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Resumo 

A associação entre gravidez e diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) resulta em elevados níveis de 

espécies reativas de oxigênio e de fatores pró-inflamatórios na região da placenta. Tal ambiente 

se estende ao feto, adaptando a sua fisiologia para a sobrevivência imediata, mas programando 

prejuízos para a fase adulta. O sistema reprodutor masculino é altamente suscetível à 

programação fetal devido à importância dos períodos iniciais no desenvolvimento e maturação 

das células somáticas testiculares. Assim, o objetivo deste trabalho é caracterizar o testículo da 

prole de fêmeas com DM2 e avaliar os efeitos dos tratamentos com metformina e pentoxifilina 

na prevenção dos danos testiculares. Ratas Wistar foram induzidas ao DM2, através do modelo 

de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, divididas em cinco grupos experimentais e tratadas 

diariamente: Grupo Controle, não induzidas ao diabetes; Grupo Hiperlipídico-Diabético, 

induzidas ao DM2 e sem tratamento; Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, induzidas ao 

DM2 e tratadas com a metformina; Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, induzidas ao 

DM2 e tratadas com a pentoxifilina, Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina, 

induzidas ao DM2 e tratadas com ambas as drogas. As fêmeas foram acasaladas e os machos 

das proles experimentais foram submetidos aos procedimentos de eutanásia em dois períodos: 

fase pré-púbere e fase adulta. Os animais pré-púberes do grupo sem tratamento apresentaram 

um testículo com reduções no peso, no diâmetro e volume tubulares, além do aumento da 

densidade volumétrica da túnica basal. Nesta fase, o tratamento com a metformina não resultou 

em melhoras ao testículo, as quais foram melhor alcançadas através da ação pentoxifilina. No 

adulto, foram observadas reduções no comprimento tubular, nas células de Leydig, nas células 

de Sertoli e na produção espermática para os animais do GHD. Em tal idade, a metformina 

atuou de maneira a proteger o compartimento tubular das alterações, enquanto que a 

pentoxifilina apresentou melhores resultados na proteção da volumetria e da população das 

células intersticiais de Leydig. Dessa forma, conclui-se que a exposição ao DM2, durante as 

etapas iniciais de desenvolvimento testicular, resulta em danos à gônada que culminam na 

alteração da sua função no adulto e o tratamento combinado da metformina e pentoxifilina é de 

grande importância na prevenção dos danos a ambos os compartimentos testiculares e na 

garantia da produção espermática. 

Palavras-chave: dieta hiperlipídica, peroxidação lipídica, espermatogênese, células de Sertoli, 

células de Leydig  

 



Abstract 

The association between pregnancy and type 2 diabetes mellitus (T2D) results in high levels of 

reactive oxygen species and proinflammatory factors in the placenta. This environment extends 

to the fetus, adapting its physiology for immediate survival, but programming it to disturbances 

during adulthood. The male reproductive system is highly susceptible to fetal programming due 

to the importance of early periods in the development and maturation of testicular somatic cells. 

Thus, the aim of this study is to characterize the offspring’s testicle from DM2 females and to 

evaluate the effects of metformin and pentoxifylline treatments in the prevention of testicular 

damage. Female Wistar rats were induced to T2D, using the hyperlipid diet-streptozotocin 

model, divided into five groups and treated daily: Control Group (CG), non-diabetic rats; 

Hyperlipid-Diabetic Group (HDG), rats induced to T2D and untreated; Hyperlipid-Diabetic-

Metformin Group (HDMG), rats fed the hyperlipidic diet, induced to T2D and treated with 

metformin; Hyperlipidemic-Diabetic-Pentoxifylline Group (HDPG), rats fed the hyperlipidic 

diet, induced to T2D and treated with pentoxifylline, Hyperlipidemic-Diabetic-Metformin-

Pentoxifylline Group (HDMPG), rats fed the hyperlipidic diet, induced to T2D and treated with 

both drugs. The females were mated and the males from the experimental offspring were 

submitted to euthanasia procedures in two different phases: prepuberty and adulthood. The 

prepubertal animals from the untreated group had reduced testicular weight, tubular diameter 

and volume, and increased volumetric density of the basal lamina. At this phase, metformin 

treatment did not improve these testicular parameters, but the treatment using pentoxifylline 

achieved better results. In the adult animals, tubular length, Leydig cells, Sertoli cells and sperm 

production reduced in HDG. At such age, metformin acted to protect the tubular compartment 

from the diabetes alterations, whereas pentoxifylline showed better results in protecting the 

volume and population of Leydig interstitial cells. Thus, it was concluded that exposure to T2D, 

during early stages of testicular development, results in gonadal damage that culminates in 

functional impairment during adulthood, and the combined treatment of metformin and 

pentoxifylline is of great importance in the prevention of damage to both testicular 

compartments and the maintenance of sperm production. 

Keywords: hyperlipidic diet, lipid peroxidation, spermatogenesis, Sertoli cells, Leydig cells 
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1. Introdução 

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), conhecido como o tipo não insulinodependente, é 

a forma mais comum do diabetes, acometendo cerca de 90-95% dos pacientes (CHAMPE et 

al., 2009; ADA, 2016a). Seu desenvolvimento está diretamente relacionado ao estilo de vida 

moderno, onde há a abundante disponibilidade de nutrientes e reduzidas atividades físicas, o 

que contribui para o armazenamento do excesso de energia em forma de gordura e para o 

surgimento do sobrepeso e da obesidade (OMS, 2016; PRENTKI; NOLAN, 2006).  

Devido à crescente epidemia mundial de obesidade, a idade para o surgimento do DM2 

diminuiu, atingindo, então, mulheres em idade fértil. Em várias partes do mundo, a frequência 

de grávidas com diabetes do tipo 2 é maior do que com o tipo 1, além de estudos indicarem que 

os resultados da gravidez com DM2 podem ser tão prejudiciais quanto ou mais prejudiciais do 

que o DM1 (CHAUDRY et al., 2007; CUNDY et al., 2007).  

A gravidez é caracterizada por grandes demandas energética e de oxigênio. A placenta 

é rica em mitocôndrias e altamente vascularizada, apresentando altas taxas metabólicas, o que 

resulta em uma elevada produção das espécies reativas de oxigênio (ROS) (CHEN; SCHOLL, 

2005). Em condições fisiológicas normais, a atuação eficiente dos antioxidantes mantém as 

ROS em níveis apropriados. Contudo, quando a gravidez está associada ao diabetes, no qual a 

alta produção das ROS é a principal causa das complicações, o desequilíbrio 

oxidante/antioxidante leva ao estresse oxidativo (WU et al., 2016). Este se estende à placenta 

e, juntamente com a alta produção das ROS, ocorre a migração de células inflamatórias, como 

monócitos e macrófagos, e a produção de fatores pró-inflamatórios (WU et al., 2016). Além 

disso, a presença da obesidade, que é uma doença de inflamação crônica de baixo grau, 

contribui para exacerbar ainda mais esse quadro (CHALLIER et al., 2008; WU et al., 2016). 

Esta alta concentração de oxidantes e pró-inflamatórios na região da placenta implica na 

conjunta exposição deste ambiente ao feto, o qual irá se desenvolver sob tais circunstâncias 

(THOMPSON; AL-HASAN, 2012).  

Durante a vida embrionária e fetal, a exposição a distúrbios alimentares, contaminantes 

ambientais, alterações endócrinas e estresse pode adaptar o desenvolvimento fisiológico de 

maneira a maximizar as suas chances imediatas de sobrevivência (GODFREY e BARKER, 

2001; ROSEBOOM et al., 2001; VICKERS et al., 2007). Contudo, essa situação pode criar 

uma espécie de “programação fetal” ou “memória metabólica”, de maneira que as alterações 
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resultem em prejuízos morfológicos e funcionais expressos durante a fase adulta 

(YESSOUFOU; MOUTAIROU, 2011). 

O sistema reprodutor do macho é altamente suscetível a uma programação devido à 

importância dos períodos fetal e neonatal para o desenvolvimento e maturação da gônada e, 

consequentemente, o estabelecimento da produção espermática do adulto (ORTH, 1993; 

SILVA JUNIOR et al., 2006; RODRÍGUEZ-GONZÁLES et al., 2012). Em ratos, o 

desenvolvimento testicular se inicia entre os dias 13,5 e 14,5 pós-concepção, as células de 

Sertoli proliferam durante os períodos fetal e neonatal, até aproximadamente o 21º dia de idade 

e as células de Leydig adultas se diferenciam durante a segunda semana de vida (ORTH, 1982; 

ARIYARATNE et al., 2000; NEF e PARADA, 2000; SHARPE et al., 2003; DELBÈS et al., 

2007; CHEN et al., 2009). Assim, é necessária uma intervenção terapêutica de maneira a 

controlar os níveis oxidativos e inflamatórios dos tecidos testiculares durante os períodos 

críticos, evitando a alteração do desenvolvimento e o risco à atividade reprodutora durante a 

fase adulta. 

A metformina é um hipoglicemiante utilizado clinicamente há mais de 50 anos no 

tratamento do DM2 (ALVES et al., 2014; FANTUS, 2015). Estudo mostram que a metformina 

é capaz de melhorar a atividade reprodutora masculina de pacientes com obesidade e resistência 

à insulina, através do aumento dos níveis de testosterona, da inibição da apoptose de células 

germinativas, da estimulação da atividade antioxidante testicular e da melhora da qualidade do 

esperma (ALVES et al., 2014; YAN et al., 2015). 

Por outro lado, alguns fármacos são conhecidos pela sua atuação sobre o sistema imune, 

inibindo vários mecanismos inflamatórios, e pelo seu papel antioxidante, como é o caso da 

pentoxifilina. No sistema reprodutor do macho, ela pode ser empregada para proteger o 

parênquima testicular de agressões provenientes de distúrbios vasculares, inflamatórios, 

térmicos e inespecíficos (RAMANI et al., 1994; SAMLASKA e WINFIELD, 1994; RADFAR 

et al., 2005; QUEIROZ et al., 2013). Dessa forma, a atuação combinada de tais fármacos 

poderia ser capaz de atenuar os efeitos patológicos do DM2 durante o desenvolvimento 

testicular e, assim, garantir uma melhor atividade reprodutora no adulto. 

 

 

 



23 
 

2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral 

Caracterizar histomorfometricamente e oxidativamente o testículo de ratos Wistar pré-

púberes e adultos, cujas mães foram pré-induzidas ao diabetes do tipo 2, e avaliar os efeitos dos 

tratamentos com a metformina e a pentoxifilina, nas concentrações de 500 mg/kg e 100 mg/kg 

respectivamente, na prevenção dos danos na reprodução do macho. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Acompanhar o desenvolvimeto ponderal e as concentrações de glicose sanguínea dos 

animais ao longo do experimento. 

 Avaliar a eficiência dos tratamentos com a metfotmina e pentoxifilina através da análise 

histopatológica dos testículos em duas fases da vida: fase pré-púbere e fase adulta. 

 Realizar a análise morfométrica dos parâmetros tubulares, das células germinativas e 

das células somáticas testiculares em ambas as idades. 

 Analisar a atividade testicular do adulto através da determinação da produção 

espermática. 

 Avaliar a homeostase redox através dos níveis de peroxidação lipídica e atividade das 

enzimas antioxidantes. 
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3. Fundamentação Teórica 

3.1. Diabetes mellitus 

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doenças metabólicas caracterizado pela 

hiperglicemia resultante de defeitos na secreção de insulina, na utilização da insulina pelos 

tecidos ou de ambos. A persistência dos altos níveis de glicose sanguínea compromete a 

homeostase corporal e provoca danos a longo-prazo, afetando principalmente os olhos, rins, 

nervos, coração e vasos sanguíneos (ADA, 2014; VAN BELLE et al., 2011). Esse conjunto de 

enfermidades representa um considerável encargo econômico para o indivíduo e para a 

sociedade, especialmente quando mal controlada, sendo a maior parte dos custos diretos de seu 

tratamento relacionada às suas complicações, que comprometem a produtividade, a qualidade 

de vida e a sobrevivência dos indivíduos (MCLELLAN et al., 2007).  

De acordo com a OMS (2017), no mundo todo, estima-se que 422 milhões de adultos 

possuíam diabetes em 2014, comparado a 108 milhões em 1980. A prevalência global quase 

dobrou desde 1980, aumentando de 4,7% para 8,5% na população de adultos, o que reflete um 

aumento nos fatores de risco associados. Além disso, o diabetes causou 1,6 milhões de mortes 

em 2015, enquanto que níveis de glicose sanguíneas acima do normal acarretaram na morte de 

mais 2,2 milhões de pessoas, quase metade antes dos 70 anos, devido ao aumento dos riscos 

para doenças cardiovasculares e de outros tipos. A entidade prevê que até 2030, o diabetes será 

a sétima maior causa de morte em todo o mundo. 

A Associação Americana de Diabetes (ADA) classifica o Diabetes Mellitus em quatro 

tipos: tipo 1, ou insulinodependente; tipo 2, ou não insulinodependente; gestacional; e 

secundário a outras patologias (FRAGA et al., 2012; ADA 2016). No DM1, geralmente 

mediada por processos autoimunes, a destruição das células β pancreáticas leva à deficiência 

absoluta de insulina. O DM2 está associado à resistência à insulina e à progressiva diminuição 

de sua secreção, estando frequentemente relacionado a outros problemas da chamada síndrome 

metabólica. O diabetes gestacional está relacionado a problemas de tolerância à glicose que 

surgem ou são primeiramente detectados durante a gravidez. Os casos específicos de diabetes 

devido a outras causas podem surgir, por exemplo, a partir de doenças do pâncreas exócrino 

(pancreatite, fibrose cística), de formas monogênicas do diabetes (MODY), de endocrinopatias 

(síndrome de Cushing, acromegalia) ou induzido por drogas (glicocorticoides, neurolépticos, 

pentamidina) (KERNER e BRÜCKEL, 2014; ADA, 2016a). 
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3.1.1. Insulina 

 A insulina é um hormônio polipeptídico secretado pelas células β das ilhotas 

pancreáticas (ilhotas de Langerhans), que compreendem aglomerados de células dispersas no 

tecido acinar. No pâncreas adulto normal, as ilhotas constituem somente 1 a 2% da massa 

pancreática, com cerca de 1 milhão de ilhotas distribuídas irregularmente pelo parênquima 

exócrino, mais densamente na região da cauda (CHAMPE et al., 2009; MONTENEGRO JR et 

al., 2016).  

A insulina desempenha um papel central na regulação do metabolismo humano, sendo 

de extrema importância na coordenação da utilização de combustíveis pelos tecidos (CHAMPE 

et al., 2009; WEISS et al., 2014). Seus efeitos metabólicos são anabólicos, favorecendo, por 

exemplo, a síntese do glicogênio, dos triacilgliceróis e das proteínas (CHAMPE et al., 2009). 

3.1.1.1. Estrutura da insulina 

 A insulina é formada por 51 aminoácidos arranjados em duas cadeias de polipeptídeos, 

denominadas A (com 21 resíduos de aminoácidos) e B (com 30 resíduos de aminoácidos), que 

estão conectadas por duas pontes dissulfeto (A7-B7, A20-B19) (JOSHI et al., 2007; CHAMPE 

et al., 2009; FU et al., 2013; MONTENEGRO JR et al., 2016) (Figura 1). Além dessas, uma 

ligação dissulfeto intramolecular está presente entre os resíduos de aminoácidos 6 e 11 da cadeia 

A (JOSHI et al., 2007; CHAMPE et al., 2009). A insulina apresenta peso molecular de 

aproximadamente 5800 daltons (MONTENEGRO JR et al., 2016). 

