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RESUMO  

 

A administração de dietas ricas em lipídios pode promover o estabelecimento de sobrepeso e 

obesidade, que são definidos como o acumulo de gordura corporal anormal ou excessivo 

aumentando os riscos no desenvolvimento de vários danos, como: hipertensão, dislipidemias, 

diabetes mellitus, doenças cardiovasculares, disfunção sexual, problemas respiratórios e câncer. 

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da administração de metformina, associada ou não, 

com melatonina e pentoxifilina no metabolismo glicídico, lipídico e parâmetros reprodutivos 

de animais alimentados com dieta hiperlipídica e induzidos ao diabetes mellitus. Foram 

utilizados 30 ratos Wistar adultos, divididos em seis grupos experimentais, que foram 

alimentados durante 60 dias com dieta hiperlipídica. No 30° dia, os animais foram induzidos 

ao diabetes por estreptozotocina (35 mg/kg). Após a confirmação do diabetes, foi realizado o 

tratamento com metformina (500 mg/kg), isolada ou em associação com melatonina (5 mg/kg) 

e/ou pentoxifilina (100 mg/kg) em um período de 30 dias. Após o tratamento, os animais foram 

pesados, anestesiados com quetamina e xilazina e encaminhados para procedimentos de 

eutanásia. O sangue dos animais foi coletado para dosagem hormonal e análises moleculares. 

Fragmentos de tecido testicular foram coletados, armazenados em refrigerador, para dosagem 

de marcadores de estresse oxidativo, e também encaminhados para processamento histológico 

em resina. Os níveis de TNF-alfa, IL-6 e corticosterona foram elevados nos animais diabéticos. 

A associação de metformina com melatonina foi eficiente na redução dos níveis das citocinas 

inflamatórias. Por outro lado, quando os dois fármacos foram administrados conjuntamente não 

houve melhoria nesses parâmetros. Com relação ao estresse oxidativo testicular, os níveis de 

superóxido dismutase, glutationa e malondialdeído, elevados nos animais diabéticos, foram 

reduzidos significativamente com a administração de metformina isolada e conjuntamente com 

pentoxifilina e/ou melatonina. Adicionalmente, os parâmetros quantitativos testiculares 

avaliados também tiveram melhor resposta ao tratamento com metformina e melatonina. Pode-

se concluir que a ação da metformina como tratamento para manutenção do diabetes pode ser 

potencializado com a administração de melatonina exógena, trazendo melhoria na qualidade de 

vida de indivíduos diabéticos.  

 

 

Palavras-chave: estresse oxidativo; testículo; inflamação; túbulo seminífero; células de Leydig 
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ABSTRACT  

 

The administration of high-fat diets can promote the establishment of overweight and obesity, 

that are defined as the accumulation of abnormal or excessive body fat that increase the risks in 

the development of various damages such as: hypertension, dyslipidemias, diabetes mellitus, 

cardiovascular diseases, sexual dysfunction, respiratory problems and cancer. The objective of 

this study was to evaluate the effects of melatonin and pentoxifylline administration of 

metformin on glucose, lipid metabolism and reproductive parameters of animals fed a 

hyperlipidemic diet and induced diabetes mellitus. Thirty adult Wistar rats, divided into six 

experimental groups, were fed 60 days of hyperlipid diet. On the 30th day, the animals were 

induced to diabetes by streptozotocin (35 mg / kg). After confirmation of diabetes, metformin 

(500 mg / kg) was administered alone or in combination with melatonin (5 mg / kg) and / or 

pentoxifylline (100 mg / kg) over a period of 30 days. After treatment, the animals were 

weighed, anesthetized with ketamine and xylazine and referred for euthanasia procedures. 

Blood from the animals was collected for hormonal dosing and molecular analyzes. Testicular 

tissue fragments were collected, stored in a refrigerator, for the determination of oxidative stress 

markers, and also submitted to histological resin processing. Levels of TNF-alpha, IL-6 and 

corticosterone were elevated in diabetic animals. A combination of drugs with metformin was 

effective in reducing the levels of inflammatory cytokines. Regarding testicular oxidative stress, 

levels of superoxide dismutase, glutathione and malondialdehyde, elevated in diabetic animals 

were significantly reduced with metformin alone and in combination with pentoxifylline and / 

or melatonin. In addition, quantitative indicators test the ability to respond to treatment with 

metformin and melatonin. It can be concluded that the action of metformin as a treatment for 

the maintenance of diabetes can be potentiated with an administration of exogenous melatonin, 

bringing improvement in the life quality in diabetics.  

 

 

 

 

Key Words: oxidative stress, testis, inflammation, seminiferous tubule; Leydig cells  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A alta ingestão de alimentos ricos em calorias é comum no estilo de vida moderno, 

gerando um desequilíbrio energético entre a quantidade de energia consumida e a energia 

gasta com as atividades diárias. Isso pode ocorrer devido a vários fatores como: sedentarismo, 

farores genéticos fatores culturais e tabagismo (Young et al., 2007; Spurlock et al., 2008, 

Rosini et al., 2012). De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o aumento de 

peso em excesso é um problema mundial que, além de atingir países de alta renda, está em 

crescimento em países de baixa e média renda. Em 2014, aproximadamente 39 % e 13 % dos 

adultos, a partir dos 18 anos, apresentavam-se com sobrepeso e obesidade, respectivamente.  

Sobrepeso e obesidade são definidos como o acúmulo de gordura corporal anormal ou 

excessivo que aumentam os riscos do desenvolvimento de vários problemas de saúde, como: 

hipertensão, dislipidemias, Diabetes Mellitus do tipo II, doenças cardiovasculares, problemas 

respiratórios e câncer. Tais alterações podem se relacionar intimamente, configurando o 

quadro de síndrome metabólica (SM) (Buijs; Kreier, 2006; Ostrander et al., 2006; Furukawa 

et al., 2014).  

Diante disso, vários estudos vêm utilizando-se de modelos experimentais voltados ao 

desenvolvimento de resistência insulínica e obesidade com respostas metabólicas semelhantes 

à dos humanos (Spurlock et al., 2008; Kanakasi; Koya, 2011; Nilsson et al., 2012; Rosini et 

al., 2012). A administração da dieta hiperlipídica promove imperfeições no metabolismo da 

glicose, podendo levar à diminuição da sensibilidade tecidual a insulina, que é característica 

do diabetes mellitus do tipo II. Tais alterações geram uma série de danos ao organismo, que, 

ao longo do tempo, podem levar ao desenvolvimento de várias complicações, como: 

nefropatia, neuropatia, retinopatia, doenças cardiovasculares e impotência sexual (Estadella 

et al., 2011; Kanakasi; Koya, 2011).   

Além disso, o estabelecimento do diabetes promove o aumento nas espécies reativas 

de oxigênio (ROs) e consequente perda do poder antioxidante natural do organismo, levando 

a um desequilíbrio denominado de estresse oxidativo, comum na fisiopatologia do diabetes 

mellitus e obesidade (Barbosa et al., 2010). Na obesidade, devido à expansão do tecido 

adiposo visceral, ocorre o aumento na produção de ROs, pelos adipócitos, além da expressão 

de citocinas inflamatórias, acentuando os danos oxidativos (Burlamaqui et al., 2012; Aroor; 

Demarco, 2014, Furukawa et al., 2014).   
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Com isso, novas estratégias terapêuticas vêm sendo estudadas, como a administração 

de extratos de plantas e fármacos, com o intuito de prevenir ou amenizar os efeitos deletérios 

que o estabelecimento do diabetes e obesidade promovem na homeostase metabólica (Oliveira 

et al., 2017; Dantas-Ferreira et al., 2018).   

A melatonina é um hormônio produzido pelas células da pineal, durante o período 

noturno, e desempenha função no controle do ritmo circadiano. Além disso, a melatonina 

possui funções imunomodulatórias, anti-inflamatórias, antiapoptóticas e antioxidantes (Neto; 

Castro, 2008; Yonei et al., 2010). Na fisiopatologia do diabetes, ocorrem falhas na 

funcionalidade dos receptores para melatonina, acarrentando em baixas concentrações séricas 

do hormônio e desregulação do ritmo circadiano que, por sua vez, possui relação direta com 

o metabolismo da glicose (Espino et al., 2011).  

Nesse sentido, o uso de melatonina exógena tem se mostrado importante para 

manutenção da proteção antioxidante do organismo de animais diabéticos, a fim de promover 

melhorias na sensibilidade à insulina, controle glicêmico, redução do conteúdo de ácidos 

graxos livres e colesterol total (Yonei et al., 2010; Espino et al., 2011; Gobbo et al., 2015). 

Adicionalmente, sabe-se que a melatonina possui relação com a liberação de hormônios 

sexuais, através do eixo hipotalâmico hipofisário gonadal, exercendo também influencia na 

produção de espermatozoides (Guneli et al., 2008; Gobbo et al., 2015; Li ;Zhou, 2015).  

Por sua vez, a pentoxifilina, derivada da metilxantina, é um inibidor de fosfodiesterase 

que possui papel importante na manutenção de alterações do sistema vascular, através do 

bloqueio da expressão de genes inflamatórios, aumento do fluxo sanguíneo, elevação da 

oxigenação dos tecidos e diminuição a capacidade de formação de radicais livres (Radfar et 

al., 2005; Zang et al., 2015; Luo et al., 2015; Navarro-gonzales et al., 2015). Isso ocorre por 

meio do aumento intracelular de AMP cíclico, que é um mecanismo utilizado por várias 

drogas para o tratamento de doenças cardiovasculares e respiratórias (Takhtfooladi et al., 

2015). Além disso, a pentoxifilina tem influencia na melhora da fertilidade, promovendo 

elevação dos níveis de FSH, LH e testosterona, além de aumentar a mobilidade espermática 

(Safarinejad, 2011; Moradi et al., 2015). 
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Para o tratamento dos altos níveis glicêmicos e aumento na sensibilidade tecidual à 

insulina, é comum o uso de várias classes de drogas orais, dentre elas: alfa-glucosidase, 

tiazolidenionas, inibidores de lipase intestinal e biguanides (Inzucchi, 2002; Gross et al., 2011; 

Nilsson et al., 2012). A metformina é o hipoglicemiante oral mais utilizado para o tratamento 

do diabetes mellitus do tipo II. Este fármaco age através do bloqueio da produção de glicose, 

a partir do tecido hepático, e desempeha melhora na sensibilidade tecidual à insulina, 

principalmente, no tecido muscular (Grossi et al., 2011).  

Diante do exposto, acreditamos que a administração de pentoxifilina e melatonina, em 

combinação com metformina, podem potencializar os efeitos antidiabéticos que os fármacos 

possuem individualmente e, assim, melhorar os danos que a fisiopatologia da doença promove 

no metabolismo. Para isso, avaliamos os efeitos das combinações de metformina com 

pentoxifilina e/ou melatonina nos níveis de marcadores inflamatórios, marcadores oxidativos 

testiculares, histologia e morfometria testicular de ratos submetidos ao diabetes mellitus e 

alimentados com dieta rica em lipídios.   
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA   

 

2.1. Sobrepeso, obesidade e síndrome metabólica  

 

A partir da segunda metade do século XX, os padrões socioeconômicos e culturais da 

população vêm sofrendo diversas transformações, alterando de forma significativa o estilo de 

vida da humanidade (MENDONÇA et al., 2004). A característica básica entre os países foi o 

aumento de dietas calóricas e ricas em gorduras, principalmente a saturada, sódio, açúcares, 

alimentos refinados e a redução da ingestão de alimentos fontes de carboidratos complexos e 

fibras (POPKIN, 2001). Este quadro configura-se por conta do aumento no consumo de carnes, 

ovos, leite e seus derivados (iogurte e queijos petit suisse), mistura para bolo, sobremesas 

prontas geleificadas, suco de frutas concentrado de açúcar, margarina, fast foods, alimentos 

industrializados, refrigerantes, congelados e enlatados e do declínio de cereais, leguminosas, 

raízes e tubérculos, hortaliças e frutas (MONTEIRO et al., 2000; WHO, 2003).  Concomitante 

à isso, observa-se aumento do sedentarismo e mudanças substanciais na alimentação (BRASIL, 

2008). 

