligados a hidratação da região polar do lipídio. Esses resultados 

sugerem que o POPC pode ter passado pelo processo natural de hidrólise já citado 

anteriormente, devido aos grupos atingidos. 

Para a região da cauda do fosfolipídio, na presença de etefon na subfase, não houve 

deslocamento da banda do estiramento simétrico do grupo CH2 (2852 cm-1). Para a banda de 

estiramento antissimétrico do grupo CH2 (νas(CH2)) nota-se um deslocamento de 8 cm-1 (2920 

para 2928 cm-1). A intensidade relativa entre os estiramentos citados aumentou de 0,48 para 

2,19. Além disso a banda referente ao estiramento do grupo CH3 (νas(CH3)) não é vista na 

presença do etefon e o estiramento ν(HC=CH) deslocou de 2988 cm-1 para 2995 cm-1. 

Conforme já discutido para o DPPC, o aumento da intensidade relativa gera uma 

desestruturação nas cadeias da monocamada que pode ter afetado o grupo CH3 e levado ao 

desaparecimento de sua banda na presença do etefon. Esses resultados podem indicar que o 

etefon não permanece apenas na subfase, mas também interage com a região da cauda do 

fosfolipídio. 

A Figura 32 apresenta os espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de 

DOPC em água ultrapura e etefon 1.10-4 M, à 30 mN/m, no intervalo de 900 a 1800 cm-1 

(cabeça) e no intervalo de 2800 a 3000 cm-1 (cauda), e os valores referentes aos modos 
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vibracionais das bandas presentes no espectro (Tabela 9). O intervalo espectral corresponde às 

vibrações dos grupos presentes na cabeça polar do fosfolipídio. 

 

Figura 32 - Espectros de PM-IRRAs do fosfolipídio DOPC na ausência e presença de etefon 

 

Espectros de PM-IRRAS obtidos o fosfolipídio POPC em água ultrapura (linha preta) e na presença de etefon 1.10-

4 M (linha vermelha) a 30 mN/m. 

 

Tabela 9 – Atribuições das principais bandas de vibração da cabeça do DOPC na ausência e 

presença de etefon na subfase 

   

Grupo DOPC (cm-1) DOPC + Etefon (cm-1) 

νas(CN+N) 979 965 

νs(PO2
-) 1064 1065 

νas(PO2
-) 1225 1218 

ν(C=O) 1688 1674 

νs(CH2) 2868 2843 

νas(CH2) 2921 2936 

ν(HC=CH) 2989 2998 

νas – estiramento antissimétrico. νs – estiramento simétrico. δ – deformação angular. ν- estiramento. 

 

As bandas da região da cabeça do DOPC na presença de etefon foram ligeiramente 

alteradas. Os estiramentos simétrico νs(PO2
-) e antissimétrico νas(PO2

-) do grupo fosfato 

deslocaram de 1064 cm-1 e 1225 cm-1 para 1065 cm-1 e 1218 cm-1, respectivamente. Conforme 

já discutido para o POPC, o deslocamento da banda do grupo P=O para menores números de 
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onda infere uma maior hidratação desse grupo. Outro grupo que está ligado a hidratação e 

também apresentou deslocamento foi o grupo carbonila ν(C=O) que passou de 1688 cm-1 para 

1674 cm-1. Esses resultados sugerem que o DOPC também possa ter sofrido processo de 

hidrólise. 

Para a região da cauda, a inserção de etefon na subfase gerou efeitos em todas as bandas 

observadas. Os estiramentos simétrico νs(CH2) e antissimétrico νas(CH2) referentes ao grupo 

CH2 deslocaram de 2868 cm-1 e 2921 cm-1 para 2843 cm-1 e 2936 cm-1. A banda do estiramento 

do grupo ν(HC=CH) também apresentou um deslocamento de 9 cm-1. Esses deslocamentos 

sugerem que o etefon, assim como para o DPPC e o POPC, esteja causando uma desordem nas 

cadeias do DOPC. Além disso, o etefon talvez não esteja permanecendo apenas na subfase, mas 

interagindo com a região da cauda do fosfolipídio também. Esses resultados corroboram com 

os que foram observado nas isotermas π-A, onde os deslocamentos na presença do etefon foram 

mantidos até o colapso. 
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6. CONCLUSÃO 

Em geral, pode-se concluir que a exposição oral de ratos machos ao etefon causou 

toxicidade leve sobre a saúde geral dos animais, evidenciada pelas alterações nos consumos de 

água e ração.  A análise histopatológica do testículo e epidídimo revelou alterações focais e 

interindividuais nos grupos expostos ao etefon. As alterações observadas corroboram a 

diminuição da quantidade de espermatozoides na contagem no testículo. Na avaliação 

espermática notou-se uma redução no número de espermatozoides com motilidade progressiva 

e um aumento na motilidade não progressiva. Também foi observado um aumento de 

espermatozoides com morfologia, membrana plasmática e membrana acrossomal 

comprometidas. Sendo assim, a exposição oral dos ratos machos ao etefon levou a mudanças 

estruturais e funcionais nos espermatozoides, indicando uma redução na quantidade e qualidade 

dos mesmos, com possíveis implicações na fertilidade.  