 

Figura 1. Estrutura molecular da insulina, mostrando as duas cadeias polipeptídicas (A e B) ligadas por duas 

pontes dissulfeto (A7-B7, A20-B19). A cadeia A apresenta também uma ponte dissulfeto intramolecular ligando 

os resíduos de aminoácidos 6 e 11. Fonte: http://keywordsuggest.org/gallery/157047.html. 

A estrutura secundária da cadeia A é constituída por duas α-hélices antiparalelas, 

formadas entre os resíduos A2-A8 e A13-A19, que são conectadas pelos resíduos de 

http://keywordsuggest.org/gallery/157047.html
http://www.clinchem.org/content/45/1/104/F1.large.jpg
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aminoácidos A9 ao A12. Essa conformação faz com que a as duas extremidades da cadeia (N-

terminal e C-terminal) se aproximem (Figura 2) (FU et al., 2013; WEISS et al., 2014). Na cadeia 

B, o segmento N-terminal (resíduos B1-B6) é seguido por uma volta-β (B7-B10), uma α-hélice 

central (B9-B19), uma volta-β (B20-B23), a qual faz com que a cadeia se dobre em forma de 

“V”, e uma cadeia β C-terminal estendida (B24-B30) (WEISS, 2009; FU et al., 2013) (Figura 

2). A estrutura secundária das cadeias A e B é surpreendentemente complexa para peptídeos 

tão pequenos, e suas intricadas interações laterais determinam a afinidade do receptor de 

insulina (FU et al., 2013). 

 

Figura 2. Estrutura secundária da insulina, mostrando a cadeia A (roxo) e a cadeia B (vermelho). Notar as duas α-

hélices formadas na cadeia A e a aproximação de suas extremidades. Na cadeia B, observa-se a α-hélice central 

seguida de uma volta-β que causa uma dobradura em forma de “V”.  Fonte: Elsayed et al. (2012). 

A estrutura terciária do monômero de insulina é altamente organizada e estabilizada por 

interações entre as cadeias laterais de aminoácidos específicos (FU et al., 2013). Tais interações 

formam um centro hidrofóbico na estrutura monomérica da proteína. Além disso, elas ajudam 

a compor a superfície da molécula, a qual está parcialmente exposta ao solvente e está envolvida 

na estabilização do dímero e hexâmetro (WEISS et al., 2014). Os aminoácidos PheB24, 

ValB12, e LeuB15 interagem para estabilizar a volta-β na cadeia B (B20-B23), permitindo que 

os resíduos de B23-B30 se dobrem sobre a hélice central e o núcleo hidrofóbico (FU et al., 

2013; WEISS et al., 2014). 

Em concentrações micromolares, os monômeros de insulina formam dímeros (FU et al., 

2013). As duas moléculas de insulina interagem de maneira que as regiões COOH-terminal de 

cada cadeia B se aproximam para formar uma folha-β antiparalela, que é mantida por pontes de 

hidrogênio e interações hidrofóbicas (WEISS et al., 2014) (Figura 3). Tais folhas-β ficam 

expostas na superfície da estrutura dimérica, enquanto que o interior é formado pelos resíduos 

apolares do núcleo hidrofóbico. 
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Figura 3. A- Representação do alinhamento das duas moléculas de insulina na formação do dímero. B- Interações 

entre as cadeias B na formação da folha-β entre os monômeros de insulina. Fonte: Weiss et al., 2014. 

A insulina armazenada nas células β é acondicionada em “grânulos” densamente 

agrupados que consistem em cristais insolúveis de insulina hexamérica, a qual é formada por 6 

moléculas organizadas em 3 dímeros, juntamente com dois Zn2+ (Figura 4) (FU et al., 2013). 

Entretanto, as interações entre os dímeros do hexâmetro são mais fracas do que as interações 

entre o monômeros no dímero, sendo então, menos estável e mais suscetível à dissociação 

quando as concentrações de insulina flutuam (FU et al., 2013; WEISS et al., 2014). 

 

Figura 4. Estrutura do hexâmero de insulina: os números indicam as unidades diméricas; as cadeias A e B estão 

em cores diferentes e identificadas na figura; no centro, observa-se um dos íons de Zn2+, o outro se localizando no 

plano abaixo dele. Fonte: Bhatnagar et al. (2006). 
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3.1.1.2. Biossíntese de insulina 

Apesar de a insulina secretada possuir 51 aminoácidos, o gene da insulina codifica um 

precursor de 110 aminoácidos, conhecido como pré-pró-insulina (FU et al., 2013). A pré-pró-

insulina é uma molécula de alto peso molecular, aproximadamente 12 kda constituída por 

quatro domínios diferentes: peptídeo C, cadeias A e B (insulina) e um peptídeo sinalizador N-

terminal (Figura 5) (FU et al., 2013; WEISS et al., 2014; MONTENEGRO JR et al., 2016). Este 

peptídeo sinalizador, formado por 24 aminoácidos, interage com ribonucleoproteínas 

citosólicas, as partículas de reconhecimento de sinal (SRP), que facilitam a passagem da pré-

pró-insulina pela membrana do retículo endoplasmático rugoso (RER) em direção ao lúmen 

(FU et al., 2013; WEISS et al., 2014). No RER, a pré-pró-insulina sofre clivagem do seu 

peptídeo sinalizador, através de enzimas proteolíticas, e origina a pró-insulina (JOSHI et al., 

2007; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

 A pró-insulina é formada por duas cadeias, A-carboxiterminal e B-aminoterminal, 

unidas pelo peptídeo C (Figura 5), cuja principal função é o alinhamento das pontes dissulfeto 

que ligam as duas cadeias, permitindo o dobramento adequado da molécula e, 

consequentemente, sua clivagem. (MONTENEGRO JR et al., 2016). Subsequente à maturação 

da estrutura tridimensional, a pró-insulina é transportada por microvesículas até o complexo de 

Golgi (CG), num processo ATP-dependente (JOSHI et al., 2007; FU et al., 2013; 

MONTENEGRO JR et al., 2016). Durante o trajeto pelo CG até a formação dos grânulos de 

secreção, a pró-insulina é convertida em insulina através da clivagem do peptídeo C, através da 

ação de endopeptidases específicas (pró-convertases 2 e 3) e uma exopeptidase 

(carboxipeptidase H) (JOSHI et al., 2007; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

 

Figura 5. Representação das estruturas da pré-pró-insulina, da pró-insulina e da insulina, evidenciando o peptídeo 

sinalizador (sequência sinalizadora), localizado na extremidade N-terminal da pré-pró-insulina, o peptídeo C e as 

cadeias A e B. Fonte: Champe et al., 2009. 
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 Uma vez separados, a insulina e o peptídeo C são acondicionados em grânulos secretores 

(MONTENEGRO JR et al., 2016). Os monômeros de insulina se agregam, na presença de Zn 

e pH ácido, para formar hexâmetros (JOSHI et al., 2007; MONTENEGRO JR et al., 2016). A 

insulina permanece estocada no citosol que, com o estímulo apropriado, é liberada por exocitose 

(CHAMPE et al., 2009). 

3.1.1.3. Regulação da secreção de insulina 

 A principal função da célula β é produzir, estocar e secretar insulina. Sob condições 

normais, tais células estão em constante reposição do estoque, de modo que, em situações 

agudas, haja disponibilidade imediata do hormônio. Além disso, a célula β é capaz de modular 

a sua síntese e secreção de acordo com a demanda metabólica (MONTENEGRO JR et al., 

2016). Em pacientes saudáveis, a secreção da insulina e glucagon é precisamente exata para 

atender tal demanda, de maneira que a velocidade de produção da glicose hepática é mantida 

igual à velocidade de utilização da glicose pelos tecidos periféricos (CHAMPE et al., 2009; FU 

et al., 2013). 

Para ser sensível ao estado nutricional e exercer esse papel coordenador, as células β 

são agrupadas em ilhotas que se conectam estrategicamente à vasculatura. As ilhotas formam 

uma densa rede com pequenos vasos sanguíneos e recebem 10 vezes mais sangue do que as 

células exócrinas nas regiões circundantes. Os capilares que cercam as ilhotas mostram um 

número notável de pequenos poros, chamados fenestras, que permitem uma maior troca de 

nutrientes entre a circulação e os tecidos circundantes. Essa estrutura aumenta a permeabilidade, 

permitindo acesso amplo aos nutrientes para que as células β possam sentir o estado nutricional 

rapidamente. As fenestrações também permitem a rápida difusão de insulina no sangue (FU et 

al., 2013). 

A célula β apresenta sensibilidade a uma variedade de estímulos, com a síntese e a 

secreção de insulina sendo aumentada principalmente por glicose, aminoácidos, ácidos graxos 

e hormônios gastrointestinais (CHAMPE et al., 2009; FU et al., 2013; MONTENEGRO JR et 

al., 2016). 

A glicose é o principal regulador da secreção da insulina e, em roedores e humanos, a 

amplitude dessa secreção é muito maior comparada ao estímulo por aminoácidos e ácidos 

graxos. Na célula β, a glicose atravessa a membrana plasmática por difusão facilitada através 

do transportador GLUT-2. Este transportador também é expresso nas células do fígado, e, em 
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menor extensão, nas células renais e intestinais absortivas. Ao contrário do GLUT4, expresso 

no músculo e nas células adiposas, a mobilização do GLUT2 pela membrana plasmática é 

insulino-independente e apresenta baixa afinidade pelo substrato, garantindo um alto influxo de 

glicose (FU et al., 2013; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

Uma vez dentro da célula β, a glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato através da ação 

da enzima glucoquinase (JOSHI et al., 2007; FU et al., 2013; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

Essa enzima pertence à família das hexoquinases e é expressa em apenas quatro tipos de células 

nos mamíferos: células hepáticas, células β, enterócitos e neurônios sensíveis à glicose (FU et 

al., 2013; MONTENEGRO JR et al., 2016). Duas importantes propriedades possibilitam que a 

glucoquinase funcione como um sensor de glicose nas células β, distinguindo-a das demais 

hexoquinases. A primeira é a sua baixa afinidade por glicose, e a segunda é a ausência de 

inibição pelo seu produto, o que permite a sua atividade contínua, apesar de uma alta carga, e 

faz com sua ação seja um fator limitante no metabolismo da glicose na célula β (FU et al., 

2013). Mutações no gene que codifica a glucoquinase resultam em isoformas hipoativas, 

levando a um tipo de diabetes monogênico conhecido como MODY-2 (maturity-onset diabetes 

of the young type 2) (MONTENEGRO JR et al., 2016). 

 Em um estado onde a concentração de glicose sanguínea não causa a estimulação das 

células β, a entrada de K+ pelos canais K+ ATP-dependentes abertos mantêm a membrana da 

célula com um potencial negativo (em torno de -70 mV), que faz com que os canais de Ca2+ 

dependentes de voltagem permaneçam fechados (JOSHI et al., 2007). Quando os níveis de 

glicose aumentam, a fosforilação da glicose em glicose-6-fosfato nas células β leva à geração 

de acetil-coenzima A e ATP no ciclo de Krebs, o que causa o fechamento dos canais de K+ 

ATP-dependentes e a redução do efluxo de K+ (MONTENEGRO JR et al., 2016).  

 O acúmulo de cargas positivas dentro da célula (K+ e Na+) provoca a despolarização da 

membrana. Quando o potencial atinge em torno de -20 mV, ocorre a abertura dos canais de 

Ca2+ dependentes de voltagem, aumento do influxo e mobilização das reservas intracelulares 

deste cátion. A elevação na concentração intracelular de cálcio desencadeia a exocitose dos 

grânulos de insulina (JOSHI et al., 2007; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

A ingestão de proteínas causa um aumento transitório nos níveis plasmáticos de 

aminoácidos, os quais induzem imediata secreção de insulina, independente dos níveis de 

glicose (CHAMPE et al., 2009; MONTENEGRO JR et al., 2016). Os principais aminoácidos 

que estimulam a secreção de insulina são arginina, lisina e leucina, contudo, certas combinações 
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de aminoácidos também são potentes secretagogos deste hormônio (FU et al., 2013; 

MONTENEGRO JR et al., 2016). 

A elevação aguda nos níveis séricos de ácidos graxos livres induz adequadamente uma 

resposta compensatória na secreção de insulina (MONTENEGRO JR et al., 2016). Além disso, 

eles também potencializam a secreção para compensar o aumento da necessidade desse 

hormônios na resistência à insulina do DM2. Recentemente, foi descoberto que as células β 

possuem um receptor para ácidos graxos livres, o FFAR-1 (free fatty acid receptor), através do 

qual estes podem influenciar na função da célula β (FU et al., 2013). 

A secretina, o peptídeo vasoativo intestinal (VIP), a colecistocinina, assim como outros 

hormônios gastrointestinais, estimulam a secreção de insulina (CHAMPE et al., 2009; 

MONTENEGRO JR et al., 2016). Esses hormônios são liberados após a ingestão de alimentos, 

causando um aumento antecipado nos níveis de insulina na veia porta, antes que ocorra um 

aumento real na glicemia (CHAMPE et al., 2009). Além disso, incretinas, como GIP (Gastric 

inhibitory polypeptide) e GLP-1 (glucagon-like peptide-1), são também secretadas após a 

ingestão alimentar e aumentam a secreção da insulina estimulada pela glicose (GSIS, glucose-

stimulated insulin secretion) (FU et al., 2013). 

As ilhotas pancreáticas são inervadas por fibras simpáticas e parassimpáticas do sistema 

nervoso autônomo. A secreção da insulina é estimulada pelas fibras vagais, enquanto que a 

inibição ocorre pelas fibras simpáticas. Em situações de jejum prolongado, hipoglicemia ou 

atividade física, ocorre a liberação de noradrenalina, a qual inibe a secreção de insulina e 

estimula a liberação de glucagon, causando uma estimulação rápida de combustíveis produtores 

de energia, incluindo a glicose hepática e os ácidos graxos do tecido adiposo. Estímulos 

sensoriais em situações pré-refeições, como aroma, visão ou expectativa de alimentação, 

desencadeiam um reflexo condicionado e estimulação vagal. A acetilcolina é liberada, 

sensibilizando a célula β, e estimulando a secreção de insulina de maneira a prevenir o aumento 

precoce dos níveis de glicose (CHAMPE et al., 2009; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

A insulina é degradada pela enzima insulinase, presente no fígado e, em menor 

quantidade, nos rins. Possui meia-vida plasmática de aproximadamente 6 minutos, sendo 

possível, assim, a alteração rápida nos seus níveis circulantes (CHAMPE et al., 2009). 
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3.1.1.4. Mecanismo de ação da insulina 

A insulina liga-se a receptores específicos de alta afinidade na membrana celular de 

diversos tecidos, incluindo hepático, adiposo e muscular, o que reflete sua variedade de funções. 