A ingestão de alimentos ricos em calorias, comum no estilo de vida moderno, leva a 

um aumento desproporcional na quantidade de energia consumida em relação à energia gasta 

com atividades do dia a dia. Isso gera um desequilíbrio energético, o qual promove alterações 

metabólicas relacionadas principalmente com deposição de energia em forma de gordura. Além 

disso, a inatividade física, fatores genéticos, fatores culturais e tabagismo podem contribuir para 

acentuar esse quadro (YANG et al., 2007; SPURLOCK et al., 2008, ROSINI et al., 2012).  

Uma forma de mensurar o excesso de peso corpóreo está relação entre o peso corporal 

(kg) e o quadrado da altura (m2) denominado de índice de massa corporal (IMC). O aumento 

de gordura corporal pode levar ao desenvolvimento de doenças crônicas como o sobrepeso e a 

obesidade, quando o IMC está em uma média de 25 a 29 kg/m² e acima de 30 kg/m², 

respectivamente (Guedes et al., 2015). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o aumento de peso em 

excesso é um problema mundial que, além de atingir países de alta renda, está em crescimento 

em países de baixa e média renda. Em 2014, aproximadamente 39 % e 13 % dos adultos, a 

partir dos 18 anos, apresentavam-se com sobrepeso e obesidade, respectivamente. Através da 

interação de fatores genéticos e ambientais, a obesidade expressa alterações no organismo 

representadas pelo aumento da atividade simpática, alterações do sistema renina angiotensina e 
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aumento da atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (LOPES, 2005). Essas alterações 

resultam em distúrbios orgânicos com alta correlação com as doenças cardiovasculares.  

A obesidade central, a glicemia de jejum alterada, a intolerância à glicose, o aumento 

da fração LDL-colesterol (low density protein) e dos triglicérides (TG), a diminuição da fração 

HDL-colesterol (high density lipoprotein), o aumento da pressão arterial, distúrbios da 

coagulação sanguínea, a disfunção endotelial e a microalbuminúria são os principais distúrbios 

orgânicos que contribuem para a instalação de hipertensão arterial, diabetes, hiperglicemia 

arterial e dislipidemias, quadro esse característico da síndrome metabólica (CERCATO et al., 

2000; LOPES, 2005). A síndrome metabólica é um transtorno complexo, representado por um 

conjunto de fatores de risco cardiovascular e renal, usualmente relacionados à deposição central 

de gordura corporal e a resistência à insulina (RI) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

CARDIOLOGIA, 2005). 

 

1.2.Tecido adiposo e suas propriedades.   

 

Na maioria dos mamíferos, a energia é estocada na forma de gordura e distribuída pelo 

corpo de acordo com a necessidade do animal. Essa distribuição é intimamente relacionada com 

a faixa etária, sexo, temperatura e nutrição do organismo (Bonet; Ribot; Palou, 2012). O estoque 

energético é realizado sob a forma de triacilglicerol em células que compõem o tecido adiposo, 

denominadas adipócitos.  Além disso, a energia pode ser armazenada nas células hepáticas e no 

músculo esquelético sob a forma de glicogênio (Belmonte e Aoki, 2005).  

As células adiposas podem estar localizadas nos compartimentos subcutâneo ou 

visceral e são distribuídas, de forma isolada, em pequenos ou grandes agregados celulares em 

dois tipos principais: tecido adiposo amarelo ou unilocular (com apenas uma gotícula lipídica 

ocupando o espaço citoplasmático) e tecido adiposo pardo ou multilocular (com várias gotículas 

de lipídios e grande quantidade de mitocôndrias) (Mirancea e Mirancea, 2011). 

 Além das diferenças morfológicas, os adipócitos também diferem entre si de acordo 

com a sua função, sendo o tecido adiposo amarelo responsável pela liberação de energia dos 

ácidos graxos, para suprir as necessidades do organismo, e o tecido adiposo pardo pela oxidação 

dos triglicerídeos para produção de calor (Belmonte e Aoki, 2005).  

O tecido adiposo tem a propriedade de renovação contínua, respondendo a estímulos 

nervosos e hormonais. Além da função de estocagem, também é responsável por inúmeras 

funções adicionais como: modelagem da superfície corporal, proteção contra choques, 
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isolamento térmico do corpo, além de secretar várias moléculas importantes como leptina e 

adiponectina (Rezaee e Dashty, 2013).  

Quando há necessidade energética, ocorre a ativação de duas enzimas principais: a 

lipase sensível a hormônio (HSL) e lipase monoacilglicerol, e possui como produto a liberação 

de três moléculas de ácidos graxos e uma porção de glicerol em um processo denominado 

lipólise. Os ácidos graxos são transportados pela albumina para serem utilizados em tecidos 

como músculo e fígado, enquanto que o glicerol está envolvido com a gliconeogênese hepática. 

No entanto, para evitar o acúmulo de ácidos graxos circulantes, e consequente perda energética, 

a síntese e hidrólise do triacilglicerol são reguladas através de fatores como: secreções 

hormonais do sistema endócrino, secreções de neurotransmissores do sistema nervoso 

simpático, cascatas de sinais, tendo como alvo a HSL (Caminhotto; Campana; Lima, 2014).  

Circundando as gotículas de lipídios existem proteínas como perilipinas, lipotransinas 

e adipofilinas que possuem a função de proteção contra a lipólise acentuada e auxilia no 

acúmulo de lipídios na célula. Quando a HSL é ativada, ocorre a fosforilação e movimentação 

das proteínas, favorecendo a lipólise. A mobilização de energia pode ocorrer, principalmente, 

através da ativação de receptores (β e α adrenérgicos) e insulina por inervação simpática e 

parassimpática, respectivamente. As catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) são liberadas 

na corrente sanguínea após a estimulação do sistema nervoso simpático e seus efeitos são 

mediados por esses adrenorreceptores existentes na membrana das células adiposas (Fonzeca-

Alaniza et al., 2007).  

Para que ocorra a utilização de gotículas lipídicas, há a conversão de moléculas de 

ATP em AMPc através da enzima adenilil ciclase. Essa enzima é ativada após ocorrer a 

estimulação dos receptores beta adrenérgicos, e essa cascata tem como resultado a fosforilação 

do HSL, perilipinas e ativação da proteína quinase A. Por outro lado, a ativação do receptor alfa 

adrenérgico possui efeito inibitório da lipólise, bloqueando a atividade da adenilil ciclase e 

consequentemente reduzindo a concentração de AMPc (Caminhotto; Campana; Lima, 2014).  
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Figura 1. Esquema acerca da cascata de eventos que ocorrem após a estimulação da lipólise. Fonte: 

Campbell, 2016.   

 

O glucagon é um hormônio secretado pelo pâncreas quando os níveis plasmáticos de 

glicose estão baixos. Esse hormônio também possui efeito estimulatório a lipólise por 

mecanismos semelhantes aos das catecolaminas (Fonzeca-Alaniza et al., 2007).  

Dentre os mecanismos de regulação da mobilização de ácidos graxos, a testosterona 

possui um efeito positivo no aumento da sensibilidade dos receptores beta adrenérgicos às 

catecolaminas. Em animais submetidos a procedimento de castração, a lipólise foi reduzida, 

voltando a aumentar após tratamento com testosterona exógena (Lee; Lee; Cho 2013).  

O tecido adiposo também possui propriedades endócrinas, pois produzem peptídeos, 

hormônios e citocinas responsáveis pelo controle do metabolismo lipídico e glicídico, pressão 

sanguínea e modulação hormonal. As adipocinas são citocinas, secretadas pelos adipócitos, 

com função de modulação do estado inflamatório, regulação do apetite por feedback, consumo 

alimentar, uso da glicose e gasto energético. Esses produtos podem agir de forma parácrina e 

autócrina, induzindo a reutilização do tecido adiposo, adipogênese e angiogênese (Waki e 

Tontonoz, 2007; Rezaee e Dashty, 2013). 

A leptina é um hormônio produzido, principalmente, pelo tecido adiposo subcutâneo 

e age no nível do sistema nervoso central, regulando o consumo alimentar, sendo conhecido 

como o hormônio da saciedade. Este hormônio pode atuar em vários tipos celulares, possui 

função imunitária, hematopoiética, angiogênica e são necessários níveis normais para uma boa 

função do sistema reprodutor. O seu mecanismo de ação envolve a estimulação de vias 
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catabólicas através da ativação de cinases dependentes de AMP (Fernandez Sanchez et al. 

2011). 

A adiponectina possui uma atividade inversa às demais adipocinas, estando em níveis 

circulantes baixos quando há uma grande quantidade de energia acumulada. Confere proteção 

contra a aterosclerose, diminui a gliconeogênse hepática, além de realizar ação conjunta com a 

insulina ao melhorar a absorção de glicose no músculo e oxidação de ácidos graxos (Ruan e 

Dong, 2016).   

 

1.3. Fisiopatologia da Obesidade e Resistência Insulínica  

 

O excesso de nutrientes, característico da obesidade, promove a desregulação entre a 

energia consumida e a gasta, podendo levar a mudanças estruturais nas células do tecido 

adiposo. A hipertrofia é caracterizada pelo distendimento dos adipócitos, por meio da deposição 

exagerada de triglicerídeos, que pode levar a morte celular. Apesar disso, esse fenômeno ocorre 

como uma adaptação do organismo a quantidade excessiva de energia disponível, na tentativa 

de evitar que ocorra a lipotoxicidade nos outros tecidos (Muir et al., 2016).  

Na hiperplasia, há o aumento no número de adipócitos, através da estimulação de sua 

produção por fatores como IGF-1, que tem sua produção acentuada nos adipócitos hipertróficos. 

Quando o adipócito chega ao limite de expansão, há o recrutamento de pré-adipócitos para a 

diferenciação em adipócitos maduros (Wernstedt et al., 2014; Crewe et al. 2016).  

Conjuntamente com a hiperplasia, o excesso de nutrientes inibe a liberação normal do 

óxido nítrico no endotélio. Essa mudança promove insuficiência no sistema vascular, 

aumentando os riscos no aparecimento de doenças vasculares. Além disso, pode levar a hipóxia 

e consequente produção de espécies reativas de oxigênio, danos celulares e inflamação 

(Wernstedt, et al., 2014; Muir et al., 2016).  

A obesidade é considerada uma doença inflamatória com a expressão de adipocinas 

pró-inflamatórias como TNF- α, interleucina 6 (IL-6), leptina e baixa expressão de citocinas 

antiinflamatorias, como a adiponectina.  A alta produção de adipocinas, na obesidade, possui 

interferência direta no estabelecimento da resistência à insulina e ocorre, principalmente, pela 

infiltração de macrófagos no tecido adiposo (Fernandez Sanchez et al. 2011; Crewe et al., 

2016).  