As GUVs de DPPC foram as que apresentaram menor interação com o etefon e, 

consequentemente, menor número de efeitos morfológicos foram observados. Já as GUVs de 

POPC foram as que apresentaram maiores efeitos morfológicos (perda de contraste de fase, 

formato pera e buds), com danos a estrutura da bicamada. Além disso, também observamos a o 

rompimento de vesículas com apenas 5 minutos de exposição ao etefon. O POPC é um 

fosfolipídio sensível a reações de hidrólise e oxidação, que ocasionam a quebra dessa molécula 

em moléculas menores. Porém, em comparação com o grupo controle e ainda considerando as 

possíveis reações de hidrólise e oxidação, pode-se afirmar que a exposição ao etefon é 

responsável pelas alterações morfológicas e rompimento das vesículas de POPC. O DOPC 

também apresentou os mesmos efeitos morfológicos observados nas GUVs de POPC expostas 

ao etefon, porém em menor número (9,7%) quando comparado ao POPC (58%).  

Para compreender as interações em nível molecular observadas nas bicamadas, foram 

estudadas monocamadas de DPPC, POPC e DOPC. Os filmes de Langmuir mostraram que o 

etefon interage com as monocamadas dos três fosfolipídios investigados. O maior efeito nas 

monocamadas foi observado para o fosfolipídio DOPC, pois o etefon se manteve na interface 

ar/água até o colapso, provocando deslocamentos para maiores áreas nas isotermas π-A. As 

monocamadas de POPC também foram deslocadas para maiores áreas na presença de etefon na 

subfase, mas o composto não se manteve até a pressão de colapso, sendo expulso da interface 

ar/água quando a isoterma π-A alcança pressões acima de 30 mN/m. Já a interação com o 

fosfolipídio DPPC ocorreu de forma eletrostática com os grupos presentes na cabeça polar 

(colina e fosfato). Porém, a interação não permitiu que o etefon ocupasse uma área na interface 

ar/água e, por esse motivo, não foram observados deslocamentos das isotermas π-A. No estudo 
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de estabilidade das monocamadas, conclui-se que o etefon não interfere no processo oxidação 

e hidrólise que é sofrido naturalmente pelos fosfolipídios POPC e DOPC, nem na estabilidade 

do DPPC.  

A análise das monocamadas por PM-IRRAS confirmou a interação eletrostática do 

DPPC com o etefon através do deslocamento observado para o grupo colina (νas(CN+N)). 

Apesar de não se observarem muitos efeitos nas bicamadas e deslocamentos nas monocamadas 

de DPPC, o etefon gera uma desestruturação das cadeias, evidenciado pelo aumento da 

intensidade relativa entre os estiramentos simétrico e antissimétrico do grupo CH2. Para o 

POPC, a análise de PM-IRRAS fortaleceu a hipótese de que os danos morfológicos nas 

bicamadas sejam devidos às reações de hidrólise sofridas pelo fosfolipídio na interação com o 

etefon, pois houve deslocamento das bandas do grupo fosfato e das bandas do grupo carbonila, 

que são grupos que estão intrinsecamente ligados a hidratação da região polar do lipídio. A 

região da cauda também sofreu uma desestruturação pela exposição ao etefon. O DOPC 

também apresentou deslocamentos dos grupos responsáveis pela hidratação da região polar do 

fosfolipídio e as cadeias também apresentaram uma desestruturação devido a exposição ao 

etefon em ambos os casos. 

Diante disso, pode-se concluir que o etefon pode gerar danos à saúde geral, saúde 

reprodutiva e a membrana celular. Tais resultados evidenciam a importância de estudos que 

avaliem a toxicidade geral e reprodutiva de agrotóxicos, principalmente do etefon que apresenta 

poucos estudos. Estudos que identifiquem os níveis de exposição real no local de trabalho, 

especialmente de homens que são a maioria dos trabalhadores nas lavouras, também são de 

extrema importância. Além disso, estudos primários envolvendo apenas as interações 

moleculares, como foi realizado nesta tese com os sistemas miméticos, também são de 

fundamental importância para compreender o mecanismo de ação dos agrotóxicos. 
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