Além disso, muitas vezes, tal distribuição não está relacionada ao controle glicêmico e lipídico, 

como o que acontece nos ovários, onde está envolvido com a regulação do estrógeno e dos 

andrógenos (CHAMPE et al., 2009; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

O receptor de insulina é uma proteína heterotetramérica transmembrana, pertencente à 

família das tirosinas quinases, codificada por um único gene presente no cromossomo 19 

(MAASSEN et al., 2003; MONTENEGRO JR et al., 2016). Tal proteína é sintetizada como um 

peptídeo único, que é glicosilado e clivados em duas subunidades α e duas subunidades β, as 

quais são reunidas em um tetrâmero através de ligações dissulfeto (CHAMPE et al., 2009). Em 

cada subunidade β, um domínio hidrofóbico atravessa a membrana plasmática e projeta-se no 

citoplasma da célula. As subunidades α, situadas inteiramente do lado externo da membrana 

celular, contêm o sítio de ligação da insulina. O domínio citosólico da subunidade β é uma 

tirosina-quinase, a qual é ativada pela insulina (CHAMPE et al., 2009). 

A ligação da insulina à subunidade α permite que a subunidades β adquira atividade 

quinase, levando à alteração conformacional e promovendo uma rápida autofosforilação de um 

resíduo específico de tirosina (CARVALHEIRA et al., 2002; CHAMPE et al., 2009). Em 

sequência, é iniciada uma cascata de respostas de sinalização celular, com a fosforilação de 

vários substratos proteicos em tirosina. Atualmente, dez substratos do receptor de insulina já 

foram identificados, com quatro deles pertencendo a uma família de proteínas denominadas 

"proteínas substratos do receptor de insulina" (IRS) (CARVALHEIRA et al., 2002; CHAMPE 

et al., 2009; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

A glicose precisa de transportadores específicos, uma vez que é uma molécula 

hidrofílica e não é capaz de atravessar a membrana. Seu transporte é realizado a favor de um 

gradiente de concentração, ou seja, não necessita de energia. Pelo menos seis transportadores 

de glicose (GLUTs) já foram identificados. O GLUT 1 está amplamente distribuídos nos 

tecidos, contudo, está mais relacionado ao transporte de glicose basal e não mediada pela 

insulina. O GLUT 2 permite o influxo de glicose na célula β, onde sua concentração intracelular 

aumenta proporcionalmente aos níveis extracelulares, o que, juntamente com a glucoquinase, 

funciona como um sensor de glicose. O GLUT 3 está presente no sistema nervoso central e, 

juntamente com o GLUT 1, permite o fluxo de glicose cerebral. O GLUT 4 é expresso em 
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tecidos sensíveis à insulina, principalmente no músculo esquelético e no tecido adiposo, sendo 

responsável pela captação periférica de glicose (MONTENEGRO JR et al., 2016).  

Ao contrário dos outros, o GLUT 4 está localizado em vesículas intracelulares. A 

insulina promove um rápido deslocamento das vesículas intracelulares para a superfície celular, 

além de regular o acoplamento e a fusão das vesículas na membrana plasmática (MACHADO, 

1998; CHAMPE et al., 2009; MONTENEGRO JR et al., 2016). Esse mecanismo, chamado de 

translocação, é responsável pelo aumento da captação da glicose, enquanto que à queda nos 

níveis insulinêmicos, segue-se a internalização do GLUT 4, reduzindo novamente o índice de 

transporte de glicose nesses tecidos (MACHADO, 1998) (Figura 6). 

 

Figura 6. Via de sinalização da insulina, através de sua ligação às subunidades α do receptor, levando à 

autofosforilação das subunidades β. Isso permite a fosforilação dos substratos sinalizadores intracelulares que 

contribuem para a inserção do transportador de glicose na membrana celular, via ativação de enzimas específicas. 

IRS-1: Substrato 1 do receptor de insulina; IRS-2: Substrato 2 do receptor de insulina; PI(3)K: Fosfatidilinositol-

3-quinase; AKT: Proteína quinase B; Fonte: Fraga et al. (2012). 

 

3.1.2. Diabetes do tipo 2 

O DM2 é a forma mais comum da doença, acometendo cerca de 90-95% dos pacientes 

com diabetes (CHAMPE et al., 2009; ADA, 2016a). Nas últimas três décadas, a prevalência do 

DM2 tem aumentado drasticamente em países de todos os níveis de desenvolvimento (OMS, 

2016). Foi estimado que aproximadamente 150 milhões de pessoas no mundo inteiro tinham a 

doença no ano de 2000, com a previsão de que este número dobre para 300 milhões até 2025 

(PRENTKI; NOLAN, 2006). 
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Apesar de o diabetes dos tipos 1 e 2 serem doenças heterogêneas, com apresentação 

clínica e progressão variando consideravelmente, alguns pacientes não conseguem ser 

claramente classificados como possuindo um tipo ou outro na época do diagnóstico. Isso se 

torna prejudicial na determinação da terapia adequada, visto que a classificação é de extrema 

importância para tal. Além, disso, o paradigma tradicional de que o DM2 ocorre apenas em 

adultos e que o DM1 ocorre apenas em crianças não é mais tão preciso, com ambas as doenças 

ocorrendo em ambos os grupos. Contudo, embora a dificuldade de distinção possa ocorrer em 

todas as idades no começo, o diagnóstico verdadeiro se torna mais óbvio com o passar do tempo 

(ADA, 2016a). 

Como explicado anteriormente, o DM2 é referido como “não insulinodependente”, 

englobando indivíduos que apresentam resistência à insulina e disfunção das células β. Ao 

menos inicialmente, e geralmente ao longo da vida, tais pacientes não necessitam de tratamento 

com a insulina para sobreviver, embora esta possa ser requerida para controlar a hiperglicemia 

em alguns casos (CHAMPE et al., 2009; ADA, 2016a). Os sintomas podem ser similares aos 

do DM1, mas são, normalmente, menos acentuados ou ausentes. Como resultado, a doença 

pode continuar sem diagnóstico por vários anos, até que surjam complicações (OMS, 2016). 

O risco para esta doença é determinado por uma interação de fatores genéticos e 

metabólicos. Etnia, histórico familiar de diabetes e diabetes gestacional combinados com idade 

avançada e o estilo de vida moderno, com abundante disponibilidade de nutrientes e atividades 

físicas reduzidas que resultam em excesso de peso e obesidade, aumentam tais riscos (OMS, 

2016; PRENTKI; NOLAN, 2006). A maioria dos pacientes com esta forma de diabetes é obesa, 

e a obesidade por si só causa algum grau de resistência à insulina. Os pacientes que não são 

obesos pelos critérios tradicionais de peso apresentam um percentual aumentado de gordura 

corporal distribuída predominantemente na região abdominal (ADA, 2016a). 

3.1.2.1. Resistência à insulina 

 A resistência à insulina é uma condição na qual as concentrações fisiológicas de insulina 

provocam uma resposta subnormal nas células dos tecidos-alvo, como hepáticas, musculares e 

adiposas. Caracteristicamente, é observada uma produção descontrolada de glicose hepática e 

uma captação diminuída de glicose pelo músculo e tecido adiposo. Em consequência dessa 

resposta inadequada, torna-se necessária uma maior produção de insulina pelo pâncreas para a 

manutenção dos níveis glicêmicos normais (CHAMPE et al., 2009; MONTENEGRO JR et al., 

2016). 
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Pode ser adquirida ou genética, ocorrendo em múltiplos níveis do ponto de vista 

molecular, desde o receptor até os componentes das vias de sinalização insulínica 

(MONTENEGRO JR et al., 2016). Cada vez mais prevalente, ela está presente em várias 

situações clínicas como DM2, obesidade, hipertensão arterial, síndrome do ovário policístico, 

processos infecciosos e situações como gravidez, estresse e puberdade (FRAGA et al., 2012; 

MONTENEGRO JR et al., 2016). Também pode ser secundária ao uso de diversas medicações, 

particularmente glicocorticoides, mas as formas mais comuns são devido a defeitos genéticos 

(MONTENEGRO JR et al., 2016). 

Vários estudos mostram que a resistência à insulina precede o desenvolvimento da 

hiperglicemia em pacientes com DM2 (PRENTKI; NOLAN, 2006). A obesidade é um dos 

principais fatores patogênicos para o desenvolvimento da resistência à insulina, contudo, a 

resposta normal da célula β é a hipersecreção compensatória, a fim de manter a normoglicemia 

(PRENTKI; NOLAN, 2006; FU et al., 2013). Quanto maior o índice de massa corpórea, maior 

o estado hiperinsulinêmico, além de evidências sugerirem que ocorre uma hiperplasia anormal 

na massa das células β (MONTENEGRO JR et al., 2016). 

Contudo, o aumento na concentração plasmática de insulina para prevenir a 

descompensação da tolerância diminuída à glicose, em um indivíduo insulino-resistente, não 

significa que essa resposta compensatória seja benigna. A resistência à captação de glicose 

estimulada pela insulina está associada a uma série de alterações que aumentam o risco para 

doenças cardiovasculares, intolerância à glicose, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, 

redução do HDL-c, hipertensão arterial e obesidade abdominal (MCLELLAN et al., 2007). 

Tem sido observado que o DM2 apenas se desenvolve diante da disfunção das células 

β, ou seja, quando essas são incapazes de secretar uma quantidade de insulina adequada para 

compensar a reduzida sensibilidade. Além disso, pacientes com esta doença sempre manifestam 

um aumento na apoptose das células β e uma consequente redução em sua massa, o que pode 

ser ocasionado pelos efeitos citotóxicos da hiperglicemia persistente ou pelo aumento dos 

ácidos graxos livres (PRENTKI; NOLAN, 2006; CHAMPE et al., 2009; FU et al., 2013). Dessa 

forma, em estágios mais tardios, começa a ser necessário o tratamento juntamente com a 

insulinoterapia (PRENTKI; NOLAN, 2006). 

Os testes diagnósticos mais importantes são a glicemia de jejum e o teste oral de 

tolerância à glicose (OGTT), com este último informando tanto sobre a secreção de insulina 

quanto sobre sua ação periférica. Tais concentrações de glicose precisam apresentar valores 
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iguais ou maiores a 126 mg/dL e 200 mg/dL, respectivamente (MCLELLAN et al., 2007; 

CHAMPE et al., 2009). 

3.1.2.2. Causas da resistência à insulina na obesidade e no diabetes 

Como explicado anteriormente, a resistência à insulina aumenta com o ganho de peso e 

diminui com a perda de peso. Isso sugere que o acúmulo de lipídeos é importante no seu 

desenvolvimento (CHAMPE et al., 2009). A grande concentração de ácidos graxos livres inibe 

a captação muscular de glicose estimulada pela insulina na etapa do transportador de glicose 

e/ou fosforilação, a capacidade da insulina de suprimir a secreção hepática de glicose e a 

secreção insulínica pelas células β pancreáticas. Os adipócitos da gordura abdominal 

apresentam maior sensibilidade lipolítica e são mais resistentes ao efeito antilipolítico da 

insulina, aumentando ainda mais a oferta de ácidos graxos ao fígado, induzindo o acúmulo de 

triglicérides e contribuindo para aumentar a resistência insulínica hepática e periférica 

(MCLELLAN et al., 2007; MONTENEGRO JR et al., 2016). 

A obesidade é caracterizada pelo desenvolvimento de um estado inflamatório crônico 

de baixo grau do tecido adiposo, o qual é considerado um componente chave na promoção da 

resistência à insulina associada à obesidade (BOUCHER et al., 2014; MONTENEGRO JR et 

al., 2016). A expansão do tecido adiposo ocorre em resposta à sobrecarga calórica, e é associada 

ao aumento da infiltração de células imunes e uma subsequente resposta pró-inflamatória 

(BOUCHER et al., 2014). Dois tipos celulares são especialmente importantes nesse cenário, os 

adipócitos e os macrófagos, ambos capazes de secretar citocinas pró-inflamatórias e de induzir 

a resistência à insulina (BOUCHER et al., 2014). 

O aumento da secreção de citocinas, como TNF-α, IL-1b e IL-6, tanto pelos macrófagos 

quanto pelos adipócitos, induz a resistência à insulina através de vários mecanismos, incluindo 

a ativação da serina/treonina quinase, redução da expressão de IRS-1, GLUT4 e PPARg ou a 

ativação do SOCS3 nos adipócitos. Outro fator importante no processo inflamatório associado 

à obesidade é a ativação dos TLRs (Toll-like receptors), os quais pertencem ao sistema imune 

inato e, geralmente, são ativados por padrões moleculares associados aos patógenos, como 

lipopolissacarídeos (LPS), e induzem inflamação por meio da ativação da via NF-κB. 

Especialmente, há a ativação dos TLR-2 e TLR-4, sendo este último presente de maneira 

elevada durante a obesidade no músculo esquelético e no tecido adiposo (BOUCHER et al., 

2014). 
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Tanto o TNF-α quanto os ácidos graxos livres podem ativar cascatas de sinalização em 

tecidos sensíveis à insulina, as quais resultam na ativação de serina quinases, especialmente a 

JNK e a IKKβ, e da PCK (proteína kinase C) (BOUCHER et al., 2014; MONTENEGRO JR et 

al., 2016). As serina quinases fosforilam as proteínas IRSs em serina, provocando um feedback 

negativo na sinalização da insulina por atenuar a transmissão do sinal através da diminuição da 

capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina após o estímulo (MONTENEGRO JR et 

al., 2016). 

Estudos mostram que a JNK é um mediador chave da obesidade e da resistência 

insulínica, e um possível alvo para agentes terapêuticos. A IKKβ também participa da via de 

transmissão do sinal do TNF-α e IL-1, importantes no desenvolvimento do processo 

inflamatório, o que culmina na regulação de fatores de transcrição, como o NF-κB, que está 

envolvido na expressão de uma variedade de genes que regulam a resposta inflamatória 

(MONTENEGRO JR et al., 2016). 

Outras moléculas implicadas na resistência insulínica promovida pelo TNF-α são as 

iNOS e SOCS, cujos genes são alvos das vias da JNK e IKKβ e apresentam expressão 

aumentada na obesidade. Além disso, o estresse do retículo endoplasmático, ou seja, uma 

sobrecarga na sua capacidade funcional, e o aumento no metabolismo da glicose, que gera um 

aumento na produção de ROS, também estão implicados na ativação das vias inflamatórias da 

resistência (MONTENEGRO JR et al., 2016). O estresse oxidativo causado pelas altas 

concentrações de ROS também age diretamente de maneira a ativar as quinases de estresse que 

induzem a resistência à insulina pela fosforilação da serina das proteínas IRS (BOUCHER et 

al., 2014).  

3.1.2.3. Prevenção e tratamento 

O objetivo primário da terapia do diabetes é manter as concentrações sanguíneas de 

glicose o mais próximo possível do normal, sem causar hipoglicemia. O bom controle da glicose 

plasmática ajuda a proteger contra o desenvolvimento de complicações a longo prazo 

(CHAMPE et al., 2009; WADA, 2015). 

O estilo de vida está diretamente relacionado com a incidência do DM2 e da síndrome 

metabólica (MCLELLAN et al., 2007). Várias práticas alimentares, como a alta ingestão de 

ácidos graxos saturados, de bebidas com alto teor de açúcar e o consumo inadequado de fibras 

aumentam a probabilidade de sobrepeso ou obesidade, o que, aliado ao sedentarismo, são os 

maiores fatores de risco para o surgimento do DM2 (MCLELLAN et al., 2007; OMS, 2016). 