As adipocinas podem exercer função parácrina, aumentando a inflamação local no 

tecido adiposo e também atuam de maneira endócrina, através de estimulação da resistência 
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insulínica e disfunções vasculares. Em condições de insulino-resistência, o bloqueio na ação de 

insulina plasmática limita a captação de nutrientes e facilita a lipólise. A liberação dos ácidos 

graxos acumulados atinge outros tecidos e promove o estado inflamatório, através do 

recrutamento de macrófagos para absorção dos produtos da lise dos adipócitos. Esse mecanismo 

ocorre devido à ativação das quinases, as quais impedem a fosforilação do receptor para insulina 

e levam a diminuição de sua sensibilidade (Boutens e Stienstra, 2016). 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema mostrando as etapas que levam ao estabelecimento da resistência insulínica. Fonte: 

adaptado de Speretta et al. (2014).  
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1.4.Diabetes Mellitus   

 

Nos últimos tempos, o número de indivíduos diabéticos vem aumentando 

consideravelmente em todo o mundo. No ano de 2010, foi observado que aproximadamente 

285 milhões de pessoas possuíam a doença, e esse número tende a aumentar, podendo chegar a 

438 milhões no ano de 2030 (Who, 2018).   

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2006), o diabetes mellitus possui 

vários tipos, sendo os mais comumente citados: diabetes tipo 1, tipo 2, gestacional e outros tipos 

mais específicos. Na fisiopatologia do diabetes do tipo 1 ocorre a destruição das células beta 

pancreáticas, levando a deficiência na produção de insulina.  Já no diabetes do tipo 2, ocorre 

uma resistência tecidual à insulina e é geralmente associada com a obesidade.  

Um indivíduo é considerado diabético quando possui níveis glicêmicos com valores 

maiores que 126 mg/dL, enquanto que os níveis normais são valores abaixo de 100 mg/dL. Ao 

longo do tempo, com a persistência de níveis glicêmicos altos, o diabetes promove uma série 

de alterações como retinopatia, nefropatia, sintomas cardiovasculares e disfunção sexual 

(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2006).  

Com isso, vários estudos vêm sendo realizados com diabetes induzido 

experimentalmente, através da administração de drogas como a estreptozotocina e aloxano 

(Dias, 2005). A Estreptozotocina é uma substância química antibacteriana derivada da bactéria 

Streptomyces griseus que possui propriedades diabetogênicas, antitumorais e antimicrobianas 

(Furlan, 2001). Sua principal característica está na especificidade às células beta pancreáticas, 

promovendo uma série de reações que levam a quebra no DNA, depleção da nicotinamida 

adenina dinucleotídeo (NAD) e formação de radicais livres. Devido a isso, ocorre a inibição da 

biossíntese e secreção de insulina por meio de carência. (Dias, 2005; Kirsten et al, 2010).  

Ao ser administrada, a estreptozotocina possui um comportamento trifásico com relação 

ao nível de glicose: inicialmente ocorre uma hiperglicemia acentuada devido à depleção do 

glicogênio hepático, após isso uma hipoglicemia relacionada com a liberação de insulina 

através da ação de macrófagos nas células necrotizadas e uma terceira fase onde a hiperglicemia 

permanente é instalada (Junod et al, 1969; Furlan, 2001). 

A sensibilidade à droga é variável em nível de espécie e a gravidade está relacionada 

com a dosagem estabelecida de acordo com o peso corporal do animal com doses variando de 

50 a 100 mg/kg ou através de pequenas doses (Junod et al., 1969; Dias, 2005).  
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1.5. Sistema reprodutor masculino  

 

O sistema reprodutor masculino é composto por um conjunto de órgãos (testículos, 

vias espermáticas, glândulas acessórias e pênis) que estão envolvidos na produção, maturação 

e liberação do gameta sexual masculino, além da produção de hormônios androgênicos (Russell 

et al. 1993).  

Os testículos são órgãos pares, localizados no interior do escroto, responsáveis pela 

produção dos espermatozoides e testosterona. Do ponto de vista histológico, o testículo é 

coberto externamente por uma camada de tecido conjuntivo, denominada túnica albugínea. Essa 

túnica possui em sua região dorsal, um local com um grau maior de espessura, chamado de 

mediastino, que é o ponto inicial para o desenvolvimento de septos que compõem a região 

testicular. No interior desses septos incompletos, estão os túbulos seminíferos (Russell et al. 

1993).   

 

 

Figura 3. Esquema mostrando os órgãos que compõem o sistema reprodutor masculino. 

Fonte: Ribeiro (2018).  

 

 

O compartimento tubular é a parte do testículo preenchida por um emaranhando de 

túbulos dobrados em si, denominados de túbulos seminíferos. A membrana basal é um conjunto 

de células que circundam o túbulo seminífero e delimitam a divisão do compartimento tubular 

para o intersticial. Além disso, essas células possuem propriedade contrátil e está envolvida na 
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movimentação de espermatozoides e fluidos no túbulo seminífero (Maekawa; Kamimura; 

Nagano 1996).  

O túbulo seminífero possui dois tipos celulares que compõem o epitélio seminífero: as 

células de Sertoli e as células germinativas. As células de Sertoli são responsáveis pela nutrição 

das células germinativas e possuem especializações de membrana que funcionam como um 

suporte para o desenvolvimento das mesmas. Além disso, secretam o hormônio anti mulleriano 

e a inibina (GENDT et al. 2004; Griswold, 2018). Por meio de junções intercelulares, as células 

de Sertoli formam uma proteção para regular a entrada de biomoléculas no túbulo seminífero, 

chamada barreira de células de Sertoli. Estudos, que avaliaram a integridade desta barreira, 

observaram que substâncias que são aplicadas como teste ficam localizadas no compartimento 

intersticial e na lâmina própria, sem atingir o compartimento adluminal (Wen et al., 2018; 

Griswold, 2018).   

Adicionalmente, a formação da barreira promove uma divisão do epitélio seminífero em 

dois compartimentos: basal e adluminal. A parte basal é composta por células de Sertoli, células 

mióides e espermatogônias e a parte adluminal é composta pelas células da linhagem 

espermatogênica (Wen et al., 2018).  
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Figura 4. Esquema mostrando a lâmina basal e as divisões do epitélio seminífero nos 

compartimentos basal e adluminal. No compartimento basal, estão as células de Sertoli, 

espermatogônias e espermatócitos pré-leptótenos. No compartimento adluminal, estão os 

prolongamentos das células de Sertoli, sustentando o espermatócito em paquíteno, as 

espermátides arredondadas e as espermátides alongadas. Entre os compartimentos, é 

evidenciada as ligações entre as células de Sertoli para formar a barreira de células de Sertoli. 

Fonte: adaptado de Wagner et al. (2008).   

 

As células de Leydig são responsáveis pela produção do hormônio sexual masculino, 

a testosterona, através da utilização de moléculas de colesterol. São células ovais com grande 

concentração de retículo endoplasmático liso e mitocôndrias, conferindo o papel na produção 

de hormônios esteroides (Mori e Christensen, 1980). Além disso, apresentam cromatina 

descondensada e vários nucléolos (Ballester et al., 2005). O citoplasma possui aparência 

glandular e cerca de 60% dessa área é ocupada pelo retículo endoplasmático liso, onde estão 

localizadas as enzimas envolvidas na esteroidogênese. Tais enzimas também são encontradas 

na membrana interna das mitocôndrias (Mori e Christensen, 1980).  
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Em mamíferos, a célula de Leydig é o tipo celular mais abundante desse 

compartimento contendo em uma população com cerca de 22 milhões de células por grama de 

testículo, variável de acordo com a idade e a espécie, formando grupos irregulares entre os 

túbulos seminíferos (França e Russel, 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Fotomicrografia evidenciando o compartimento tubular (CT) e intertubular (CI) testicular. CL: 

células de Leydig; CS: célula de Sertoli; EPL: espermatócito pré-leptóteno; Epq: espermatócito 

paquíteno; EPA: espermátides arredondadas. Aumento: 1000x. Fonte: arquivo pessoal.  

O ciclo do epitélio seminífero é um processo sincronizado de diferenciação de células 

germinativas em espermatozoides. Esse processo ocorre desde a membrana basal até o lúmen 

do túbulo seminífero e possui mecanismos que envolvem o código genético das células, além 

de comunicação intercelular e com células somáticas presentes no testículo (Nishimura e 

L’hernault, 2017; Verhoeven et al., 2007). A partir de espermatogônias do tipo B, por via 

mitótica, são formados espermatócitos primários tetraploides que, através da meiose I, originam 

espermatócitos secundários diploides, e, por sua vez, sofrem meiose II e formam as 

espermátides haploides. Após isso, as espermátides sofrem uma série de mudanças estruturais 
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tornando-se espermatozoides em um processo denominado espermiogênese (Nishimura e 

L’hernault, 2017) 

 

Figura 6. Esquema mostrando a espermatogênese do rato que tem duração de 58 dias. Em vermelho, 

observa-se o ciclo do epitélio seminífero desde a espermatogônia do tipo B até a formação de 

espermátides alongadas, passando por processos de divisão celular (mitose, meiose I e meiose II). Em 

rosa, as junções que formam a barreira de células de Sertoli. Fonte: adaptado por Campbell (2016).  

Esse processo de diferenciação das células germinativas em espermatozoides tem 

duração entre 30 e 75 dias na maioria dos mamíferos, e 58 dias no rato (França et al., 1998; 

França e Chiarini-Garcia, 2005). As células germinativas são encontradas nos túbulos 

seminíferos em associações distintas chamadas de estádios, que podem ser classificados através 

dos métodos de morfologia tubular (França e Russel, 1998) e pelo método do sistema 

acrossômico (Russel et al., 1990). O processo espermatogênico é regulado através de uma rede 

de interação endócrina, parácrina e autócrina que ocorre entre os diversos tipos celulares 

existentes (Skinner et al. 1991). 

Os principais hormônios reguladores da função testicular são: o hormônio folículo 

estimulante (FSH) e o hormônio luteinizante (LH). São secretados pela hipófise através de 

estimulação hipotalâmica, e seguem o eixo denominado de hipotalâmico hipofisário gonadal 

(Ramaswamy e Weinbauer, 2015). O FSH possui a propriedade de estimular as células de 
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Sertoli para desempenho de suas funções e determinar o número dessas células no testículo. Por 

sua vez, a quantidade de células de Sertoli é um fator determinante da produção espermática 

diária (Johnson et al. 1994).  

O hormônio luteinizante (LH) é responsável por estimular a produção de testosterona, 

a partir da interação com receptores existentes nas células de Leydig. A testosterona é o 

hormônio sexual masculino responsável pelo início da espermatogênese, e também controle 

funcional do epidídimo, próstata e glândula seminal (Ramaswamy e Weinbauer, 2015). Esse 

hormônio é transportado, através das células de Sertoli, em sua forma convertida chamada de 

diidrosterona para o interior do túbulo, onde desempenha a função de estímulo no ciclo do 

epitélio seminífero. A elevação nos níveis de testosterona promove efeito contrário nos níveis 

circulantes de LH em um processo denominado retroalimentação negativa (Preston et al., 2012). 

Além de ser importante para a espermatogênese, a testosterona também possui papel no 

desenvolvimento de caracteres secundários masculinos (Cox; Stenquist; Calsbeek, 2009).  

 

1.6.Estresse Oxidativo 

 

Estresse oxidativo é caracterizado pelo estado onde há o desequilíbrio entre a oxidação 

e os sistemas oxidantes no corpo secundário (Yoshikawa & Naito, 2002). O 

desemparelhamento de elétrons torna as moléculas reativas, permitindo que haja ligações com 

outros compostos. Essas ligações promovem a formação de moléculas novas que podem ser 

tóxicas ao organismo, denominadas radicais livres (Santos, 2009).  

Inúmeras patologias, incluindo o diabetes, exposição à radiação ionizante, estímulos 

tóxicos e diferentes tipos de xenobióticos estimulam a formação de radicais livres no organismo 

(Yoshikawa & Naito, 2002; Santos 2009; Comporti, 1989; Gillham et al., 1997, Barreiros et al., 

2006). 

Com relação a reprodução masculina, no testículo existe um conjunto de enzimas 

antioxidantes necessárias para garantir o sucesso na produção de hormônios esteroides e bom 

desempenho na formação de espermatozoides. Esse sistema de defesa possui um papel muito 

importante dentro do metabolismo testicular, visto que, o dano peroxidativo é um dos principais 

motivos de redução da funcionalidade do testículo (Aitken & Roman, 2008).  

Estudos mostram que o estabelecimento do estresse oxidativo está relacionado a causas 

de infertilidade no macho. O ataque das espécies reativas de oxigênio (ROS) pode interferir na 
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motilidade espermática e reduzir a capacidade de sustentar um desenvolvimento embrionário 

normal (Aitken & Baker, 2006; Kumar, 1999).  

A capacidade na produção de hormônios esteroides pelas células de Leydig pode ser 

impedida pelo estresse oxidativo testicular, reduzindo a capacidade do epitélio germinativo na 

formação de espermatozoides sadios (Hales et al., 2005; Naughton et al.,2001). O aumento na 

ação de agentes oxidantes com relação à proteção antioxidantes leva a uma reação em cadeia 

que promove danos no DNA, proteína e lipídeos, gerando disfunção espermática (Maneesh e 

Jayalekshni, 2006; Zini e Libman, 2006; Marchesi e Feng, 2007; Sies 1993; Sanocka e 

Kurpisz,2004) 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN) são os agentes oxidantes 

mais comuns envolvidos nos processos patológicos por possuir um curto tempo de vida. Os 

principais tipos de ERO são distribuídos em dois grupos, as radicalares: superóxido (O2•-), 

hidroxila (OH•) peroxila (ROO•) e alcoxila (RO•); e as não-radicalares: oxigênio “singlet” (O2), 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o ácido hipocloroso (HClO-). Dentre as ERN incluem-se o 

óxido nítrico (NO•), o óxido nitroso (N2O) e o peroxinitrito (ONOO-), dentre outros (Barreiros 

et al., 2006). 

Apesar disso, o estresse oxidativo possui papel fundamental na fisiologia normal do 

organismo tendo influencia na adaptação e regulação da transdução de sinalização intracelular 

(Yoshikawa & Naito, 2002). De acordo com o modo de ação, os agentes antioxidantes podem 

ser classificados de duas formas: ação detoxificadora e ação reparadora. Quando os agentes 

oxidantes se ligam aos radicais livres, impedindo a formação de novos agentes oxidantes, antes 

que ocorra a lesão celular é um processo chamado detoxificador. Estão envolvidos nesse 

processo antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH), superóxido-dismutase (SOD), 

catalase, glutationa-peroxidase (GPx) e vitamina E (Hebbel, 1986; Ross e Moldeus,1991). 

A ação reparadora ocorre quando há a mobilização de agentes antioxidantes com um 

intuito de reparar uma célula lesada, estando envolvidos: o ácido ascórbico, glutationa redutase 

(GR), GPx, dentre outros. Todos esses tipos de antioxidantes são encontrados a nível 

intracelular, exceto a vitamina E (α - tocoferol), que age a nível de membrana (Hebbel, 1986; 

Ross e Moldeus,1991). 

As EROS são encontradas em todos os sistemas biológicos. Em sua grande totalidade, 

ela sofre redução tetravalente, através da ação da citocromo oxidase, acrescentando quatro 

elétrons (Figura 1) a cada O2 para gerar duas moléculas de H2O (Beneš et al. 1999). Apesar 

disso, na cadeia respiratória, aproximadamente 5% do conteúdo de oxigênio pode se 
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transformar em intermediários da reação, se modificando em superóxido, peróxido e hidroxila 

(Santos, 2009; Simonin & Galina, 2013; Cohen, 1989). 

 

    

Figura 7. Redução tetravalente do Oxigênio molecular (O2) na mitocôndria até formação da água. 

Adaptado de: Boveris,1998. 

 

 

2.6.1 Lipoperoxidação 

 

Na membrana das células ocorre naturalmente um processo fisiológico que auxilia no 

processo de renovação celular, pinocitose, fagocitose e contribui na síntese de prostaglandinas 

e leucotrienos, esse processo é denominado de lipoperoxidação ( Salganik, 2001; Noori, 2001). 

No entanto, as membranas são mais vulneráveis à oxidação, por serem formadas por 

proteínas e lipídeos. Quando ocorre a multiplicação intensa das espécies reativas, além da 

defesa antioxidante presente, há danos graves na estrutura da membrana, alterando a 

permeabilidade, provocando perda de seletividade, extravasamento do conteúdo das organelas 

e formação de conteúdos citotóxicos (malondialdeído e 4- hidroxinonenal) (Mello Filho et al., 

1983; Hershko, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1990; Shan et al., 1990; Ross e Moldeus, 1991; 

Ferreira e Matsubara,1997). 

O processo de lipoperoxidação é dividido em três etapas: iniciação, propagação e 

terminação (Figura 2). Ocorre a iniciação quando um lipídeo de membrana é atacado, na 

maioria das vezes, pela radical hidroxila (OH), que é uma espécie reativa o bastante para 

capturar um hidrogênio e denominada de iniciadora da lipoperoxidação.   

 Quando o hidrogênio é capturado, há a formação de água e um radical livre 

lipídico que tende a ligar-se com um O2, formando um radical peroxila ( LOO●). Estes radicais 

tem a capacidade de remover um próton de outra molécula lipídica em um processo denominado 

fase de propagação. A peroxila retira um hidrogênio de um lipídeo e forma o hidroperóxido 
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lipídico (LOOH). A fase de terminação ocorre quando dois radicais produzidos durante as 

etapas anteriores se ligam e formam produto estável (Halliwell e Gutteridge, 2015). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Reações de iniciação, propagação e terminação na peroxidação. Adaptado de: Ferreira e 

Matsubara (1997) 

 

2.6.2. Superóxido Dismutase (SOD)  

 

O íon superóxido é o maior fator de toxidade do O2, além de ser o mais reativo dos íons. 

O SOD é responsável pela defesa deste íon atuando como scavenger do íon superóxido 

(Halliwell & Gutteridge, 2015)  

Os radicais superóxidos podem ser produzidos de diversas formas auto oxidação das 

catecolaminas, hidroquinonas, tetraidropterianas, assim como ação catalítica de enzimas como 

xantina oxidase e aldeído oxidase (Fridovich 1975)  

Apesar de apresentar diferentes tipos de metaloenzima, a reação de catalisação do 

superóxido ocorre da mesma forma: Aumento da aceleração da dismutação do O2●, formando 

peróxido de hidrogênio e oxigênio (Figura 3) (Fridovich e McCord 1969; Bernes et al., 1999, 

Halliwell e Gutteridge,1999). 

 

      

 

Figura 9. Reação de dismutação do radical superóxido. Adaptado por: Halliwell e Guteridge (2015)  
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2.6.3 Glutationa reduzida (GSH) 

 

É considerada o agente antioxidante mais importante protegendo a célula contra a lesão 

resultante da exposição a agentes como íons ferro, oxigênio hiperbárico, radiação e luz 

ultravioleta. O grupamento tiol (-SH), encontrado com maior frequência no meio intracelular, 

é o responsável pela sua capacidade redutora (Santos,2009)  

A glutationa é participa da detoxificação de agentes químicos e desempenha papel 

fundamental na lipoperoxidação, já que elimina produtos intermediários que são tóxicos ao 

metabolismo. Além disso, é importante na síntese do DNA, na formação de algumas 

prostaglandinas e algumas proteínas (Meister e Anderson, 1983; Deneke e Fanburg, 1989; 

Shan, 1990; Galleano e Puntarulo, 1995). 

 

2.6.4 Glutationa Redutase (GR) 

 

A GR possui a capacidade de regenerar a glutationa oxidada (GSSG) em glutationa 

reduzida (GSH). Para que essa reação ocorra é necessário a presença de uma molécula de 

NADPH para cada molécula de GSH (Figura 5) (Chance et al.,1979; Ward e Peters, 1995). 

Devido a ação de regeneração da GR, é possível manter a GSH em sua forma redutora, o que é 

essencial para o sistema biológico (Pederzolli,2008).  

 

 

 

 

 

Figura 10. Regeneração da glutationa reduzida (GSH) a partir da glutationa oxidada (GSSH) através da 

enzima glutationa redutase. Adaptado: Halliwell e Guteridge (2015). 

 

Por ser dependente das vias da pentose, a GR sofre um déficit em sua atuação quando 

ocorre a diminuição no fornecimento de NADPH e deficiência de glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD) (Shan, 1990; Ross e Moldeus, 1991; Matsubara et al., 1992). 
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2.6.5. Glutationa Peroxidase (GPx)  

 

Atua removendo o H2O2 e outros peróxidos, ocorre de forma que ocorre a redução do 

peróxido até a molécula de H2O ao mesmo tempo que realiza a oxidação do GSH (Figura 6) 

(Pederzolli, 2008). 

 

 

 

 

Figura 11. Reação de redução do peróxido de hidrogênio (H2O2) até água molécula de água (H2O) em 

conjunto a oxidação da glutationa reduzida (GSH). Adaptado: Halliwell e Guteridge (2015). 

 

Geralmente está localizado em membranas, atua como doador de hidrogênio para o 

GSH, é considerado um potente antioxidante, sendo eficaz na defesa contra a lipoperoxidação 

(Wendel, 1981). A ação da GPx exerce função sobre hiperperóxido de ácidos graxos, 

hidroperóxidos de tert- burtil e do 7- β- hidroperóxido de colesterol servindo como catalisador 

no acoplamento do peróxido com o GSH. Nestes casos a reação de redução irá sempre resultar 

na formação de um álcool específico ao peróxido. (Figura 7).  

No entanto, o GPx não exerce nenhuma função em lipopreteínas, membranas nem 

peróxidos de ácidos graxos esterificados a moléculas lipídicas, lipoproteína ou membrana, pois 

antes da ação da GPx é necessário que estas passem pela ação de lipases (Halliwell e Guteridge, 

1999; Pederzolli, 2008). 

 

 

Figura 12. Reação de redução dos peróxidos a álcoois, catalisada pelo GPx. Halliwell e Guteridge 

(1999).  
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2.6.6. α Tocoferol (Vitamina E) 

 

É um antioxidante classificado como não enzimático, é uma vitamina lipossolúvel, ou 

seja, encontrada em membranas, mitocôndrias e lipoproteínas. Se liga a radicais livres 

formando o  tocoferoxil podendo ter esta ação revertida a partir da ação do ácido ascórbico e 

do GSH (Sokol,1989; Ward e Peters, 1995; Halliwell e Gutteridge, 1999). 

Potente antioxidante com capacidade de se ligar a peroxilas, convertendo em tocoferoxilas. 

Quando apresentadas no formato desta molécula diminuem a possibilidade da continuação da 

liperoxidação, evitando que ocorra uma reação em cadeia formando compostos tóxicos ao 

sistema (Halliwell,2001).  

 

1.7.Metformina 

 

A metformina (N, N-Dimetilbiguanida) é um medicamento oral que possui efeito anti-

hiperglicemiante, sendo o fármaco mais utilizado para o tratamento de diabetes do tipo II, 

principalmente, pela eficácia do tratamento e toxicidade baixa ao organismo. Está incluído na 

listagem de medicamentos voltados aos principais agravos e programas de saúde da atenção 

básica em forma de comprimido e concentração de 500 mg e 850 mg (Santomauro Jr et al. 

2008).   

 

 

Figure 13. Estrutura molecular da metformina. Fonte: Fonseca (2013).  