Por outro lado, dietas ricas em cereais integrais e ácidos graxo poli-insaturados, associadas ao 
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consumo reduzido de ácidos graxos trans e de alimentos com elevado índice glicêmico, ajudam 

a diminuir tais riscos (MCLELLAN et al., 2007). 

Dessa forma, a redução no peso, a atividade física frequente, a modificação na dieta e a 

abstinência do tabagismo geralmente corrigem a hiperglicemia do DM2. Contudo, em alguns 

casos, agentes hipoglicemiantes ou a terapia com insulina podem ser necessários para atingir 

níveis satisfatórios de glicose sanguínea (MCLELLAN et al., 2007; CHAMPE et al., 2009). 

Existe uma ampla gama de agentes farmacológicos disponíveis no tratamento da 

hiperglicemia, sendo a metformina, geralmente, a primeira escolha dentre os medicamentos 

orais (IDF, 2012). Essa recomendação é baseada nos efeitos da metformina na melhora da 

sensibilidade à insulina, na redução da glicemia, na inibição da gliconeogênese no fígado, na 

receptação periférica da glicose, na redução no peso e no seu baixo custo (BARALDI et al., 

2012; IDF, 2012; VIOLLET et al., 2012; ALVES et al., 2014; YAN et al., 2015). 

Alternativas à primeira linha de tratamento com a metformina incluem as sulfoniluréias 

e os inibidores de α-glicosidase (IDF, 2012). As sulfoniluréias induzem a liberação de insulina 

nas células β através da inibição do canal de potássio ATP-sensível, pela sua ligação em um 

sítio da subunidade SUR1, aumentando a secreção de insulina basal e da insulina liberada pelo 

estímulo oral da glicose (KALRA; GUPTA, 2015; MONTENEGRO JR et al., 2016). Contudo, 

as sulfoniluréias apresentam um mecanismo de ação glicose-independente, o que causa um 

grande risco de hipoglicemia, além de serem associadas ao ganho de peso (IDF, 2012; KALRA; 

GUPTA, 2015). Os inibidores de α-glicosidase, através da inibição competitiva e reversível das 

enzimas α-glicosidase intestinais, como a maltase, atrasam a digestão dos carboidratos, 

prolongando o seu tempo de digestão, e reduzem, assim, a taxa de absorção de glicose 

(BISCHOFF, 1995; VAN DE LAAR, 2008). Dessa forma, há o controle da glicemia pós-

prandial, ajudando no tratamento do DM e também na redução do peso corporal (KALRA; 

GUPTA, 2015). 

Quando a monoterapia falha em atingir os níveis de glicemia adequados, a adição de um 

segundo agente se torna necessária. É recomendada a adição de sulfoniluréias como abordagem 

usual para os pacientes tratados com a metformina, contudo, outra opções alternativas incluem 

os inibidores de α-glicosidase, inibidores de DPP-4 ou tiazolidinedionas. Tais opções são 

utilizadas em situações em que o uso da metformina e das sulfoniluréias é contraindicado ou 

devido aos efeitos colaterais. Se ainda assim, o controle do DM permanece insatisfatório, um 

terceiro agente é necessário. As abordagens comuns incluem um terceiro agente oral ou o início 

do tratamento com a insulina (IDF, 2012). 
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3.1.3. Metformina 

A metformina (dimetilbiguanida) (Figura 7) é uma biguanida derivada da guanidina, 

preveniente da espécie vegetal Galega officinalis (arruda-caprária ou galega), pertencente a 

uma classe de hipoglicemiantes orais que tem sido utilizada clinicamente pelos últimos 50 anos 

no tratamento da resistência à insulina e do DM2 (BARALDI et al., 2012; FANTUS, 2015).  

 

Figura 7. Representação das moléculas da guanidina, da biguanida (formada a partir de duas moléculas de 

guanidina juntas, com eliminação de uma molécula de amônia) e da metformina, a dimetilbiguanida. Fonte: 

DeRuiter, 2003. 

Juntamente com a modificação do estilo de vida (como dieta, controle de peso e 

atividade física), é a principal terapia oral recomentada pela ADA e pela EASD para pacientes 

com DM2. Tal recomendação é baseada em estudos clínicos realizados pela UKPDS, que 

observaram que o controle intensivo da glicemia pela metformina é capaz de reduzir os riscos 

do surgimento das doenças associadas e de morte em pacientes diabéticos com sobrepeso, além 

de reduzir o ganho de peso, de ser responsável por reduzidas situações de hipoglicemia, quando 

comparada com a insulina e as sulfoniluréias, da sua capacidade de ser associada a outros 

agentes antidiabéticos e do seu baixo custo (VIOLLET et al., 2012; ROJAS; GOMES, 2013). 

A metformina é frequentemente descrita como um sensibilizador de insulina por reduzir 

seus níveis plasmáticos e os sintomas da resistência, o que pode ser atribuído aos seus efeitos 

positivos na expressão do receptor e na atividade tirosina quinase (VIOLLET et al., 2012). 

Além disso, seu principal efeito é inibir gliconeogênese no fígado, atuando também de maneira 

a reduzir a absorção de glicose pela mucosa intestinal e a aumentar a captação periférica da 

glicose pelo tecido muscular esquelético (ALVES et al., 2014; ZHUO et al., 2014). 

3.1.3.1. Mecanismo de ação 

A ação preferencial da metformina nos hepatócitos é devido à predominante expressão 

do OCT1, que facilita a entrada no interior da célula, visto que a sua natureza hidrofílica impede 

o cruzamento através da membrana plasmática (GRAHAM et al., 2011; VIOLLET et al., 2012). 
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Consistente com isso, o acúmulo de metformina no fígado é maior do que nos outros tecidos, 

atingindo altas concentrações micromolares na região periportal (VIOLLET et al., 2012). 

Uma vez no interior da célula, a metformina atua de maneira a ativar a AMPK, uma 

quinase de serina/treonina que compõe uma via de sinalização sensível à energia celular, 

desempenhando um papel crucial na proteção de funções celulares sob condições de reduzido 

aporte energético (FANTUS, 2015; VIOLLET et al., 2012). Sua ativação ocorre diante do 

aumento intracelular da razão AMP/ATP, resultado de um desequilíbrio entre a produção e o 

consumo de ATP, e necessita de uma fosforilação por quinases conhecidas como supressoras 

de tumor, como a STK11/LKB1 e CaMKKβ, as quais são estimuladas pelo AMP (VIOLLET 

et al., 2012). 

A ativação do AMPK muda o estado da célula de anabólico para catabólico, inibindo as 

vias de consumo de ATP e restaurando o balanço energético. Como resultado, os eventos de 

síntese de glicose, lipídios e proteínas, assim como o crescimento celular, são inibidos enquanto 

a oxidação dos ácidos graxos e a captura da glicose são estimuladas (VIOLLET et al., 2012). 

No metabolismo dos lipídios, a ativação da AMPK pela metformina induz a fosforilação e a 

inativação da acetil-CoA carboxilase, uma importante enzima na síntese no malonil-CoA, o 

qual é um precursor crítico para a biossíntese dos ácidos graxos e um potente inibidor da 

oxidação dos mesmos pelas mitocôndrias (VIOLLET et al., 2012; FANTUS, 2015). 

No fígado, a gliconeogênese é suprimida pela fosforilação e inibição do PGC1-α e pela 

supressão da expressão da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase. Essas ações representam 

uma tentativa de restaurar as concentrações de ATP e o balanço energético neste órgão 

(FANTUS, 2015). 

A ativação de ambas as LKB1 e AMPK pela metformina parece ser secundária aos seus 

efeitos na mitocôndria, o alvo principal da droga (VIOLLET et al., 2012). Nesta organela, ela 

atua inibindo o complexo I da cadeira transportadora de elétrons, o que causa a redução nos 

níveis de ATP (ROJAS; GOMES, 2013; FANTUS, 2015). Contudo, alguns estudos descrevem 

quem o efeito hipoglicemiante da metformina pode não recrutar o AMPK em todos os casos, o 

que indica alvos adicionais de ação da droga e demonstra que o conhecimento sobre seus 

mecanismos de ação celulares e moleculares ainda é incompleto (SALOMAKI et al., 2014; 

FANTUS, 2015). 
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3.1.3.2. Outras atuações 

Além do seu potencial hipoglicemiante, a metformina também apresenta propriedades 

anti-inflamatórias, o que contribui na prevenção de complicações micro e macrovasculares. Ela 

atua inibindo a resposta pró-inflamatória através da inibição direta do NF-κB, pelo do bloqueio 

da via PI3K/AKT (ROJAS; GOMES, 2013). 

Um papel antioxidante também foi atribuído à metformina devido à sua contribuição 

redução nas ROS, através da inibição da respiração mitocondrial, e pela diminuição dos AGEs, 

o que pode ser indiretamente pela redução da hiperglicemia ou diretamente através de 

mecanismo insulinodependentes. Além disso, algumas evidências suportam o efeito benéfico 

da metformina em alguns componentes do sistema de defesa antioxidante, como no estímulo à 

expressão da UCP2 no tecido adiposo e no aumento das concentrações da glutationa reduzida 

(ROJAS; GOMES, 2013). 

 

3.1.4. Métodos de indução do diabetes 

Embora ainda existam debates sobre a utilização de modelos animais no estudo do 

diabetes, assim como a capacidade de extrapolação de tais resultados para a prática clínica, 

deve-se admitir que tais modelos experimentais são ferramentas essenciais para entender as 

bases moleculares, a patogênese das complicações e a eficácia de agentes terapêuticos e 

antidiabetogênicos (CHATZIGEORGIOU et al., 2009; ETUK, 2010). 

A indução do DM experimental em animais de laboratório pode ser realizada utilizando-

se procedimentos cirúrgicos (pancreatectomia), manipulações genéticas e agentes químicos 

(ETUK, 2010; RADENKOVIC et al., 2016). Tais metodologias podem atingir o mesmo 

resultado, eliminando a habilidade do animal de produzir insulina ou aumentando a resistência 

à insulina produzida, mas os procedimentos são bastante diferentes (MARTINS, 2010). 

No início dos estudos experimentais com o DM, modelos de cachorros 

pancreactomizados foram utilizados para confirmar o papel central do pâncreas na homeostase 

da glicose, assim como para descobrir e purificar a insulina (LENZEN; PANTEN, 1988; 

CHATZIGEORGIOU et al., 2009). Contudo, nos dias atuais, a grande maioria dos estudos 

utiliza roedores, como ratos e camundongos, como animais experimentais (RADENKOVIC et 

al., 2016).  



42 
 

3.1.4.1. Método cirúrgico  

A remoção cirúrgica do pâncreas (pancreatomia) pode ser utilizada como um meio de 

indução do DM quando a indução química não é adequada, devido aos possíveis efeitos 

adversos ao órgão ou estrutura a ser analisada, ou quando são necessários modelos animais 

maiores do que roedores, como em analogias mais próximas dos humanos (MARTINS, 2010).  

Contudo, esta técnica é pouco utilizada diante das suas limitações, que incluem: alto 

nível de experiência técnica e sala cirúrgica adequada, alto risco de infecção, administração 

pós-operatória adequada de analgésicos e antibióticos, suplementação com enzimas 

pancreáticas para prevenir a má absorção, perda da resposta regulatória pancreática contra a 

hipoglicemia, além de altos riscos de morte dos animais (ETUK, 2010; SHARMA et al., 2013). 

3.1.4.2. Modelos genéticos 

Os modelos espontâneos de desenvolvimento do DM permitem uma avaliação do 

organismo sem a interferência dos efeitos colaterais induzidos pelo método químico (ETUK, 

2010; SHARMA et al., 2013). Um exemplo é o rato Goto-Kakizaki, que é um modelo animal 

não-obeso de DM2, originado a partir de reprodução seletiva de várias gerações de ratos Wistar 

com intolerância à glicose (CHEN; WANG, 2005; SHARMA et al., 2013). 

No caso dos modelos geneticamente modificados, os animais são produzidos para super-

expressar ou inibir a expressão de proteínas que desempenham papéis importantes no 

metabolismo da glicose. Contudo, os altos custos de tais modelos animais são um empecilho 

para a sua ampla utilização nos estudos experimentais (ETUK, 2010; SHARMA et al., 2013). 

Além disso, alguns modelos de DM dependente de insulina podem ser desenvolvidos 

com a utilização de vírus ou proteínas virais, os quais provocam uma resposta auto-imune nas 

células β pancreáticas, levando à destruição das mesmas. Em tais casos, a utilização é baixa 

devido às técnicas e equipamentos sofisticados necessários para a sua execução (ETUK, 2010; 

SHARMA et al., 2013). 

3.1.4.3. Métodos químicos  

A maioria dos estudos recentes publicados no campo da etnofarmacologia utilizam o 

modelo químico de indução do DM (ETUK, 2010). Neste método, utilizam-se drogas que foram 

desenvolvidas para apresentar atividade tóxica às células β pancreáticas, destruindo-as e, assim, 

induzindo um estado de hiperglicemia (MARTINS, 2010).  
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As drogas mais importantes e mais frequentemente utilizadas para este fim são a 

estreptozotocina (STZ) e a aloxana (ALX), embora a STZ seja a mais largamente empregada 

(ARAUJO, 2010; ETUK, 2010; MARTINS, 2010; RADENKOVIC et al., 2016). Ambas podem 

ser administradas por via intravenosa, intraperitoneal ou subcutânea, oferecendo uma maneira 

fácil e econômica de induzir a hiperglicemia diabética (ETUK, 2010; MARTINS, 2010). 

A utilização dessas substâncias permite a realização de estudos detalhados de eventos 

bioquímicos, hormonais e morfológicos durante e após a indução do diabetes, além de permitir 

o teste de eventuais fatores de proteção contra a lesão da célula β e, com isso, a possibilidade 

de descoberta de novas terapias (ARAUJO, 2010). 

3.1.4.3.1. Estreptozotocina e mecanismo de ação 

A STZ é um análogo de nitrosuréia isolada a partir da fermentação do fungo 

Streptomyces acromagenes que apresenta, classicamente, atividade antitumoral e antibiótica 

(LENZEN, 2008; ARAUJO, 2010; ETUK, 2010). Ela previne a síntese de DNA nas células dos 

mamíferos e das bactérias. Nestas últimas, a STZ produz reações especiais com grupos de 

citocinas, resultando em degeneração e destruição do DNA (ETUK, 2010; SHARMA et al., 

2013; TRIPATHI; VERMA, 2014). 

As nitrosuréias são, geralmente, lipofílicas e penetram na célula através da bicamada 

lipídica da membrana plasmática celular. Contudo, como resultado de uma substituição de 

hexose, a STZ é hidrofílica, sendo introduzida na célula β pancreática através do transporte de 

baixa afinidade pelos transportadores de glicose GLUT2 (LENZEN, 2008; RADENKOVIC et 

al., 2016). Uma vez no interior da célula, a STZ causa, principalmente, a aquilação do DNA, 

através da transferência de um grupo metil para tal molécula, levando a uma cadeia de eventos 

que culminam na fragmentação do material genético. Além disso, a STZ induz a ativação de 

difosfato de adenosina (ADP)-ribosilação, a liberação de óxido nítrico, a partir do seu grupo 

nitroso, e a geração de ROS, resultando na destruição da célula β por necrose (LENZEN, 2008; 

MARTINS, 2010; SHARMA et al., 2013; TRIPATHI; VERMA, 2014; RADENKOVIC et al., 

2016). 