 

É uma droga derivada da guanidina, que é um composto extraído de uma planta 

medicinal da família Fabaceae (Galega officinalis). Possui papel relevante na redução na 

produção hepática de glicose (gliconeogênese), além disso, possui relação na diminuição de 

ácidos graxos livres, estimulação da captação de glicose pelos tecidos periféricos (através da 
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ativação da tirosina quinase), aumento da sensibilidade à insulina e efeito protetor nas células 

beta pancreáticas (evitando a apoptose) (Santomauro Jr et al. 2008; Bailey, 2017).  

O uso da metformina tornou-se mais comum, após estudos demonstrarem a diminuição 

dos riscos de doenças vasculares, independente do controle glicêmico, em indivíduos com 

excesso de massa corpórea e acometidos do diabetes do tipo II (Lammana et al., 2011). Apesar 

disso, faz-se necessária a redução na ingestão de açucares e calorias de modo complementar ao 

tratamento com o fármaco. O mecanismo de ação da droga, isoladamente, não é relacionado 

com efeitos hipoglicêmicos e ganho de peso, e minimiza os riscos no desenvolvimento do 

câncer, que é outra importante causa de morte em pacientes com diabetes. A droga age ativando 

os níveis de AMPK celular, incentivando uma maior captação de glicose (Bailey, 2017).  

Apesar de suas vias de efeito ainda não estarem completamente elucidadas, acredita-se 

que a droga possua eficácia na redução nos níveis de mediadores apoptóticos. Em estudo 

realizado por Kim et al. (2017), a diminuição de marcadores que estimulam a apoptose foi 

observada em ratos diabéticos tratados com metformina, conferindo proteção a danos celulares 

na retina.  

 

1.8.Melatonina 

 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um hormônio produzido pela glândula 

pineal e está envolvida em inúmeros eventos fisiológicos com efeitos imunomodulatórios, 

antiinflamatórios, antitumorais, antioxidantes e cronobiológicos (Xie et al., 2017; Neto e 

Castro, 2008). Este hormônio é sintetizado, a partir do aminoácido triptofano, e liberado na 

circulação durante o período noturno, onde atinge níveis mais elevados. Essa produção é 

dependente da ação de duas enzimas: arilalquilamina-N-acetiltransferase (AANAT) e a 

triptofano hidroxilase (TPH) e é regulada através do ritmo circadiano e a ação da luz (Favero 

et al, 2017).   
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Figura 14. Estrutura molecular da melatonina. Fonte: Poeggeler (1993).  

 

Vários estudos vêm relacionando a administração exógena de melatonina com redução 

no estresse oxidativo de animais (Colares et al., 2016). Os mecanismos envolvidos na melhoria 

da capacidade de defesa do organismo envolvem a diminuição da ativação do fator nuclear 

kappa β (NF-kβ) e aumento na expressão de Nrf-2 (fator importante na transcrição de genes 

codificadores de enzimas antioxidantes) (Favero et al. 2017).  

Nesse sentido, a melatonina é uma forma alternativa para manutenção do estresse 

oxidativo no tratamento de animais diabéticos. A administração do fármaco age no aumento da 

expressão de antioxidantes por meio da ação da superóxido dismutase (SOD) e glutationa 

peroxidase (GPx), além da estimulação da produção de glutationa reduzida (GSH) (Neto e 

Castro, 2008; Colares et al, 2016).  

Além disso, a melatonina possui influência no sistema reprodutor masculino através da 

ligação com receptores celulares em várias espécies. Estudos mostram que a administração de 

melatonina promove recuperação de danos espermáticos e aumento nos níveis séricos de 

testosterona (Li et al, 2015).  

 

 

1.9.Pentoxifilina 

 

 A pentoxifilina é um inibidor de fosfodiesterase, derivado de metil xantina, que possui 

ações anti-inflamatórias e poder antioxidante. É um fármaco de baixo custo, utilizado como 

fator inibidor de elementos envolvidos na inflamação, como o TNF-α (RADFAR et al., 2005; 

ZANG et al., 2015; LUO et al., 2015; NAVARRO-GONZALES et al., 2015). 
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Figura 15. Estrutura molecular da pentoxifilina. Fonte: Poeggeler et al. (1993).  

 

 O mecanismo de ação do fármaco consiste basicamente pela ativação de cascatas e 

consequente aumento intracelular nos níveis de AMP cíclico. Dentre todas as ações que 

promove no organismo estão a inibição na expressão de genes inflamatórios, elevação no fluxo 

sanguíneo e oxigenação dos tecidos, além de diminuir a capacidade da formação de radicais 

livres (TAKHTFOOLADI et al., 2015).  

No tecido testicular, a pentoxifilina atua no controle endócrino da espermatogênese, 

possuindo papel importante nos níveis de FSH, LH e testosterona, além de promover um 

aumento na mobilidade espermática (SAFARINEJAD, 2011; MORADI et al., 2015).  
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2. OBJETIVO GERAL  

Avaliar os efeitos da administração de metformina, melatonina e pentoxifilina sob 

parâmetros reprodutivos e o metabolismo glicídico e lipídico de ratos alimentados com dieta 

hiperlipídica e induzidos ao diabetes mellitus.  

 

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Avaliar o peso corporal e testicular dos ratos.  

• Avaliar a morfologia e morfometria das células de Sertoli e células espermatogênicas.  

• Analisar a morfologia e morfometria das células de Leydig.  

• Calcular a proporção volumétrica dos compartimentos testiculares.  

• Determinar o comprimento total de túbulos seminíferos, produção espermática diária e 

produção espermática diária por grama de testículo.  

• Determinar os níveis plasmáticos de testosterona.  

• Avaliar histologicamente os testículos dos animais.  

• Determinar os níveis de TBARS, glutationa reduzida e superóxido dismutase no tecido 

testicular dos ratos.   

• Determinar a expressão de citocinas inflamatórias, TNF-α e IL-6, no tecido muscular e 

tecido adiposo epididimal e retroperitoneal. 

• Determinar os níveis séricos de glicose, insulina e corticosterona.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

6.1 Animais e grupos experimentais 

Foram utilizados 30 ratos machos, da linhagem Wistar, livres de patógenos 

específicos, com idade de 60 dias, fornecidos e mantidos no Biotério da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco – UFRPE. Os animais foram alocados em gaiolas de polipropileno 

coletivas, a temperatura média de 22 ± 2 ºC, com ciclos de 12 horas de luminosidade, sendo 

das 07:00 as 19:00 horas (período claro) e 19:00 as 07:00 horas (período escuro), durante o 

período de aclimatação de 15 dias. Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco com processo n° 

23082/20034/2016-29.  

Ao final do décimo quinto dia, os animais foram aleatoriamente distribuídos em 5 

grupos experimentais com seis animais cada:  

Grupo Diabético (GD): animais alimentados com dieta hiperlipídica e induzidos ao 

diabetes do tipo II. 

• Grupo Diabético + Metformina (GM): animais alimentados com dieta hiperlipídica, 

induzidos ao diabetes do tipo II e tratados com metformina (500 mg/kg). 

• Grupo Diabético + Metformina + Pentoxifilina (GMP): animais alimentados com 

dieta hiperlipídica, induzidos ao diabetes do tipo II e tratados com metformina (500 mg/kg) e 

pentoxifilina (100 mg/kg).   

• Grupo Diabético + Metformina + Melatonina (GMM): animais alimentados com 

dieta hiperlipídica, induzidos experimentalmente ao diabetes do tipo II e tratados com 

metformina (500 mg/kg) e melatonina (5 mg/kg).   

• Grupo Diabético + Meformina + Pentoxifilina + Melatonina (GMPM): animais 

alimentados com dieta hiperlipídica, induzidos experimentalmente ao diabetes do tipo II e 

tratados com metformina (500 mg/kg),  pentoxifilina (100 mg/kg) e melatonina (5 mg/kg). 

 

Durante o período experimental, os animais foram alimentados com dieta hiperlipídica 

(Tabela 1) e água de torneira fornecida ad libitum. A dieta foi preparada de acordo com a 

American Institute of Nutrition (AIN).  
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Tabela 1. Lista de ingredientes utilizados para a preparação da dieta hiperlipídica de acordo com 

Franco et al., (2009).  

 

Ingredientes 
 

Dieta Hiperlipídica 

(g/kg) 

Amido  509,48 

Caseína  200 

Sacarose  100 

Mix mineral  35 

Mix vitamínico  10 

L-Cistina  3 

Colina  2,5 

Butil-hidroxi-tolueno  0,014 

Óleo de soja  140 

 

5.2.Procedimentos experimentais 

Os animais foram pesados semanalmente e no dia da eutanásia para a determinação do 

ganho de peso diário. A indução ao diabetes foi realizada através da administração de 

estreptozotocina (35 mg/kg) diluída em tampão citrato de sódio, por via intraperitoneal, após 

um jejum de 12 horas (SRINIVASAN et al., 2005). A verificação da glicose sanguínea ocorreu 

após o jejum de 12 horas e o estabelecimento do diabetes foi confirmado 7 e 14 dias após a 

indução, sendo incluídos no experimento apenas aqueles animais que possuíram glicemia acima 

de 126 mg/dL (Glicosímetro Kit Accu-Chek Active). Após isso, a glicose sanguínea foi 

verificada (tiras reagentes Accu-Chek Active) semanalmente em todos os grupos através da 

coleta de gotas de sangue da ponta da cauda dos animais. Após a confirmação do diabetes, os 

animais foram submetidos a tratamentos diários com metformina (500 mg/kg), em combinação 

com melatonina (5 mg/kg) e pentoxifilina (100 mg/kg), via gavagem, durante 30 dias. Neste 

período, os animais continuaram recebendo a dieta hiperlipídica até o dia da eutanásia. Os 

animais do grupo controle receberam água destilada, a fim de igualar o estresse causado pela 

gavagem.  

5.3.Eutanásia e coleta de material 

 

Ao final do período experimental, os animais foram pesados, e anestesiados por 

injeção intraperitoneal de quetamina associada à xilazina na mesma seringa e aprofundamento 

anestésico com tiopental (FANTONI; CORTOPASSI, 1994). Posteriormente foi realizada 
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coleta sangue total e acondicionamento de duas alíquotas de 1 ml de plasma sangüíneo em 

microtubos à -20 °C, para dosagem hormonal. Após a coleta de sangue, foi realizada perfusão 

intracardíaca com solução fisiológica de NaCl a 0,9%, por aproximadamente 1 minuto e 30 

segundos para eliminar o sangue dos vasos. Neste período, foi observado o clareamento dos 

testículos.  

Nesse momento, fragmentos do tecido adiposo epididimal (TAE), retroperitoneal 

(TAR), tecido muscular esquelético (M) e fígado (F) foram coletados com o auxílio de 

instrumentos estéreis. Cada fragmento coletado foi armazenado em microtubos, com rótulos 

identificados individualmente, pesados e imediatamente congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados em freezer (-80 ºC) para posteriores análises.  

Em seguida, os animais foram perfundidos com solução fixadora de glutaraldeído a 

4 %, em tampão fosfato de sódio, pH 7,2 e 0,01M, durante 25 minutos. Neste período observou-

se o enrijecimento dos testículos, que indica macroscopicamente a fixação testicular. Foi 

realizada uma incisão mediana ao longo do eixo longitudinal do escroto, para realização da 

orquiectomia. Após este procedimento, cada testículo foi pesado, pós-fixado por imersão na 

mesma solução fixadora e direcionado para processamento histológico. 

 

5.4.Avaliação qualitativa, quantitativa e histológica testicular 

Para os estudos ao microscópio de campo claro, os fragmentos foram processados para 

inclusão em resina plástica à base de glicol metacrilato (LEICA). Cortes histológicos de 4 µm 

de espessura foram corados em hematoxilina-floxina e foram realizadas análises morfológicas 

e morfométricas.     