A aplicação de STZ realizada em meio ácido, geralmente diluída em tampão citrato (pH 

4,5 - 0,1 M), e em baixas temperaturas é mais eficaz devido a sua instabilidade em temperaturas 

ambientais e pH neutro (ARAUJO, 2010; ETUK, 2010). As doses diabetogênicas variam entre 

as espécies. Uma mesma dose pode ser tóxica e causar um índice alto de mortalidade em uma 
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espécie e ser pouco diabetogênica em outra (ARAUJO, 2010). Em ratos adultos, a dose de 65 

mg/kg é a mais comum para induzir o DM dependente de insulina (SHARMA et al., 2013).  

Sua administração produz flutuações trifásicas do nível de glicose sanguínea, a qual 

atinge o máximo cerca de duas horas após a aplicação, é seguida de hipoglicemia acentuada, 

com níveis glicêmicos mínimos após 10 horas e grandes riscos de convulsões morte para o 

animal e, finalmente, a hiperglicemia permanente (LENZEN, 2008; ARAUJO, 2010; 

RADENKOVIC et al., 2016). Dessa forma, é indicado que, em ratos, a confirmação do DM 

seja realizada após cerca de sete dias da indução (ETUK, 2010). 

3.1.4.3.2. Aloxana e mecanismo de ação 

A ALX é um derivado de pirimidina, sintetizada pela oxidação do ácido úrico pelo ácido 

nítrico (MARTINS, 2010; RADENKOVIC et al., 2016). Por ser hidrofílica e por apresentar 

estrutura similar à glicose, a ALX é transportada para o interior da célula β de maneia 

semelhante à STZ, através do GLUT 2. Contudo, a afinidade deste transportador pela ALX é 

muito maior (RADENKOVIC et al., 2016; LENZEN, 2008). 

Apresenta efeito necrótico seletivo nas células β das ilhotas pancreáticas (ARAUJO, 

2010; ETUK, 2010; TRIPATHI; VERMA, 2014). Contudo, é possível a produção de diferentes 

graus de severidade do diabetes através da variação da dose de ALX utilizada (ETUK, 2010; 

SHARMA et al., 2013; TRIPATHI; VERMA, 2014). Os níveis severos produzidos por esta 

droga resultam em valores glicêmicos equivalentes a uma total pancreactomia (ETUK, 2010). 

Possui meia-vida de curta duração, sendo mais estável em pH ácido e baixas 

temperaturas (RADENKOVIC et al., 2016). Em solução aquosa, é espontaneamente 

decomposta em ácido aloxânico não diabetogênico dentro de poucos minutos. Dessa forma, 

deve ser absorvido e acumulado rapidamente na célula β e, portanto, é ineficaz quando o fluxo 

sanguíneo para o pâncreas é interrompido durante os primeiros minutos após a sua injeção 

(LENZEN, 2008). 

Após entrar na célula β, a ALX produz seus efeitos patológicos através de dois 

mecanismos independentes: a inibição da glucoquinase e a geração das ROS. A inibição da 

glucoquinase ocorre através da reação do grupo 5-carbonila central presente na molécula da 

ALX, o qual reage com o grupo tiol da enzima. Isto acarreta na redução da oxidação da glicose 

e da geração de ATP, suprimindo, então, o sinal de ATP que desencadeia a secreção de insulina. 
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O estímulo à formação das ROS resulta na necrose seletiva das células β, criando um estados 

de diabetes dependente de insulina (LENZEN, 2008; RADENKOVIC et al., 2016). 

Contudo, dois minutos após a aplicação da ALX, ocorre uma elevação nos níveis de 

insulina, seguida de uma consequente redução da glicose plasmática, levando à hipoglicemia. 

Passada essa fase inicial, os níveis glicêmicos dos animais induzidos pela ALX seguem o 

mesmo padrão da indução pela STZ, com aumento dos níveis de glicose, o qual é seguido de 

uma queda brusca na glicemia e, novamente, de um aumento, que cresce de maneira constante 

até 48h, quando o estado de hiperglicemia persistente se desenvolve (LENZEN, 2008; 

TRIPATHI; VERMA, 2014; RADENKOVIC et al., 2016). 

3.1.4.4. Indução do diabetes mellitus do tipo 2 

A STZ pode ser usada para induzir os tipos 1 e 2 de diabetes (RADENKOVIC et al., 

2016). Por outro lado, a ALX é menos utilizada para o desenvolvimento do modelo 

experimental de DM2 porque a sua administração produz graves danos às células β 

pancreáticas, induzindo um estado de hiperglicemia que é mais condizente com o DM1 (ETUK, 

2010; RADENKOVIC et al., 2016). 

A aplicação isolada da STZ, contudo, não produz o efeito esperado para o DM2, visto 

que ela é incapaz de induzir um estado de resistência à insulina (RADENKOVIC et al., 2016). 

Dessa forma, outros modelos foram desenvolvidos visando atingir esse objetivo, como o 

modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina (REED et al., 2000; SRINIVASAN et al., 2005), 

nicotinamida-estreptozotocina (MASIELLO et al., 1998) e ingestão de frutose-estreptozotocina 

(WILSON; ISLAM, 2012).  

3.1.4.4.1. Modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina 

O modelo da dieta hiperlipídica-estreptozotocina é o mais reconhecido e o mais 

amplamente utilizado modelo de STZ para o DM2. Ele foi desenvolvido com a ideia de simular 

a progressão e as alterações naturais que ocorrem no metabolismo humano com a doença 

(RADENKOVIC et al., 2016). Além disso, o regime dietético empregado exemplifica a 

situação nutricional vivenciada pela população mundial, diante da abundante oferta de 

alimentos hiperlipídicos (CORREIA-SANTOS et al., 2012). 

A ideia para esse modelo surgiu a partir da análise de estudos que demonstravam uma 

importante influência das dietas enriquecidas com gorduras sobre o desenvolvimento da 

resistência à insulina, seguida por um estado de hiperinsulinemia. Contudo, devido à 
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hiperinsulinemia, o percentual de animais hiperglicêmicos era insatisfatório (RADENKOVIC 

et al., 2016). 

A partir disso, Reed et al. (2000) administraram STZ aos modelos animais previamente 

alimentados com uma dieta rica em gorduras, de maneira a driblar os problemas anteriores. A 

aplicação da droga, e a contínua alimentação com a alimentação hiperlipídica, resultou em 

níveis elevados de glicose, de insulina, de ácidos graxos e triglicerídeos em comparação a 

animais controles (alimentação padrão e aplicação da mesma dose de STZ). Além disso, o 

tratamento com a metformina, que é a droga mais utilizada para o DM2, levou à redução dos 

níveis glicêmicos. Dessa forma, os resultados encontrados foram suficientes para estabelecer 

adequadamente o modelo de DM2 à base de dieta hiperlipídica-STZ (RADENKOVIC et al., 

2016). 

Após a introdução desse modelo, várias modificações foram realizadas, principalmente 

visando reduzir a dose de STZ fornecida (RADENKOVIC et al., 2016). Isto se baseou no fato 

de que doses altas de STZ prejudicam gravemente a secreção de insulina, simulando o DM1, 

enquanto que baixas doses de STZ induzem um distúrbio de secreção mediano, o qual é similar 

às características dos estágios mais avançados do DM2, quando ocorre a disfunção parcial das 

células β (SUBRAMANIAN; PRASATH, 2014). 

3.1.4.4.2. Modelo de nicotinamida-estreptozotocina 

A nicotinamida (NA) é conhecida como uma droga que altera os efeitos tóxicos da STZ, 

além de ser capaz de prevenir e reverter o desenvolvimento do diabetes. Recentemente, a 

combinação de tais drogas foi introduzida como um modelo viável de DM2. A explicação para 

este modelo, introduzido por Masiello et al. (1998) está na proteção às células β realizada pela 

NA, o que resulta em uma menor perda da massa dessas células e o desenvolvimento do DM2, 

ao mesmo tempo que a capacidade de produzir insulina é mantida (CHATZIGEORGIOU et al., 

2009; RADENKOVIC et al., 2016). 

Este modelo é caracterizado por hiperglicemia moderada, que não precisa de insulina 

exógena, redução de cerca de 40% das células β e de 60% da produção de insulina, intolerância 

à glicose e responsividade a sulfoniluréias (GHASEMI et al., 2014). 

3.1.4.4.3. Modelo de frutose-estreptozotocina 

Este modelo foi desenvolvido por Wilson e Islam (2012) com o objetivo de ser uma 

alternativa não-genética para o desenvolvimento do DM2, simular da melhor maneira a 
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patogênese da doença em si e, ao mesmo tempo, torná-lo executável e sem muitos custos 

adicionais. A principal ideia para o uso da frutose veio da sua anterior utilização em alguns 

modelos de indução do DM1 (RADENKOVIC et al., 2016). 

 

3.2. Espermatogênese 

A espermatogênese é um processo temporal pelo qual as células germinativas 

precursoras, as chamadas espermatogônias, passam por uma complexa série de divisões para 

originar espermatozoides funcionais. Este processo ocorre no epitélio dos túbulos seminíferos 

testiculares, uma estrutura composta pelas células germinativas e células somáticas de suporte 

radialmente orientadas, as células de Sertoli (O’DONNELL et al., 2017). 

3.2.1. Testículo e organização testicular 

 Os testículos são órgãos pares, de formato elipsoide, envoltos por uma cápsula de tecido 

conjuntivo denso (túnica albugínea) e localizados no escroto, fora da cavidade abdominal 

(KIERSZENBAUM, 2004; SHARMA, 2013). Essa localização permite a manutenção da 

temperatura testicular em cerca de 34ºC a 35ºC, o que é 2ºC a 3ºC abaixo da temperatura 

corporal e essencial para o processo espermatogênico normal (KIERSZENBAUM, 2004; 

SHARMA; AGARWAL, 2011). 

 As superfícies testiculares, exceto pela borda posterior, são cobertas por uma membrana 

serosa, chamada de túnica vaginal. Esta túnica consiste em uma camada parietal exterior, 

aderida ao escroto, e uma camada visceral interna, que recobre a túnica albugínea nas porções 

laterais e anterior do testículo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). No espaço entre os folhetos, 

há fluido secretado pelas células mesoteliais, que permite o movimento sem atrito dos testículos 

no saco escrotal (Figura 8) (MONTANARI, 2016).  

Na borda posterior, o testículo está ligado ao epidídimo que, no seu polo inferior, dá 

origem ao ducto deferente (SHARMA, 2013). Tanto os testículos quanto o epidídimo estão 

suspensos no escroto pelo cordão espermático, contendo o ducto deferente, a artéria 

espermática, o plexo venoso e o plexo linfático (Figura 8) (KIERSZENBAUM, 2004). 
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Figura 8. Representação testicular mostrando o seu revestimento pela túnica albugínea, a sua divisão interna em 

lóbulos e a sua constituição de túbulos seminíferos enovelados. Observa-se também a saída das extremidades dos 

túbulos seminíferos, os túbulos retos, na rede testicular, a formação dos túbulos eferentes, do epidídimo e do ducto 

deferente, além do suprimento vascular do testículo. Fonte: https://web.duke.edu/anatomy/lab07/lab7.html  

 A túnica albugínea se espessa na borda posterior dos testículos, formando o mediastino 

testicular, de onde partem septos fibrosos para o interior do órgão, levando vasos e nervos e 

dividindo-o incompletamente em cerca de 250-300 lóbulos cônicos, onde são alojados os 

túbulos seminíferos (SHARMA, 2013; DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015; MONTANARI, 

2016). Por lóbulo, são encontrados de um a quatro túbulos seminíferos em forma de U, 

contorcendo-se repetidamente até às extremidades, as quais formam extensões tubulares retas 

(túbulos retos) que passam para o mediastino do testículo e juntam-se na rede testicular (Figura 

9-A) (KIERSZENBAUM, 2004; MONTANARI, 2016; O’DONNELL et al., 2017). Esta é 

formada por canais que coletam os produtos do epitélio seminífero, como espermatozoides, 

proteínas secretadas e íons (KIERSZENBAUM, 2004). A partir da rede testicular, no ser 

humano, uma série de seis a doze ductos eferentes finos se juntam para formar o ducto do 

epidídimo (O’DONNELL et al., 2017). 

Os túbulos seminíferos se alojam dentro de um tecido conjuntivo frouxo, o que resulta 

na divisão do parênquima testicular em dois compartimentos principais: o compartimento 

https://web.duke.edu/anatomy/lab07/lab7.html
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tubular e o compartimento intertubular ou intersticial (RUSSELL et al., 1990; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2013). 

O compartimento tubular corresponde à maior parte (90%) do volume do testículo, 

sendo formado pelos túbulos seminíferos, os quais apresentam um lúmen central revestido pelo 

epitélio seminífero especializado, envolvidos por uma túnica própria (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2013; SHARMA, 2013; DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015). A túnica própria 

dos túbulos seminíferos é constituída de uma membrana basal e uma parede formada por fibras 

colágenas, fibroblastos e células mióides contráteis. As células mióides são responsáveis pela 

atividade contrátil rítmica que impulsiona os espermatozoides imóveis para a rede testicular. O 

epitélio seminífero contém duas populações celulares distintas: as células de Sertoli somáticas 

e as células espermatogênicas (Figura 9) (KIERSZENBAUM, 2004). 

O compartimento intertubular é formado por vasos sanguíneos e linfáticos, nervos, 

células de Leydig, outros tipos celulares, como células do tecido conjuntivo, macrófagos, 

mastócitos e fibras do tecido conjuntivo (NEVES, 2001; DURAIRAJANAYAGAM et al., 

2015). Apesar de existir variação na proporção volumétrica (%) dos diferentes componentes 

desse compartimento entre as espécies de mamíferos (FAWCETT et al., 1973; FRANÇA; 

RUSSELL, 1998; GODINHO, 1999), de maneira geral, a célula de Leydig é o tipo celular mais 

abundante (Figura 9) (HOOKER, 1970). 

 

Figura 9. A – Representação da secção transversal testicular, mostrando a organização do parênquima, com os 

túbulos seminíferos e os constituintes do interstício. Fonte: Cooke e Saunders (2002). B – Fotomicrogafia da 
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secção transversal de testículo de rato, evidenciando a divisão dos compartimentos testiculares. Seta preta – núcleo 

da célula de Sertoli; ES – epitélio seminífero; seta branca – célula de Leydig (notar citoplasma cheio de grânulos 

de secreção); cabeça de seta – célula peritubular mióide; arterisco – vaso sanguíneo. Foto mostra um aumento total 

de 1000x. Fonte: Arquivo pessoal. 

3.2.1.1. Epitélio seminífero 

O epitélio seminífero consiste de células germinativas em diferentes estágios do 

desenvolvimento, que são as espermatogônias, os espermatócitos primários e secundários e as 

espermátides, localizadas dentro das invaginações das células de Sertoli (KIERSZENBAUM, 

2004). 

3.2.1.1.1. Células de Sertoli 

As células de Sertoli são células cilíndricas altamente especializadas, que se estendem 

da membrana basal até o lúmen dos túbulos seminíferos (KIERSZENBAUM, 2004; 

DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015; O’DONNELL et al., 2017). Seu perfil citoplasmático 

é extremamente complexo, com as membranas apical e lateral apresentando perfis irregulares 

que formam criptas para alojar e circundar as células germinativas, em um padrão arbóreo 

(KIERSZENBAUM, 2004; O’DONNELL et al., 2017). Apresentam um núcleo maior do que a 

maioria das células, o qual possui endentações e um grande nucléolo associado com as massas 

de heterocromatina (KIERSZENBAUM, 2004; SHARMA; AGARWAL, 2011) (Figura 10-A). 

Cada célula de Sertoli faz contato com cinco outras células de Sertoli e, 

aproximadamente, 40-50 células germinativas em vários estágios de desenvolvimento e 

diferenciação (SHARMA; AGARWAL, 2011). No seu domínio basolateral, as células de 

Sertoli formam junções de oclusão entre si, originando a barreira hemato-testicular, a qual 

divide o epitélio seminífero em uma compartimento basal e uma compartimento adluminal 

(KIERSZENBAUM, 2004) (Figura 10-B). 
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Figura 10. A – Arquitetura da célula se Sertoli. Notar os processos e criptas citoplasmáticas que se estendem entre 

as células germinativas. Fonte: França; Chiarini-Garcia (2005). B – Representação de um corte transversal de um 

túbulo seminífero, mostrando a distribuição de células germinativas ao longo do epitélio e a presença das junções 

de oclusão entre as células de Sertoli, formando a barreira hemato-testicular. Fonte: 

https://www.austincc.edu/apreview/PhysText/Reproductive.html 

 

A barreira hemato-testicular impede a difusão de moléculas provenientes do sangue em 

direção ao interior dos túbulos seminíferos (DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015; 

O’DONNELL et al., 2017). Isso assegura que as células germinativas em estágios de 

desenvolvimento mais avançado consigam se desenvolver em um microambiente 

imunologicamente privilegiado, além de garantir à célula de Sertoli o controle total e preciso 

das substâncias que entram no compartimento adluminal (SHARMA, 2013; 

DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015; O’DONNELL et al., 2017). 

Apresentam inúmeras funções, como o suporte, proteção e a nutrição das células 

germinativas; a compartimentalização do epitélio seminífero, promovendo um meio ambiente 

especializado para o desenvolvimento celular; a liberação das espermátides alongadas em fase 

final de desenvolvimento no lúmen tubular; a secreção de fluídos e de proteínas; a fagocitose 

das células germinativas degeneradas e do excesso de citoplasma remanescente dos 

espermatozóides liberados;  a mediação da ações da testosterona, através da produção da ABP, 

e do FSH (RUSSELL et al., 1990; SHARPE, 1994). 

 

 

https://www.austincc.edu/apreview/PhysText/Reproductive.html


52 
 

3.2.1.1.2. Células germinativas e espermatogênese 

Dentro dos túbulos seminíferos, as células germinativas estão dispostas em uma 

sequência altamente ordenada da membrana basal ao lúmen (SHARMA, 2013). As 

espermatogônias repousam diretamente na membrana basal, seguidas dos espermatócitos 

primários, espermatócitos secundários e espermátides (Figura 10-B), de maneira que a célula 

germinativa mais desenvolvida se mova em direção ao lúmen para sair do epitélio seminífero 

(SHARMA; AGARWAL, 2011; SHARMA, 2013).  

As junções oclusivas separam as espermatogônias e os espermatócitos iniciais (pré-

leptóteno) dentro do compartimento basal, com acesso livre às substâncias provenientes do 

interstício e vasos sanguíneos, enquanto que todas as células meióticas e pós-meióticas 

subsequentes se localizam no compartimento adluminal (SHARMA, 2013; O’DONNELL et 

al., 2017). Como os espermatócitos em pré-leptóteno precisam migrar do compartimento basal 

do túbulo para o compartimento adluminal, essas junções oclusivas abrem para que essa 

migração celular ocorra e, logo em seguida, se refazem abaixo dos recém-formados 

espermatócitos em leptóteno (O’DONNELL et al., 2017). 

O processo espermatogênico envolve divisões mitóticas e meióticas, além de uma 

grande remodelação celular. Dessa forma, a espermatogênese pode ser dividida em três fases: 

(1) proliferação e diferenciação das espermatogônias, (2) meiose, na qual o material genético é 

duplicado, recombinado e segregado e (3) espermiogênese, um processo complexo que 

transforma espermátides arredondadas pós-meióticas em espermatozoides (RUSSEL et al., 

1990; SHARMA; AGARWAL, 2011; SHARMA, 2013). 

Em humanos, a espermatogênese demora cerca de 64 dias no testículo (de 

espermatogônias para espermatozoide), com um adicional de 10-14 dias no processo de 

maturação epididimal do espermatozoide. Assim, todo o processo leva cerca de 74 dias para ser 

completado (CLERMONT, 1972). Em ratos, esse processo necessita de 48 a 52 dias (SUCKOW 

et al., 2006). 

As espermatogônias são células espermatogênicas diploides, que se dividem por mitose 

para renovar a sua população, de maneira a restaurar o seu número e permitir a continuação 

indefinida da espermatogênese, e para formar espermatogônias comprometidas a entrar no 

processo de meiose (KIERSZENBAUM, 2004; SHARMA, 2013).  
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Em geral, dois tipos principais de espermatogônias, conhecidas como Tipo A e B, 

podem ser identificadas nos testículos dos mamíferos com base na sua morfologia nuclear 

(O’DONNELL et al., 2017). Em humanos, as espermatogônias do tipo A se dividem em tipo A 

escuras e tipo A pálidas, além das espermatogônias do tipo B (HELLER; CLERMONT, 1964; 

KRETSER et al., 1998; KIERSZENBAUM, 2004). Em roedores, são encontrados vários tipos 

de espermatogônias A, espermatogônias intermediárias e espermatogônias do tipo B 

(KRETSER et al., 1998). Este último tipo representa as espermatogônias mais diferenciadas 

comprometidas com a entrada na meiose, as quais perdem o contato com a membrana e dão 

origem aos espermatócitos primários em pré-leptóteno (KRETSER et al., 1998; SHARMA, 

2013; O’DONNELL et al., 2017). 

As espermatogônias não se separam completamente após a meiose, mas permanecem 

ligadas por pontes intercelulares, as quais persistem durante todos os estágios da 

espermatogênese e facilitam as interações bioquímicas que permitem o sincronismo da 

maturação das células germinativas (SHARMA; AGARWAL, 2011; SHARMA, 2013). 

Os espermatócitos primários, as maiores células do epitélio seminífero, sofrem a meiose 

I (divisão reducional) para formar os espermatócitos secundários. A prófase desta primeira 

divisão meiótica é muito longa e, assim, o espermatócito primário tem o maior período de vida. 

Os espermatócitos secundários, então, rapidamente entram para a meiose II (divisão 

equacional), produzindo as espermátides haplóides. Os espermatócitos secundários apresentam 

uma período de vida bem menor, de cerca de 1,1 a 1,7 dias (SHARMA, 2013; 

DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015). 

Durante a fase meiótica, ocorre o pareamento dos cromossomos, o crossing-over e a 

troca genética para a determinação de um novo genoma (SHARMA, 2013). Na teoria, cada 

espermatócito primário produz quatro espermátides, contudo a produção real é menor porque a 

complexidade do processo meiótico é associada à perda de algumas células germinativas 

(SHARMA; AGARWAL, 2011; DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015). 

Na fase da espermiogênese, que é considerada um dos acontecimentos de diferenciação 

mais elaborados entre as células dos mamíferos, as espermátides arredondadas haploides 

passam por uma sequência de eventos citológicos complexos que as transformam em 

espermatozoides altamente especializados (KRETSER et al., 1998; SHARMA, 2013; 

DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015). Nesses eventos, ocorre a condensação progressiva da 

cromatina nuclear, para cerca de 1/10 do volume da espermátide imatura, e sua movimentação 
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para a periferia da célula, a inativação do genoma, a formação do acrossoma a partir do aparelho 

de Golgi e o desenvolvimento do flagelo (DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015; 

O’DONNELL et al., 2017).  

Ao final, as espermátides fecham as suas pontes citoplasmáticas, desconectam-se do 

epitélio germinativo, liberam uma grande parte do seu citoplasma sob a forma de corpo residual, 

o qual é fagocitado pelas células de Sertoli, e entram no lúmen do túbulo como espermatozoides 

(KRETSER et al., 1998; SHARMA; AGARWAL, 2011; DURAIRAJANAYAGAM et al., 

2015). Estes espermatozoides recém-liberados são imaturos e incapazes de se mover por conta 

própria. Dessa forma, eles são empurrados pelo do lúmen através da secreção de fluidos pelas 

células de Sertoli e pela atividade contrátil rítmica das células mióides, chegando ao epidídimo, 

onde passam pelo estágio de maturação (KIERSZENBAUM, 2004; DURAIRAJANAYAGAM 

et al., 2015). 

3.2.1.2. Ciclo do epitélio seminífero 

No interior dos túbulos seminíferos de animais sexualmente maduros, o arranjo das 

células germinativas durante a espermatogênese não ocorre de maneira aleatória, mas de modo 

altamente organizado para formar uma série de associações celulares ou estádios (SHARMA, 

2013; O’DONNELL et al., 2017). Um estádio é um conjunto definido de gerações de células 

germinativas encontrado, em determinado momento, num túbulo seminífero seccionado 

transversalmente (CASTRO et al., 1997).  

Os estádios se seguem ao longo do túbulo, e a finalização de uma série de estágios é 

chamada de “ciclo” (O’DONNELL et al., 2017). De acordo com LeBlond e Clermont (1952), 

o ciclo do epitélio seminífero é uma série de alterações em uma determinada área do túbulo 

seminífero que ocorrem entre dois aparecimentos sucessivos do mesmo estádio.  

Existem duas metodologias principais para o estudo dos estádios do ciclo do epitélio 

seminífero dos mamíferos: a primeira é denominada métodos da morfologia tubular e se baseia 

nas alterações da forma do núcleo das células espermatogênicas, na ocorrência de divisões 

meióticas e no arranjo das espermátides no epitélio seminífero. Este método resulta na obtenção 

de oito estágios do ciclo para todas as espécies, representados por números arábicos 

(BERNDTSON, 1977; COUROT et al., 1970; COSTA; PAULA, 2003) (Figura 11). 
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Figura 11. Fotomicrografias do parênquima testicular de ratos Wistar representando os oito estágios do ciclo do 

epitélio seminífero seguindo o método da morfologia tubular, a qual leva em consideração o formato do núcleo 

das células espermatogênicas, a ocorrência de divisões meióticas e o arranjo das espermátides no epitélio 

germinativo. Os números nas fotos indicam os respectivos estágios. Fonte: Arquivo pessoal. 
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A segunda, conhecida como método do sistema acrossômico, baseia-se nas alterações 

acrossomais e na morfologia das espermátides em desenvolvimento, sendo designada por 

números romanos. Com esse método, o número de estádios varia entre as espécies, girando em 

torno de 10 a 16 na maioria dos animais (RUSSELL et al., 1990; FRANÇA; RUSSELL, 1998; 

COSTA; PAULA, 2003) (Figuras 12 e 13). Esta classificação se baseia no fato de que apesar 

das características gerais da espermiogênese serem semelhantes entre as espécies, vão existir 

diferenças nos detalhes do desenvolvimento do acrossoma entre elas (COSTA; PAULA, 2003). 

 

Figura 12. Estádios do ciclo do epitélio seminífero baseado no método do sistema acrossômico, indicados por 

números romanos. Uma região do túbulo que está ocupada por células formando o estádio I irá progredir para se 

tornar estádio II, estádio III e, assim, sucessivamente até o ciclo se repetir. As fotomicrografias mostram o ciclo 

do epitélio seminífero em humanos, apresentando seis estádios. A duração do ciclo no homem é de 16 dias, e a 

progressão de espermatogônias até espermatozoide leva 4,5 ciclos do epitélio seminífero. Fonte: Silber (1991) e 

Hess (1998). 
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Figura 13. Estádios do ciclo do epitélio seminífero baseado no método do sistema acrossômico, indicados por 

números romanos. As fotomicrografias mostram o ciclo do epitélio seminífero em ratos, apresentando 14 estádios. 
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Uma espermatogônia A em qualquer área do epitélio seminífero progride através da meiose e da espermiogênese 

para se tornar um espermatozoide, e a área específica do túbulo passa por 14 estádios 4 vezes. Em cada progressão, 

a progênie da espermatogônias se move progressivamente em direção ao lúmen do túbulo. Fonte: Hess (1998). 

Nos mamíferos domésticos, como o rato, o arranjo dos estádios é segmentado e, 

usualmente, ocorre somente um estádio por secção transversal de túbulo seminífero (RUSSELL 

et al., 1990). Já nos testículos humanos, as gerações de células espermatogênicas estão 

organizadas em um padrão espiral. Desse modo, uma secção transversal irá apresentar três ou 

quatro associações celulares ao invés de apenas uma única associação (KIERSZENBAUM, 

2004) (Figura 14). 

 

Figura 14. A - Representação dos túbulos seminíferos, mostrando a distribuição dos estádios ao longo do seu 

comprimento. A.1 – Túbulo seminífero de rato, mostrando distribuição segmentada dos estádios, com apenas um 

estádio por secção transversal. A.2 – Túbulo seminífero de humano, mostrando a distribuição em espiral, com mais 

de um estádio por secção transversal de túbulo seminífero. Fonte: Silber, 2010. B – Fotomicrografia da secção 

transversal do túbulo seminífero de rato, mostrando um túbulo no estádio XI, baseado no método do sistema 

acrossômico. Fonte: https://ntp.niehs.nih.gov/nnl/male_reproductive/testis/setubreten/index.htm. C - 

Fotomicrografias da secção transversal dos túbulos seminíferos de humano, mostrando a presença de diferentes 

estádios. C.1 – Túbulo com estádios IV, V e VI, baseado no método do sistema acrossômico. C.2 – Túbulo com 

estádios I, II e III, baseado no método do sistema acrossômico. Fonte: Zhang et al., 2004. 

A duração do ciclo do epitélio seminífero é geralmente constante para uma determinada 

espécie, variando, no entanto, de uma espécie para a outra (AMANN, 1970; RUSSELL et al., 

https://ntp.niehs.nih.gov/nnl/male_reproductive/testis/setubreten/index.htm
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1990; COSTA; PAULA, 2003). Este intervalo de tempo dura 8,9 dias no camundongo 

(OAKBERG, 1956); 12,9 dias no rato (CLERMONT et al., 1959; COSTA; PAULA, 2003) e 

16 dias no homem (HELLER; CLERMONT, 1964; KIERSZENBAUM, 2004). 

Os estádios estão sequencialmente arranjados ao longo da extensão do túbulo 

seminífero, ou seja, usualmente um determinado estádio está em posição adjacente a um 

segmento em estádio subsequente, resultando na chamada onda do epitélio seminífero 

(CURTIS, 1918; PEREY et al., 1961; SHARMA; AGARWAL, 2011). De acordo com Johnson 

(1991), as funções dessa onda são: garantir uma liberação contínua de espermatozoides; reduzir 

a competição por hormônios utilizados em um dado estádio; evitar a congestão ao longo do 

túbulo que ocorreria se a espermiogênese ocorresse de modo simultâneo; assegurar o fluxo 

constante de fluido do túbulo seminífero, mantendo o veículo para o transporte de 

espermatozoides e hormônios utilizados pelo epitélio do epidídimo; e facilitar a maturação dos 

espermatozoides no epidídimo por um fluxo constante dos mesmos e de fluidos vindos do 

testículo. 