O diâmetro tubular e a altura do epitélio foram medidos em aumento de 100X usando 

um sistema de captura de imagem acoplado a um microscópio óptico Olympus BX-51 (Tóquio, 

Japão). O diâmetro tubular médio para cada rato foi obtido a partir da mensuração de quinze 

túbulos com perfis redondos ou arredondados, escolhidos de forma aleatória, em diversos 

estágios do ciclo do epitélio seminífero. Os valores encontrados foram resultantes da média de 

duas retas diametralmente opostas.   

Os dados volumétricos da composição do parênquima testicular foram obtidos através 

da contagem de pontos por meio de um retículo micrométrico (Olympus) com 441 pontos de 

intersecção, acoplado ao microscópio de luz, sobre a preparação histológica de testículo em 
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aumento de 400X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente somando um total 

de 6.615 pontos para cada animal.  

O comprimento total (CT) dos túbulos seminíferos por testículo, expresso em metros, 

foi estimado a partir da razão entre o volume absoluto ocupado pelos túbulos seminíferos 

(VATS) no testículo por R² (onde R = diâmetro tubular /2) e o valor de π: CT= VATS/πR². 

(ATTAL e COUROT, 1963).  

Foi realizada a contagem de espermatogônias, espermatócitos I em estágio de pré-

leptóteno e paquíteno, espermátides arredondadas e nucléolos de células de Sertoli em cinco 

túbulos no estágio VII do ciclo do epitélio seminífero. A população de células de Sertoli foi obtida 

através da contagem do número de tais células presentes com o nucléolo visível. Após isso, foi 

realizada a correção do número obtido utilizando a fórmula de Abercrombie (1946), modificada 

por Amann (1962), conforme segue: 









−
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22 DMDM
+cortedoEspessura

cortedoEspessura
obtidacontagem=corrigidoNúmero  

  

O diâmetro nucleolar médio (DM) representa a média dos diâmetros de 05 nucléolos 

de células de Sertoli para cada animal dos grupos. A população foi estabelecida através do 

resultado da multiplicação do número corrigido pelo comprimento total dos túbulos seminíferos 

em micrômetros (µm) e dividido pela espessura do corte.  

A produção espermática diária (PED) por testículo e por grama de testículo foi obtida 

de acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Júnior et al. (2006): PED = Nº total de células de 

Sertoli por testículo X a proporção de espermátides redondas no estágio VII x estágio VII com 

freqüência relativa / duração do estágio (dias).  

O diâmetro nuclear das células de Leydig foi obtido através da média de duas retas 

diametralmente opostas em aumento de 1000x. Foram mensurados 30 núcleos por animal e foi 

aplicada a fórmula do volume da esfera (4/3πR3) para a obtenção do volume individual da 

célula. A proporção volumétrica de núcleo/citoplasma foi realizada através da contagem de 

1000 pontos entre citoplasma e núcleo, utilizando um retículo com 441 intersecções no aumento 

de 1000x. A partir dessa proporção, foi calculado o volume citoplasmático e o volume celular. 
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O volume citoplasmático foi calculado pela multiplicação da porcentagem de citoplasma pelo 

volume nuclear, e dividido pela porcentagem nuclear. O volume individual da célula de Leydig 

foi estimado através da soma entre os valores do volume nuclear e volume citoplasmático 

(MORAIS et al., 2014). 

Com os resultados do volume de uma célula de Leydig e do volume total de células de 

Leydig por testículo, encontrou-se a população dessas células por testículo. Posteriormente, 

esse valor foi dividido pelo peso líquido para obtenção da população por grama de testículo.  

6.5. Dosagem de testosterona plasmática 

  A dosagem foi realizada pelo método de enzima-imuno-ensaio (ELISA- Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay), com leitura de absorbância em 405 nm, conforme descrito por 

BROWN et al. (2004).  

 

6.6. Determinação de indicadores do estresse oxidativo em homogeneizado de testículo 

O testículo foi obtido, pesado imediatamente congelado em nitrogênio líquido e 

armazenado a -80 ° C até o uso. As amostras foram homogeneizadas em tampão de fosfato de 

potássio (pH 7,4, 0,2M), contendo EDTA 1M, utilizando um homogeneizador (OMNI) e 

centrifugadas (13,800 g a 4 ° C durante 10 min). O sobrenadante foi utilizado para a seguinte 

análise: enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST); 

marcador de estresse oxidativo Malondialdeído (MDA). Os dados bioquímicos foram 

normalizados em relação aos níveis de proteína total no sobrenadante. As análises foram 

realizadas em duplicado. Todas as atividades enzimáticas foram determinadas por duplicado 

usando um espectrofotômetro (UV-Mini 1240, Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo 

Scientific, Waltham, MA, EUA). 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi mensurada através do protocolo de 

Siddiqui et al. (1990). A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) através da 

formação do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Os níveis de malondialdeído 

(MDA) que é o resultado da peroxidação lipídica, foram determinados utilizando-se solução 

TBARS (ácido tricloroacético 15% / ácido tiobarbitúrico 0,375% / ácido clorídrico 0,25M). Os 

níveis totais de MDA em cada amostra foram determinados por meio de curva padrão a partir 

de concentrações conhecidas de 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMPO). A concentração de 
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proteína total das amostras foi mensurada utilizando-se albumina do soro bovino como curva 

padrão. 

 

6.7. Avaliações bioquímicas e hormonais 

As dosagens de Insulina, adiponectina, corticosterona, TNF-alfa e IL-6 no plasma 

foram determinadas pelo método de ELISA, utilizando “kit” comercial específico para rato 

(Millipore, Billerica, MA, EUA, Life Technology, Grand Island, NY, EUA, ABCAM, 

Cambridge, MA, USA, respectivamente). 

6.8.Análise estatística dos dados 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média (EPM). Após 

teste de normalidade e homogeneidade das variâncias, os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância (one way-ANOVA), utilizando-se o programa estatístico Statistic Pacckage 

for the Social Sciences (SPSS), versão 17.0 para Windows, seguida de texto teste de Newman-

Keuls’ para avaliar as diferenças entre as médias dos resultados obtidos nos grupos analisados. 

Os gráficos foram elaborados utilizando o programa GraphPad Prism, versão 6.0. O nível de 

significância adotado será de 0,05. 
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7. RESULTADOS  

 

 

7.1. Índice glicêmico, peso corporal, testicular, epididimal, prostático e da glândula seminal  

 

 

De acordo com a tabela 2, os índices glicêmicos dos animais diabéticos sem tratamento 

(GD) foram maiores (p<0,001) em relação aos demais grupos. A taxa de glicose reduziu nos 

grupos tratados (p<0,001) com metformina, de forma isolada, ou em combinação com 

pentoxifilina e/ou melatonina quando feita a comparação com os animais do GD (Figura 16).  
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Figura 16. Níveis de glicose de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com 

metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, 

melatonina e pentoxifilina (GMPM).  

 

 

Com relação ao peso corporal, os animais do grupo diabético tiveram redução deste parâmetro, 

de forma significativa, quando comparados ao grupo tratado com a associação de metformina, 

melatonina e pentoxifilina (Figura 17).  
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Figura 17. Peso corporal de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com 

metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, 

melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

Como mostra a figura 18, os índices glicêmicos tiveram uma alta correlação negativa 

(r= - 0,65533; p= 0,0005) com o peso corporal dos animais.   
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Figura 18. Correlação entre níveis glicêmicos (mg/dL) e peso corporal (g) de de animais do grupo 

diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), 

metformina e melatonina (GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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O peso testicular dos animais diabéticos sem tratamento reduziu com relação ao GM 

(p=0,001), GMP (p=0,029), GMM (p=<0,001) e GMPM (p=0,042). Com isso, os tratamentos 

com metformina, isolada ou associada com melatonina e/ou pentoxifilina resultou na elevação 

deste parâmetro (Figura 19).  
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Figura 19. Peso testicular de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com 

metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, 

melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

Com relação ao índice gonadossomático, não houve diferença estatística significativa 

entre os grupos experimentais (Figura 20).   
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Figura 20. Índice gonadossomático de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados 

com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e 

metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Tabela 2. Índice glicêmico, peso corporal, peso testicular e índice gonadossomático (IGS) de animais 

do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina 

(GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

               Glicemia 

(mg/dL) 

      Peso corporal (g)          Peso 

testicular(g) 

   IGS (%) 

      

GD 427,2±22,5a 251,0±39,4a   1,35±0,14a 1,05±0,18a 

GM 167,4±43,3b 268,0±31,5ab   1,62±0,07b 1,10±0,18a 

GMP 195,0±27,3b 262,0±38,3ab   1,49±0,15b 1,10±0,09a 

GMM 126,0±24,4b 297,0±32,0ab   1,55±0,24b 1,04±0,10a 

GMPM 126,0±55,4b  326,0±24,0b   1,50±0,12b 0,92±0,11a 

Diferentes letras na mesma coluna indicam diferença estatística.  

 

  

Como mostra a tabela 3, o peso do epidídimo dos animais diabéticos não tratados 

reduziu significativamente (p<0,001) quando comparados aos demais grupos experimentais. Os 

variados tratamentos realizados com metformina, pentoxifilina e melatonina foram eficientes 

para promover o aumento do peso epididimal (Figura 21).  
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Figura 21. Peso epididimal de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com 

metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, 

melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

O peso prostático dos animais diabéticos sem tratamento e do GMP foram 

significativamente menores quando relacionados com GM, GMM e GMPM (p=<0,001). O 

grupo que recebeu metformina, pentoxifilina e melatonina (GMPM) teve melhor resposta a esse 

parâmetro, quando relacionado com o GD e GMP (Figura 22).  
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Figura 22. Peso prostático de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com 

metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, 

melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

O peso da glândula seminal foi estatisticamente menor (p=0,041) nos animais do GD, 

com relação ao GM (Figura 23).  
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Figura 23. Peso da glândula seminal de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados 

com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e 

metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Tabela 3. Pesos das próstatas, epidídimos e glândulas seminais de animais do grupo diabético (GD) e 

grupos diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e 

melatonina (GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

 Epidídimo (g)       Glândula Seminal (g) Próstata (g) 

GD     0,297±0,05a 0,526±0,20a 0,332±0,08a 

GM     0,580±0,08b 1,322±0,36b 0,564±0,25b 

GMP     0,540±0,12b 0,763±0,20ab 0,402±0,04a 

GMM     0,609±0,13b 1,128±0,50ab 0,563±0,49b 

GMPM     0,668±0,11b 0,1012±0,58ab 0,668±0,18b 

Diferentes letras na mesma coluna indica diferença estatística.  

 

 

7.2. Níveis de marcadores de estresse oxidativo testicular  

 

De acordo com a figura 24, foram mensurados os níveis de marcadores de estresse 

oxidativo no tecido testicular dos animais. Os níveis de MDA foram mais elevados nos animais 

do grupo diabético sem tratamento, quando relacionados com GM, GMP, GMM e GMPM 

(p=0,006). Os tratamentos realizados com metformina, melatonina e pentoxifilina foram eficientes 

na redução dos níveis de peroxidação lipídica.  

Por sua vez, os níveis testiculares de superóxido dismutase foram maiores nos animais do 

grupo GD com relação aos grupos GMM e GMPM (p=0,016). Apesar disso, os demais grupos que 

foram submetidos as variadas formas de tratamento tiveram redução na concentração desta 

enzima.  
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Figura 24. Níveis testiculares de malondialdeído (MDA), superóxido dismutase (SOD) e glutationa 

de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com metformina (GM), metformina 

e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina 

(GMPM). 