3.2.1.3. Células de Leydig 

As células de Leydig são células de formato irregular e de citoplasma granular, sendo 

encontradas individualmente ou, mais frequentemente, em grupos no interior do tecido 

conjuntivo, entre os túbulos seminíferos e próximas aos vasos sanguíneos (SHARMA; 

AGARWAL, 2011; SHARMA, 2013; DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015; O’DONNELL 

et al., 2017). Representam cerca de 5-12% do volume testicular, mas sua população varia de 

acordo com a espécie e a idade do indivíduo (DELLMANN e WROBEL, 1982; SHARMA; 

AGARWAL, 2011). 

Tais células são caraterizadas morfologicamente pela grande quantidade de retículo 

endoplasmático liso e mitocôndria, sendo a principal fonte de testosterona, sintetizada a partir 

do colesterol (SETCHELL, 1991; SHARMA, 2013; DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015). 

Tal produção ocorre sob o estímulo do LH e de maneira a atuar como um feedback negativo na 

pituitária (SHARMA; AGARWAL, 2011). Comparado aos níveis de testosterona no sangue, a 

concentração intratesticular é muitas vezes maior, especialmente perto da membrana basal dos 

túbulos seminíferos (SHARMA, 2013). 

As funções da testosterona incluem a diferenciação do trato genital masculino e da 

genitália externa, a masculinização do cérebro e do comportamento sexual, a aquisição dos 
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caracteres secundários, o início e a manutenção da espermatogênese e a manutenção do 

comportamento sexual normal (libido) e da atividade das glândulas acessórias (SHARMA; 

AGARWAL, 2011; SHARPE, 1994; PELLINIEMI et.al., 1996). 

Além da testosterona, as células de Leydig secretam substâncias neuroendócrinas, que 

servem como neurotransmissores, e fatores de crescimento para as células de Leydig vizinhas, 

vasos sanguíneos, lâmina própria e células de Sertoli. Além disso, as células de Leydig 

contribuem para a nutrição das células de Sertoli, ajudam a regular o fluxo sanguíneo na 

microvasculatura intertubular e, aquelas localizadas na região peritubular, influenciam na 

contratilidade dos miofibroblastos, regulando os movimentos peristálticos dos túbulos 

seminíferos e o transporte de espermatozoides (SHARMA, 2013; DURAIRAJANAYAGAM 

et al., 2015).  

3.2.2. Regulação hormonal da espermatogênese 

A regulação hormonal da espermatogênese está sob o controle do eixo hipotálamo-

hipofisário-gonadal. Esse eixo começa com a liberação do GnRH pelo hipotálamo, o qual age 

na porção anterior da hipófise e estimula a produção de LH e FSH. O LH atua na célula de 

Leydig, estimulando a produção de testosterona através da conversão do colesterol. Por outro 

lado, o FSH age na célula de Sertoli para estimular a secreção de inibina e da ABP, além de 

garantir o início da espermatogênese e a maturação das células germinativas (SHARMA, 2013; 

DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015). 

As ações da testosterona e do FSH na espermatogênese são mediadas pelas células de 

Sertoli, devido à ausência de tais receptores nas células germinativas (KRETSER et al., 1998; 

O’DONNELL et al., 2017). Ambos os hormônios apresentam efeitos independentes nas células 

de Sertoli, mas também agem cooperativamente e sinergicamente para iniciar e manter a 

espermatogênese normal e, conjuntamente, uma boa funcionalidade da célula de Sertoli 

(O’DONNELL et al., 2017). 

A ligação do FSH ao seu receptor na célula de Sertoli também estimula a secreção da 

ABP no lúmen dos túbulos seminíferos. Além disso, o FSH induz a conversão da testosterona 

em 5α-DHT e 17β-estradiol. A 5α-DHT é mais ativa do que a testosterona e, juntamente com o 

17β-estradiol, está envolvida do desenvolvimento e nas funções do pênis, escroto, glândulas 

sexuais acessórias, caracteres sexuais secundários, libido e potência 

(DURAIRAJANAYAGAM et al., 2015). 
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A ABP apresenta alta afinidade por andrógenos, se ligando à 5α-DHT e à testosterona 

(em menor proporção). Uma vez ligada, a ABP se move do testículo ao epidídimo, onde sua 

capacidade de ligação é total ou parcialmente destruída (COUROT, 1980). Através dessa 

ligação, a ABP permite o aumento das concentrações de 5α-DHT e testosterona ao redor das 

células germinativas e dos espermatozoides, essencial para o início e a continuação do processo 

espermatogênico e a maturação espermática no epidídimo (COUROT, 1980; SHARMA; 

AGARWAL, 2011). 

3.2.3. Desenvolvimento testicular 

O desenvolvimento gonadal começa durante a quinta semana de gestação, em humanos, 

quando dois espessamentos longitudinais (as cristas gonadais) surgem de cada lado da linha 

média, entre o mesonefro e o mesentério dorsal. A proliferação epitelial emite os cordões 

sexuais primários, que logo penetram o mesênquima subjacente e que servirão de sustentáculo 

para as células que invadirão a gônada primitiva (MOORE e PERSAUD, 2004). Forma-se uma 

zona cortical e uma medular (GARCIA; GARCIA FERNANDEZ, 2003).  

As células germinativas primordiais são derivadas do epiblasto e são visíveis como 

células grandes e esféricas no início da quarta semana entre as células endodérmicas do saco 

vitelino. Durante o fechamento do corpo do embrião e consequente incorporação da parte dorsal 

do saco vitelino, tais células migram ao longo do mesentério dorsal do intestino posterior para 

as cristas gonadais (MOORE e PERSAUD, 2004).  

Durante a sexta semana em humanos e 13,5 dpc em ratos (ORTH, 1993), as células 

germinativas primordiais penetram o mesênquina subjacente e, nas cristas gonadais dos 

machos, são envolvidas por células somáticas de suporte (células de Sertoli), resultando na 

formação dos cordões seminíferos. Nestes, as células germinativas primordiais sofrem 

mudanças morfológicas e passam a ser denominadas “gonócitos”, os quais proliferam durante 

alguns dias e então atingem a fase G0/G1 do ciclo celular (MOORE e PERSAUD, 2004), 

permanecendo quiescentes por períodos que variam entre as espécies. Essa quiescência deve-

se, provavelmente, à produção de inibidores pelas células de Sertoli (FRANÇA; CHIARINI-

GARCIA, 2005).  

O aparecimento dos cordões seminíferos é o primeiro evento reconhecido em uma 

gônada destinada a se tornar um testículo (DESJARDINS; EWING; 1993). Esses cordões 
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permanecerão maciços até a puberdade, onde a luz começará a se desenvolver e resultará na 

diferenciação em túbulos seminíferos (FRANÇA; CHIARINI-GARCIA, 2005).  

3.2.3.1. Origem e diferenciação das células de Sertoli  

A célula de Sertoli se origina a partir do epitélio celomático e é o primeiro tipo celular 

a se diferenciar na gônada primitiva, o que ocorre em torno de 11,5 dpc em camundongos, aos 

13,5 dpc ratos e ao final da sexta semana de gestação no homem (MAGRE; JOST, 1991; 

FRANÇA e CHIARINI-GARCIA, 2005). Já durante este período, as interações ao nível 

morfológico e funcional entre as células de Sertoli e as células germinativas, entre as células de 

Sertoli e a membrana basal e as células de Sertoli entre si são cruciais para a formação dos 

cordões seminíferos e para os eventos iniciais que propiciarão o desenvolvimento da 

espermatogênese (FRANÇA; CHIARINI-GARCIA, 2005).  

O desenvolvimento das células de Sertoli apresenta duas fases funcionais bastantes 

distintas, uma de proliferação e outra de maturação. A fase de proliferação é provavelmente 

controlada por vários fatores, incluindo-se os hormônios hipofisários e fatores intratesticulares. 

Contudo, o FSH é considerado o principal fator mitogênico para estas células. Já a inibição da 

divisão mitótica e a promoção da maturação são estimuladas pelo T3 (FRANÇA; CHIARINI-

GARCIA, 2005). 

A proliferação das células de Sertoli ocorre durante dois períodos: na vida fetal ou 

neonatal e no período pré-púbere. Embora na maioria das espécies a proliferação das células de 

Sertoli ocorra em ambos os períodos, em algumas, um pode ser mais importante do que outro. 

Em outras espécies, como os ratos, o período neonatal se sobrepõe ao pré-púbere, dificultando 

a diferenciação dessas duas fases de proliferação, que se estendem até 2 a 3 semanas após o 

nascimento. Por outro lado, em humanos esses períodos são separados por uma década ou mais 

(SHARPE et al., 2003; FRANÇA; CHIARINI-GARCIA, 2005). 

A partir da puberdade as células de Sertoli tornam-se maduras e não se dividem mais, 

constituindo, assim, uma população estável dentro do túbulo seminífero (FRANÇA; 

CHIARINI-GARCIA, 2005). Tais células apresentam capacidade de suporte de células 

germinativas fixa para cada espécie e, dessa forma, o número de células de Sertoli presente na 

maturação determina o potencial espermatogênico do testículo (HESS; FRANÇA, 2008; 

O’DONNELL et al., 2017). 
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Paralelos à maturação das células de Sertoli, também ocorrem a proliferação dos 

espermatócitos primários, o aparecimento das junções de oclusão, responsáveis pela formação 

da barreira hematotesticular, e a formação do lúmen testicular, proveniente da secreção de 

fluidos pelas células de Sertoli em direção ao centro dos cordões seminíferos (SHARPE et al., 

2003; FRANÇA; CHIARINI-GARCIA, 2005).  

A secreção de fluidos para formar o lúmen testicular é dependente do gradiente 

osmótico, ocasionando o fluxo de líquido do compartimento basal para o adluminal, o que 

resulta na formação de vacúolos no citoplasma das células de Sertoli que posteriormente se 

juntam para formar estruturas maiores, de forma semelhante a lacunas. Tal processo ocorre de 

maneira assincrônica no parênquima testicular, sendo possível a observação de túbulos 

totalmente luminados ao lado de cordões testiculares em diferentes estágios de vacuolização 

(MURTA et al., 2008).  

3.2.3.2. Origem e desenvolvimento das células de Leydig  

Nos testículos dos mamíferos, a ontogênese das células de Leydig envolve duas 

gerações de células morfologicamente e funcionalmente distintas (LEJEUNE et al., 1998; 

SIRIL-ARIYARATNE et al., 2000). A primeira geração desenvolve-se durante a vida fetal, 

sendo chamada de células de Leydig fetais, e é responsável pela produção da testosterona 

necessária para a masculinização do sistema urogenital (LEJEUNE et al., 1998). A segunda 

geração surge durante a puberdade, sendo predominante no testículo adulto, e seus membros 

são chamados de células de Leydig adultas. Tais células produzem a testosterona necessária 

para a o início da espermatogênese e a manutenção das funções reprodutivas do macho 

(BENTON et al., 1995; LEJEUNE et al., 1998; CHEN et al., 2009).  

As células de Leydig fetais se diferenciam relativamente tarde durante a formação 

testicular, logo após a diferenciação básica dos testículos em seus componentes principais 

(cordão testicular e interstício). Assim, não desempenham nenhum papel na diferenciação 

primária da gônada (LEJEUNE et al., 1998; COLLETA e CARVALHO, 2005).  

A origem das células de Leydig ainda não é clara, mas algumas delas têm sido sugeridas, 

como o epitélio celomático, o mesênquima do mesonefro e as células da crista neural 

(BENTON et al., 1995; BRENNAN et al., 2003; BARSOUM e YAO, 2010). Tais origens são 

questionadas devido ao papel dessas células na formação das gônadas, com o epitélio 

celomático sendo responsável pela formação da maior parte da crista gonadal e pelo 
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fornecimento de vários tipos celulares somáticos para o desenvolvimento das gônadas antes da 

diferenciação sexual (MERCHANT-LARIOS et al., 1993).  

As células mesenquimais do mesonefro migram para a gônada durante a embriogênese 

e contribuem para a formação de vários tipos celulares somáticos (RODEMER-LENZ, 1989; 

BENTON et al., 1995). Contudo, a expressão de várias proteínas específicas de células neurais, 

como a molécula de adesão de célula neuronal (NCAM), em células de Leydig sugerem a 

descendência de tais células do neuroectoderma, mais especificamente na crista neural, que 

migram para o interior da crista gonadal (MAYERHOFER et al., 1992; MIDDENDORFF et al. 

1993; MAYERHOFER et al. 1996; LEJEUNE et al., 1998; BRENNAN et al., 2003). Além 

disso, alguns estudos ainda sugerem um precursor comum para as células esteroidogênicas da 

adrenal e as células de Leydig (HATANO et al. 1996; BRENNAN et al., 2003).  

As células de Leydig fetais aparecem no testículo do rato entre 14 e 14,5 dpc, estando 

presentes no nascimento, até a maturidade sexual (SIRIL-ARIYARATNE et al., 2000; 

MENDIS-HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001). A diferenciação morfológica e funcional 

(a capacidade de produzir testosterona) é atingida em 15,5 dpc (LEJEUNE et al., 1998; 

COLLETA e CARVALHO, 2005; CHEN et al., 2009). O processo de diferenciação e o início 

da produção de testosterona são independentes de gonadotrofinas, uma vez que o RNAm para 

o hormônio luteinizante é detectado apenas 16,5 dpc, enquanto a proteína LH é detectada aos 

17 dpc. No plasma, o LH começa a ser detectado em 17,5 dpc e altos níveis plasmáticos são 

percebidos somente a partir de 20,5 dpc (COLLETA e CARVALHO, 2005).  

Após a diferenciação inicial, em um curto espaço de tempo, a esteroidogênese testicular 

apresenta um aumento brusco, ao mesmo tempo em que o número de células de Leydig 

praticamente dobra (LEJEUNE et al., 1998; COLLETA e CARVALHO, 2005). A elevação do 

número dessas células se deve, quase que exclusivamente, à diferenciação das células 

preexistentes, uma vez que as células de Leydig fetais não apresentam atividade mitótica 

(LEJEUNE et al., 1998; COLLETA e CARVALHO, 2005; BARSOUM e YAO, 2010).  

A presença de células de Leydig fetais no nascimento e nos períodos neonatais iniciais 

é necessária para o desenvolvimento adequado da função reprodutiva masculina, através da 

ativação do eixo hipotálamo-hipofisário-testicular, essencial para a completa deiscência 

testicular, e a masculinização do cérebro para comportamento sexual e o padrão masculino de 

secreção de gonadotrofinas (SIRIL-ARIYARATNE, 2000; MENDIS-HANDAGAMA et al., 

1998). Durante a terceira semana de vida pós-natal, quando a população de células de Leydig 
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adultas possui um número significante, as células de Leydig fetais apresentam atrofia celular 

(MENDIS-HANDAGAMA et al., 1998).  