 

Os níveis de glutationa foram elevados significativamente (p=0,006) nos animais com 

ausência de tratamento, quando comparados com os níveis dos ratos de GMP, GMM e GMPM. 

Também houve diferença estatística entre os animais do GM com relação aos animais do GMP e 

GMM. Com isso, o tratamento adicional com melatonina e/ou pentoxifilina promoveu uma melhor 

resposta com relação a GD e GM.  
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7.3. Análises Moleculares  

 

Com relação aos níveis plasmáticos de cortiscosterona, o grupo submetido ao tratamento 

com metformina e melatonina (GMM) teve uma redução significativa (p=0,006) quando 

comparados a GD, GM e GMPM (Figura 25).  

Os níveis séricos de insulina foram mais elevados no grupo tratado com metformina e 

pentoxifilina (GMP), quando comparados a GD, GM, GMM e GMPM (p<0,001).  

Já o tratamento com metformina e melatonina (GMM) teve maior eficácia na redução 

dos níveis de TNF-α (p<0,001) quando comparado a GD, GM, GMM e GMPM.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Níveis séricos de corticosterona, insulina, TNF-α e IL-6 de animais do grupo diabético (GD) 

e grupos diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e 

melatonina (GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

De acordo com a figura 25, os níveis de IL-6 foram altos nos animais que não foram 

submetidos a tratamento. Os animais tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina, em 
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conjunto, reduziram os níveis da citocina significativamente (P=0.014) com relação a GD, GMP 

e GMM.   

 

7.4. Avaliação qualitativa, quantitativa e histológica testicular  

 

 Com relação aos compartimentos testiculares, houve aumento significativo (p= 0,0236) 

no compartimento tubular (Figura 26) dos animais tratados apenas com metformina, quando 

relacionados aos animais do GD.  O grupo tratado com a combinação de metformina, 

melatonina e pentoxifilina (GMPM) teve redução no conteúdo instersticial (Figura 27) quando 

comparados aos animais diabéticos não tratados (p=0,028) e aqueles submetidos a tratamento 

com metformina e pentoxifilina (p=0,039).  

 

 

GD GM GMP GMM GMPM
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

a

b
b

b b

V
o

lu
m

e
 t

u
b

u
la

r 
(m

l)

 

Figura 26. Volume do compartimento tubular (ml) de animais do grupo diabético (GD) e grupos 

diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina 

(GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Figura 27. Volume do compartimento intersticial (ml) de animais do grupo diabético (GD) e grupos 

diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina 

(GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

Não houve diferença estatistica significativa no diâmetro tubular entre os grupos 

experimentais (Figura 28). O comprimento total dos túbulos seminíferos aumentou nos animais 

de GM, GMM, GMP e GMPM (P=0,030), quando comparados ao grupo diabético sem 

tratamento.   
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Figura 28. Diâmetro tubular (um) de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos tratados com 

metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e metformina, 

melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Figura 29. Comprimento do túbulo seminífero (m) de animais do grupo diabético (GD) e grupos 

diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina 

(GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

 A população de células de Sertoli (Figura 30) foi mais elevada (p=0,009) nos animais 

do grupo tratado com metformina + melatonina em comparação ao grupo diabético sem 

tratamento (p=0,013) e aos tratados com a associação entre metformina + pentoxifilina (p= 

0,044).   
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Figura 30. População de células de Sertoli (107) de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos 

tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) 

e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Figura 31. Contagem de espermátides arredondadas de animais do grupo diabético (GD) e grupos 

diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina 

(GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

A quantidade de espermátides arrendondadas foi significativamente maior (p<0,001) nos 

animais dos grupos GM, GMP e GMM, quando comparados com os animais diabéticos sem 

tratamento. A associação entre metformina + melatonina + pentoxifilina promoveu redução 

significante (p<0,001) neste parâmetro.    

A produção espermática diária (p= 0,017) foi significativamente maior nos grupos GM e 

GMM com relação ao grupo diabético sem tratamento.  
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Figura 32. Produção espermática diária (106) de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos 

tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) 

e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Como mostra a figura 33, o diâmetro nuclear das células de Leydig foi maior (p<0,001) 

nos grupos GM, GMM e GMPM quando comparados ao grupo diabético sem tratamento 

(GD).  
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Figura 33. Diâmetro nuclear de células de Leydig (um) de animais do grupo diabético (GD) e grupos 

diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina 

(GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 

 

Com relação ao volume individual da célula de Leydig, os animais dos grupos GM, GMM 

e GMPM tiveram aumento significativo (p<0,001) deste parâmetro, quando relacionados aos 

animais do GD e GMP. (Figura 34).  
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Figura 34. Volume individual de célula de Leydig (um3) de animais do grupo diabético (GD) e grupos 

diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina 

(GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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 Já a população de células de Leydig (Figura 35) aumentou (p=0,004) no GMP, quando 

relacionados com os grupos GM (p=0,006), GMM (p=0,037) e GMPM (p=0,038).  

Com relação aos níveis de testosterona (Figura 36), houve aumento significativo nos animais 

submetidos ao tratamento com metformina + melatonina com relação aos grupos GD (p= 

<0,001), GM (p= <0,001), GMP (p= 0,015), GMPM (p=0,004).  

 Na figura 37, fotomicrografias do parênquima testicular podem ser visualizados, 

evidenciando o compartimento tubular e intersticial com ênfase na morfologia das células de 

Leydig nos diversos tratamentos realizados.  
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Figura 35. População de células de Leydig (108) de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos 

tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) 

e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Figura 36. Níveis séricos de testosterona (nMol/L) de animais do grupo diabético (GD) e grupos 

diabéticos tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina 

(GMM) e metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). 
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Figura 37. Fotomicrografias do parênquima testicular de animais do grupo diabético (GD) e grupos diabéticos 

tratados com metformina (GM), metformina e pentoxifilina (GMP), metformina e melatonina (GMM) e 

metformina, melatonina e pentoxifilina (GMPM). Grupo diabético (A, B); Grupo Metformina (C, D); Grupo 

Metformina + pentoxifilina (E, F); Grupo Metformina + Melatonina (G, H); Grupo metformina + melatonina 

+ pentoxifilina (I, J). Aumento: 400x (esquerda), 1000x (direita).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

8. DISCUSSÃO  

 

A permanência de altos níveis glicêmicos é uma característica comum da fisiopatologia 

do diabetes mellitus, e a ausência de controle, promove uma série de danos ao organismo, como: 

lesões hepáticas, riscos cardiovasculares e disfunção sexual (Ballester et al, 2005; Mallick et al, 

2007; Navarro-Casado et al. 2010). A glicemia alta foi persistente nos animais do presente 

experimento, mostrando que, mesmo em dosagem baixa, a estreptozotocina foi capaz de 

promover o estabelecimento da doença.  

Nesse experimento, o tratamento realizado isoladamente com metformina foi eficaz no 

controle da hiperglicemia. Vários trabalhos relatam que o uso da metformina é eficiente na 

melhoria da sensibilidade tecidual à insulina e consequente aumento na captação de glicose, 

agindo, principalmente, no tecido hepático e muscular. Embora não bem elucidado, o 

mecanismo de ação do fármaco pode ocorrer através da potencialização na atividade da enzima 

tirosina quinase dos receptores insulínicos, ativação da enzima glicogênio sintase e/ou inibição 

da enzima glicogênio fosforilase, de forma a reduzir os níveis circulantes de glicose (Hundal et 

al, 2000; Santomauro Jr et al, 2008; Ighodaro e Akinloye, 2017; Bailey, 2017).  

O tratamento adicional de metformina com melatonina e/ou pentoxifilina resultou em 

uma eficácia maior no controle dos níveis glicêmicos. A atividade da melatonina e 

pentoxifilina, administradas isoladamente, na manutenção da glicemia em animais diabéticos 

foi comprovada em estudo realizado por Sekeroglu et al. (2017). Apesar disso, a ação conjunta 

de ambos os antioxidantes com metformina desempenha em uma melhor resposta para esse 

parâmetro.  

A correlação negativa observada entre a elevação dos níveis de glicose e o peso coporal 

dos animais, observada neste experimento, corrobora estudo realizado por Nagarchi et al. 

(2015). Vários estudos relatam a perda do peso corporal e dos órgãos em animais induzidos ao 

diabetes mellitus. Isso pode ocorrer devido a acentuada perda de água e eletrólitos na urina, 

comum na condição diabética.  

O peso testicular é um parâmetro macroscópico inicial que possui relação com 

comprimento total de túbulos seminíferos, população de células de Sertoli e produção 

espermática. Neste experimento, os animais diabéticos tiveram uma redução significante neste 

parâmetro, corroborando vários autores (França et al, 1998; França, 2005). A perda de massa 

testicular foi observada em estudo realizado por Griffeth et al. (2013) em camundongos com 

mutação nos genes envolvidos na expressão de receptores insulínicos. Diante disso, sabe-se que 
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a insulina possui um papel importante no sistema reprodutor masculino e o aumento na 

sensibilidade ao hormônio, pela administração de metformina, foi eficiente na recuperação do 

peso testicular.  

Adicionalmente, foram observadas reduções no volume do compartimento tubular, 

comprimento do túbulo seminífero nos animais diabéticos sem tratamento. A perda de células 

germinativas por apoptose, atrofia tubular, redução no diâmetro dos túbulos seminíferos, 

mudança na arquitetura tubular e danos no processo espermatogenico já foram relatados em 

animais induzidos ao diabetes mellitus (Cai et al., 2000; Ricci et al., 2009).  

Sabe-se que o número de células de Sertoli é determinante para a produção espermática, 

pois, essa célula oferece suporte para o desenvolvimento das células germinativas. Nesse 

experimento, houve redução na população de células de Sertoli, espermátides arredondadas e 

consequente queda na produção espermática diária nos diabéticos. Níveis séricos de FSH são 

reduzidos nos animais com diabetes, comprometendo a funcionalidade das células de Sertoli 

(Ballester et al., 2004; Alves et al., 2013). Em estudo realizado por Liu et al. (2016), foram 

comprovadas falhas na função secretória de células de Sertoli, sendo relacionadas com danos 

na espermatogênese. Adicionalmente, a partir de análises ultraestruturais, Trindade et al. (2013) 

observaram o aparecimento de vacúolos no citoplasma das células de Sertoli, após um mês do 

desenvolvimento do diabetes mellitus, que podem promover falhas na capacidade suporte e 

protetora às células germinativas de animais diabéticos (Alves et al., 2013).  

O tratamento com metformina + melatonina foi eficiente na melhoria dos parâmetros 

tubulares avaliados no presente experimento. Em estudo realizado por Guneli et al., 2007, a 

melatonina, de forma isolada, promoveu redução em imperfeições no epitélio seminífero e 

queda no número de células germinativas em apoptose, mostrando a influência da aplicação 

exógena de melatonina no parênquima testicular. Nas células de Sertoli, a melatonina possui 

influencia no crescimento celular, proliferação e metabolismo energético, possuindo papel 

importante na manutenção do ciclo do epitélio seminífero (Frungieri et al., 2017).  

Já a administração de metformina + pentoxifilina não teve a mesma eficácia do GMM 

para a melhoria dos parâmetros tubulares, através da avaliação quantitativa. Apesar disso, 

estudos mostram a influencia positiva da admistração de pentoxifilina no aumento do escore da 

espermatogênese em animais induzidos ao diabetes com estreptozotocina (Pirayei et al., 2015).  

Esses danos no epitélio germinativo podem ocorrer devido ao aumento na produção de 

espécies reativas de oxigênio, levando a falhas no processo espermatogênico. Estudos relatam 

distúrbios testiculares e falha na produção espermática em indivíduos com baixo potencial 
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antioxidante (Oliveira et al., 2017). Com isso, no presente experimento, o tecido testicular do 

grupo diabético sem tratamento apresentou-se com lesão oxidativa, confirmado a partir da 

elevação nos níveis de MDA, glutationa e SOD. Isso ocorre, pois o tecido testicular e os 

espermatozoides possuem alto número de ácidos graxos poli-insaturados em suas membranas, 

sendo mais suscetíveis a ação de espécies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica 

(Takhtfooladi et al., 2015; Asadi et al. 2017). As principais enzimas envolvidas na manutenção 

do potencial antioxidante testicular (SOD e CAT) estão em baixa nos indivíduos diabéticos, no 

entanto, há uma maior expressão de genes envolvidos no processo apoptótico (Singh et al., 

2013).  

Os níveis de marcadores de estresse oxidativo foram reduzidos nos animais tratados 

apenas com metformina. Já foi relatada que a metformina possui capacidade antioxidante, além 

da habitual melhora da sensibilidade à insulina, promovendo redução na produção de espécies 

reativas de oxigênio através do bloqueio no complexo mitocondrial I (Labazi et al., 2013).  

No entanto, os grupos tratados com metformina + melatonina, no presente experimento, 

tiveram bons resultados na redução dos níveis dos marcadores de estresse oxidativo. O uso da 

melatonina exógena, com doses variando entre 5 mg a 150 mg/kg, proporciona melhoras no 

estado redox testicular, demonstrando suas propriedades anti apoptóticas e antioxidantes em 

células somáticas e germinativas (Ferreira et al, 2010; Hatzis et al., 2013). Em estudo realizado 

por Zhang et al. (2017), o tratamento com melatonina em animais induzidos ao estresse crônico 

foi eficiente na redução dos níves de glutationa e superóxido dismutase no tecido testicular. 

Estes dados mostram que a melatonina promove proteção testicular por modular o estado 

inflamatório e o balanço oxidante/antioxidante no parênquima testicular.   

A pentoxifilina exerce papel importante na melhoria da capacidade antioxidante 

testicular em indivíduos diabéticos melhorando o fluxo de sangue, reduzindo a quantidade de 

células germinativas em apoptose e diminuição na peroxidação lipídica (Yao et al., 2016). Em 

estudo realizado por Egin et al. (2016), a administração de pentoxifilina foi eficaz na redução 

no estresse oxidativo no tecido pulmonar de ratos A atividade antioxidante do fármaco está na 

inibição na funcionalidade da enzima xantina oxidase, fazendo com que haja uma queda na 

ação de radicais envolvidos no estresse oxidativo. Segundo Feyli et al. (2016), a pentoxifilina 

foi eficiente na proteção antioxidante testicular, inibindo o processo apoptótico de células 

germinativas. O mecanismo de ação de metformina + melatonina + pentoxifilina, em conjunto, 

ainda não está descrito na literatura, mas de acordo com os dados observados, as combinações 
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foram eficientes na redução nos níveis de glutationa, superóxido dismutase e na peroxidação 

lipídica testicular.  

A perda de libido, disfunção erétil e redução na concentração e motilidade de 

espermatozoides é amplamente relatada na fisiopatologia do diabetes (Alves et al., 2013). Essas 

alterações estão relacionadas com a queda nos níveis de hormônios como FSH, LH e 

testosterona, afetando o controle endócrino da espermatogênese. No presente experimento, 

houve redução nos níveis séricos de testosterona nos animais diabéticos. Devido a essa 

desregulação hormonal, órgãos dependentes de testosterona como os testículos, epidídimos, 

próstata e glândula seminal sofrem redução no peso em condições hiperglicêmicas (Ballester et 

al., 2005; Kianifard et al., 2011; Gobbo et al., 2015).   

Conforme já mencionado, a desregulação endócrina do eixo hipotálamo-hipófise-

gonadal e redução nos níveis de LH, FSH e testosterona são vistos em animais com diabetes 

(Agbaje et al., 2007; Guo et al., 2016). Baixos níveis de LH promovem falhas na funcionalidade 

das células produtoras de testosterona, ocasionando em redução na sua capacidade 

esteroidogênica (Ballester et al. 2005; Ricci et al. 2009). Com isso, a redução nos níveis de 

testosterona vista neste experimento corrobora a literatura.  

Devido à queda nos níveis de testosterona, houve também redução no diâmetro nuclear 

e volume individual de células de Leydig. O retículo endoplasmático liso das células produtoras 

de testosterona ocupa a maior parte do citoplasma, compreendendo cerca de 60% (Mori e 

Christensen, 1980).  A redução nesses parâmetros pode ocorrer devido um decréscimo na região 

ocoupada por essa organela. Além disso, o reticulo endoplasmático liso age como sítio 

importante para enzimas envolvidas na esteroidogênese (Mori e Christensen, 1980; Kianifard 

et al., 2012).  

Nesse experimento, a metformina, de forma isolada, foi eficiente na melhoria dos 

parâmetros quantitativos das células de Leydig. A utilização da metformina como tratamento, 

em indivíduos alimentados com dieta rica em lipídios, foi eficaz no aumento do peso testicular, 

redução no numero de células apoptóticas e regulação dos níveis de hormônios envolvidos na 

espermatogênese em ratos (Yan et al., 2015).  

Nos animais submetidos a tratamento com metformina + melatonina os parâmetros das 

células de Leydig foram aumentados. Isso mostra que a melatonina atua na modulação 

funcional das células produtoras de testosterona, estando envolvida na esteroidogênese 

(Frunguieri et al., 2017).  
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Com isso, a população de células de Leydig e volume intersticial foram aumentados em 

indivíduos diabéticos. Isso pode ter ocorrido, devido ao aumento na deposição de matriz 

extracelular e na parede dos vasos já relatados em indivíduos diabéticos (Nascimento et al., 

2014). Essas mudanças hormonais e estruturais podem desencadear um mecanismo 

compensatório, no compartimento intersticial, tendo como resultado o aumento na população 

dessas células. Vários estudos relacionam danos no tamanho, arquitetura de células de Leydig 

e redução nos níveis circulantes de testosterona com alterações no número dessas células em 

indivíduos com diabetes (Sanguinetti et al., 2005; Hassen et al., 2007; Khaki et al., 2010; 

Schoeller et al., 2012).  

Devido a redução no diâmetro nuclear e volume individual da célula de Leydig, tanto o 

grupo diabético sem tratamento, como o grupo tratado com metformina + pentoxifilina tiveram 

aumento na população de células de Leydig no compartimento intersticial. Esses achados são 

condizentes com o estudo realizado por Najar et al. (2013), onde foi visto o aumento na 

contagem de células de Leydig em ratos diabéticos submetidos a tratamento com pentoxifilina. 

O aumento populacional de célula de Leydig possuiu relação direta com os níveis séricos de 

testosterona, que também se mostrou com elevação acentuada.  

A administração de dieta hiperlipídica e o estabelecimento do diabetes promove o 

aumento na expressão de genes de agentes pró-inflamatórios, como TNF-alfa, IL-6 e cortisol, 

levando ao estado inflamatório característico da fisiopatologia da doença (Sartori et al., 2009; 

Borowska et al., 2016). Alguns estudos relatam que, no diabetes, ocorre também a redução nos 

níveis de melatonina plasmática, promovendo alterações negativas no ritmo circadiano dos 

animais. Essas alterações levam a uma potencialização da intolerância a glicose, redução na 

funcionalidade normal de células beta pancreáticas e acentuação da inflamação (Kurose, Yabe 

e Inagaki, 2011; Sharma et al., 2015; Qian e Scheer, 2016).  

Diante disso, novas estratégias terapêuticas têm sido adicionadas ao tratamento 

comumente realizado com metformina para obtenção de melhores respostas tanto no controle 

glicêmico como no combate à produção acelerada de agentes mediadores de inflamação 

(Moreira et al., 2008; Chen, Liu e Ye, 2016). Em estudo realizado por Thomas et al. (2016), 

tendo como foco os transtornos causados pela ruptura do ritmo circadiano em ratos diabéticos, 

foi observado que a administração conjunta de melatonina e metformina promoveu melhoria na 

funcionalidade das células beta pancreáticas e captação de glicose, como consequência do 

controle do ritmo circadiano e regulação metabólica efetuado pelos fármacos. 
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Adicionalmente, no nosso experimento houve redução nos níveis de marcadores da 

inflamação como TNF-alfa, corticosterona e Il-6 nos ratos submetidos ao tratamento com 

metformina e melatonina, mostrando a ação eficaz dos dois fármacos, em conjunto, para 

controle do estado inflamatório da doença. Apesar disso, o mecanismo exato que os fármacos 

agem para promover a melhoria do diabetes ainda não é conhecido (Thomas et al., 2018).  

 Apesar de a pentoxifilina ser conhecida por suas propriedades antiinflamatorias e 

antioxidantes (Han et al., 2015), neste experimento a utilização do fármaco em conjunto com 

metformina não foi eficaz na redução dos níveis séricos de citocinas inflamatórias. Em 

experimento realizado por Garcia et al. (2004), houve redução nos níveis de TNF-alfa no tecido 

pancreático de animais com pancreatite aguda. Isso indica que a pentoxifilina pode ter um maior 

poder de atuação quando tratados à nível tecidual, não havendo mudanças visíveis à nível 

sérico.  

Os mecanismos de ação da pentoxifilina envolvem o aumento nos níveis de AMPc, isso 

faz com que haja a estimulação da secreção insulínica como forma de compensação para o 

aumento dos níveis glicêmicos, característicos da doença (Han, Kim e Lee, 2015; Malekifard 

et al, 2015). A pentoxifilina pode ter exercido um papel de proteção às células beta pancreáticas, 

as tornando mais viáveis para produção de insulina (Malekifard et al. 2015). Neste experimento, 

os níveis séricos de insulina foram maiores nos animais tratados com metformina e 

pentoxifilina, com relação aos demais grupos. Dessa forma, este tratamento foi eficaz tanto na 

liberação de insulina circulante, como na diminuição da resistência à insulina, sendo uma 

estratégia eficaz para o controle glicêmico.  

Baixos níveis de melatonina sérica são comuns em indivíduos diabéticos, pois ocorrem 

falhas na função de seus receptores celulares. Estudos indicam que essas alterações nos níveis 

de melatonina possuem influencia direta no aumento da resistência tecidual à insulina (Mc 

Mullan et al. 2013; Thomas et al., 2016). No trabalho realizado por Dantas-Ferreira et al. 

(2018), os animais submetidos à dieta rica em carboidratos e tratados com metformina e 

melatonina tiveram redução nos níveis de insulina circulante, corroborando os resultados 

encontrados nesse experimento. Isso pode ter ocorrido, pois a melatonina age através da 

redução nos níveis de AMPc nas ilhotas pancreáticas, promovendo a inibição na secreção de 

insulina e, consequentemente, reduzindo a resistência insulínica (Mc Mullan et al., 2013; 

Dantas-Ferreira et al., 2018).  
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9. CONCLUSÃO  

 

Pode-se concluir, a partir dos resultados apresentados, que a administração de 

metformina associada com melatonina, durante 30 dias, possui uma melhor resposta na 

melhoria dos danos promovidos pelo estabelecimento da inflamação e estresse oxidativo, 

característicos da fisiopatologia do diabetes mellitus. Adicionalmente, o tratamento promove 

elevação nos níveis de testosterona e consequente aumento na produção espermática dos ratos 

diabéticos. A redução nos níveis de citocinas pró inflamatórias, níveis de marcadores de estresse 

oxidativo e melhora nos parâmetros reprodutivos analisados mostram que este tratamento pode 

ser aplicado como modelo terapêutico alternativo para a melhoria da qualidade de vida de 

diabéticos.  
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