3.2.3.3. Células de Leydig adultas  

No rato, a diferenciação das células de Leydig adultas acontece em torno da segunda 

semana de vida pós-natal (MENDIS-HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001). O processo de 

desenvolvimento das células de Leydig adultas envolve quatro diferentes tipos celulares: as 

células de Leydig tronco, as células de Leydig progenitoras, as células de Leydis imaturas e as 

células de Leydig adultas (MENDIS-HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001; CHEN et al., 

2009).  

O interstício testicular de ratos no início da vida pós-natal, aproximadamente aos sete 

dias, apresenta uma população de células fusiformes, as quais são células indiferenciadas 

semelhantes às células mesenquimais (BENTON et al., 1995; CHEN et al., 2009). Na segunda 

semana de vida pós-natal, um grupo de células tronco semelhante a células mesenquimais torna-

se comprometido com a linhagem de células de Leydig. Os primeiros sinais de 

comprometimento são evidentes próximo ao 14ª dia, quando se inicia a expressão de 

marcadores de células de Leydig, como a atividade da 3β-HSD e os receptores de LH 

(BENTON et al., 1995). Estas células positivamente marcadas são as células de Leydig 

progenitoras, as quais aumentam em número entre o 14º e o 28º dia, devido à proliferação das 

células semelhantes a mesenquimais (CHEN et al., 2009). 

As células de Leydig progenitoras são pequenas e fusiformes, com um retículo 

endoplasmático liso não muito desenvolvido, localizadas na região peritubular e 

morfologicamente indistinguíveis das células de Leydig tronco (MENDIS-HANDAGAMA et 

al., 2001; CHEN et al., 2009). Contudo, são reconhecidas como membros da linhagem de 

células de Leydig devido à expressão de marcadores, como a enzima de clivagem de cadeia 

lateral P450, a 3β-HSD, a 17α-hidroxilase e os receptores de LH, e pela sua produção de 

andrógenos (BENTON et al., 1995; SIRIL-ARIYARATNE et al., 2000; (MENDIS-

HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001; CHEN et al., 2009). Tais células aumentam de 

tamanho gradualmente, adquirindo uma forma arredondada, perdem a sua capacidade de 

proliferação e movem-se para uma posição central no interstício (BENTON et al., 1995; 

MENDIS-HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001).  
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Ao 28º dia, as células de Leydig progenitoras além de terem sofrido as modificações 

descritas acima, adquirem numerosas inclusões lipídicas em seu citoplasma, originando, assim, 

as células de Leydig imaturas (BENTON et al., 1995; CHEN et al., 2009). Durante essa 

diferenciação, o retículo endoplasmático liso aumenta bastante em tamanho, apresentando uma 

ultra-estrutura similar àquele das células de Leydig adultas (BENTON et al., 1995; CHEN et 

al., 2009). À medida que o retículo se expande, a capacidade esteroidogênica é desenvolvida, 

com o aumento dos níveis de 3β-HSD, P450scc e P450c17 (BENTON et al., 1995; CHEN et 

al., 2009). A população de células de Leydig imaturas sofre uma única divisão celular do 28º 

ao 56º dia, resultando em um total de aproximadamente 25 milhões de células de Leydig por 

testículo (BENTON et al., 1995; CHEN et al., 2009).  

O passo final no desenvolvimento das células de Leydig, que ocorre aproximadamente 

no 56º dia, é a transformação das células imaturas em células de Leydig adultas e maduras 

(MENDIS-HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001; CHEN et al., 2009). Tal transição envolve 

um aumento significante no tamanho celular, um desenvolvimento no retículo endoplasmático 

liso, o desaparecimento das gotas lipídicas no citoplasma e uma maior acentuação nuclear 

(BENTON et al., 1995; MENDIS-HANDAGAMA; ARIYARATNE, 2001; CHEN et al., 

2009). 

As células de Leydig adultas não apresentam capacidade proliferativa, mas são capazes 

de se regenerar se destruídas. Contudo, tal regeneração provavelmente é originária das células 

de Leydig tronco, que permanecem no testículo durante a vida adulta, desenvolvendo a mesma 

progressão que ocorre durante o desenvolvimento normal da população de células de Leydig 

adultas (BENTON et al., 1995).  

Em um mamífero macho adulto, os andrógenos são necessários para a espermatogênese, 

a manutenção do funcionamento das glândulas sexuais acessórias, o comportamento sexual e 

um desempenho reprodutor bem sucedido (SIRIL-ARIYARATNE et al., 2000). Com o avançar 

da idade, a concentração da testosterona sérica e testicular cai progressivamente devido à 

redução da atividade esteroidogênica das células de Leydig (MATSUMOTO, 2002; NEVES et 

al., 2017). Em tais células, observam-se reduções no volume nuclear e citoplasmático, as quais 

podem estar relacionadas a remodelamentos da cromatina e encurtamentos dos telômeros e à 

hipotrofia do retículo endoplasmático liso (NEVES et al., 2017). Além disso, o declínio na 

concentração de testosterona está associado a alterações na composição corporal, diminuição 
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de energia, da força muscular e da função física, redução na função sexual e diminuição da 

função cognitiva (MATSUMOTO, 2002).  

 

3.3. Estresse oxidativo 

A vida aeróbica utiliza oxigênio (O2) para oxidar os substratos alimentares (ricos em 

carbono e hidrogênio) com o objetivo de adquirir as energias térmica e química essenciais à 

vida. Quando as moléculas são oxidadas com o O2, este reduz-se, originando os metabólitos 

reativos de oxigênio (YOSHIKAWA; NAITO, 2002; TANGVARASITTICHAI, 2015).  

Os metabólitos reativos de oxigênio são mais reativos que a molécula original de O2 por 

apresentarem elétrons desemparelhados e pela alta tendência destes de formarem pares com 

outros elétrons (YOSHIKAWA; NAITO, 2002). Assim, tais moléculas são englobadas no 

grupo das ROS, as quais são capazes de receber ou doar elétrons para a ampla gama de 

moléculas biológicas (YOSHIKAWA; NAITO, 2002; TANGVARASITTICHAI, 2015). O 

radical superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH•) fazem 

parte deste grupo e são as três ROS de maior importância fisiológica (TURNER; LYSIAK, 

2008; BIRBEN et al., 2002; TANGVARASITTICHAI, 2015). 

Em concentrações baixas e moderadas, as ROS desempenham importantes funções nos 

processos celulares fisiológicos, como um componente da resposta das células imunes à invasão 

microbiana e como um mensageiro intra e intercelular de sinais que incluem apoptose, 

expressão gênica e ativação de cascatas de sinalização celular (BIRBEN et al., 2002; HELD, 

2010). Contudo, em altas concentrações, elas produzem modificações adversas aos 

componentes celulares, como lipídeos, proteínas e DNA (BIRBEN et al., 2002; 

TANGVARASITTICHAI, 2015). 

Em condições fisiológicas normais, a produção das ROS no organismo é 

contrabalanceada pelo mecanismo de defesa celular antioxidante, que atua neutralizando a ação 

das mesmas (TANGVARASITTICHAI, 2015). Além disso, as células conseguem tolerar níveis 

oxidativos moderados através do aumento da expressão gênica dos sistemas de defesa 

redutores, garantindo o equilíbrio oxidante/antioxidante (WHILLIER, 2011). Contudo, quando 

este aumento não pode ser atingido devido a danos às enzimas, limitação de substratos ou se a 

geração das ROS ocorre de maneira excessiva ou em locais anormais, o balanço entre a 

formação e a remoção é perdido, resultando em uma situação chamada de estresse oxidativo 

(BIRBEN et al., 2002; YOSHIKAWA; NAITO, 2002; WHILLIER, 2011). Esta situação pode 



68 
 

variar de acordo com a intensidade, as diferentes localizações celulares e ainda pode ocorrer de 

modo agudo ou crônico (TANGVARASITTICHAI, 2015). 

Em situações de estresse oxidativo, as ROS levam à morte celular por peroxidação 

lipídica, oxidação dos carboidratos, das proteínas e dos ácidos nucléicos (TURNER; LYSIAK, 

2008; NOORI, 2012). Dessa forma, ele contribui para o desenvolvimento dos danos patológicos 

associados a uma gama de doenças, incluindo câncer, desordens neurológicas, aterosclerose, 

hipertensão, isquemia/reperfusão, síndrome de dificuldade respiratória aguda, fibrose pulmonar 

idiopática, doença pulmonar obstrutiva crônica, asma e diabetes (BIRBEN et al., 2002; 

WHILLIER, 2011). 

3.3.1. Espécies reativas de oxigênio 

A maioria das ROS são produzidas como subprodutos da cadeira transportadora de 

elétrons na mitocôndria, dos peroxissomos e do sistema do citocromo P450 (HELD, 2010; 

TANGVARASITTICHAI, 2015). O átomo de oxigênio possui dois elétron desemparelhados 

na sua camada eletrônica externa, o que o torna suscetível para a formação de radicais (HELD, 

2010). A redução sequencial do oxigênio pela adição de elétron leva à formação de um número 

de ROS, incluindo radicais livres, como o ânion superóxido (O2 
-), o radical hidroxila (OH) e o 

peroxinitrito (ONOO−), e não radicais, como o peróxido de hidrogênio (H2O2), o ácido 

hipocloroso (HClO), o ácido hipobromoso (HBrO) e o óxido nítrico (NO) (HELD, 2010; 

TANGVARASITTICHAI, 2015). 

Várias enzimas podem acelerar a produção das ROS, como as ciclooxigenases (COX), 

xantina oxidase, sintetase de óxido nítrico (NOS), lipoxigenases e NADPH oxidases. Além 

disso, existem fontes externas de ROS, que incluem a utilização de algumas drogas 

(doxorrubicina, cisplatina, acetaminofeno e nimesulida), a hiperóxia, a exposição a metais 

pesados (Fe, Cd, Hg, Pb, Cu, As), ao ozônio, a poluentes ambientais (óxidos de nitrogênio, SO2, 

CO2), à radiação ionizante e à fumaça de cigarro, e infecções virais e bacterianas (BIRBEN et 

al., 2002; NOORI, 2012; TANGVARASITTICHAI, 2015). Contudo, umas das principais 

fontes exógenas de ROS é a dieta, especialmente as gorduras animais que são ricas fontes de 

peróxidos lipídicos (TANGVARASITTICHAI, 2015). 
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3.3.2. Defesas antioxidantes 

O corpo possui diferentes mecanismos de defesa antioxidante, de origem endógena ou 

exógena, enzimáticos ou não, que previnem os efeitos deletérios da oxidação das ROS, o que é 

primordial para a garantia da vida aeróbica (HELD, 2010; WHILLIER, 2011; ULLAH et al., 

2016). Um antioxidante é qualquer substância que atrasa ou previne significativamente a 

oxidação de um substrato através da sua ação como agente redutor. Os antioxidantes mais 

importantes encontrados na célula são a SOD, a catalase, a tioredoxina redutase, a vitamina C, 

a vitamina E, a GHS, a GST e a GPx (WHILLIER, 2011; TANGVARASITTICHAI, 2015; 

ULLAH et al., 2016). 

A SOD catalisa a conversão de dois ânions superóxidos em uma molécula de peróxido 

de hidrogênio e uma de oxigênio: 2O2
- + 2H+ → H2O2 + O2 (HELD, 2010). Como o ânion 

superóxido é uma ROS primária, produzido a partir de uma variedade de fontes, sua dismutação 

pela superóxido dismutase é de extrema importância para a vida celular (BIRBEN et al., 2002).  

Nos peroxissomos das células eucarióticas, a catalase converte o H2O2 em água e 

oxigênio, completando, assim, a desintoxicação iniciada pela SOD: 2H2O2 → 2H2O + O2. A 

glutationa peroxidase é um grupo de enzimas contendo selênio, que também catalisa a 

degradação do peróxido de hidrogênio, assim como peróxidos orgânicos em álcool (HELD, 

2010). 

A glutationa é o mais importantes defensor intracelular contra os efeitos deletérios das 

ROS (BIRBEN et al., 2002; HELD, 2010). O seu tripeptídeo linear (ácido glutâmico, cisteína 

e glicina) expõe um grupo sulfidrila na porção da cisteína, que é o local ativo responsável pelas 

suas propriedades redutoras (HELD, 2010; WHILLIER, 2011).  

Pode ser encontrada na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG), contudo, cerca de 

98% do total de glutationa nas células de humanos saudáveis existe sob a forma reduzida (GSH) 

(WHILLIER, 2011). Ela atua reduzindo o peróxido de hidrogênio e os peróxidos lipídicos 

através da ação das glutationas peroxidases (GSH-Pxs). Estas são uma família de enzimas 

tetraméricas que possuem em comum um átomo de selênio na forma de selenocisteína em seu 

sítio ativo e usam tióis de baixo peso molecular, como a GSH, para reduzir o H2O2 e os 

peróxidos lipídicos, além de doar prótons para a membrana lipídica e protege-la dos ataques 

oxidantes (BIRBEN et al., 2002). 
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A GSH doa seu elétron para o H2O2 de maneira a reduzi-lo em H2O e O2, o que resulta 

na formação da GSSG, a forma oxidada (BIRBEN et al., 2002). A enzima glutationa redutase 

rapidamente a reduz de volta a GSH usando o NADPH como doador de elétrons, garantindo, 

assim, que as ROS não alterem a razão da concentração de GSH/GSSG (BIRBEN et al., 2002; 

HELD, 2010; WHILLIER, 2011). Contudo, quando a carga oxidativa na célula atinge níveis 

elevados, pode ocorrer uma mudança no controle da homeostase redox, resultando em danos 

oxidativos à célula (WHILLIER, 2011). Dessa forma, a razão GSH para GSSG é um bom 

indicador do estresse oxidativo celular (BIRBEN et al., 2002; HELD, 2010). 

As glutationa S-transferases (GST) são enzimas que conjugam a GSH com uma 

variedade de compostos eletrofílicos, como as ROS, reduzindo a sua toxicidade, além de torna-

los mais hidrofílicos e facilitar a sua excreção (TREVISAN, 2008; GLESSE, 2011). 

A vitamina C ou ácido ascórbico é uma molécula hidrossolúvel capaz de remover as 

ROS no meio intracelular ou extracelular, enquanto que a vitamina E (α-tocoferol) é uma 

molécula lipossolúvel que apresenta papel semelhante nas membranas, sendo o principal 

protetor contra a peroxidação lipídica (BIRBEN et al., 2002; HELD, 2010; NOORI, 2012). Ela 

impede a propagação da cadeira da peroxidação através da doação de um átomo de hidrogênio 

do seu grupo fenil para o radical peroxila, estabilizando-o. Por sua vez, a vitamina E é 

convertida em um radical estável e menos reativo, improvável de atacar a membrana lipídica e 

perpetuar a reação em cadeia (YOSHIKAWA; NAITO, 2002). 

3.3.3. Efeitos do estresse oxidativo  

3.3.3.1. No DNA 

As ROS podem levar a modificações no DNA de várias maneiras, envolvendo a 

degradação de bases, a quebra de fitas simples e duplas de DNA, mudanças na ligações das 

purinas, das pirimidinas e dos açúcares, mutações, deleções ou translocações e ligações 

cruzadas com proteínas. A maioria dessas modificações do DNA são altamente relevantes para 

a carcinogênese, o envelhecimento e doenças neurodegenerativas, cardiovasculares e 

autoimunes (BIRBEN et al., 2002). 

3.3.3.2. Nas proteínas 

As ROS causam a fragmentação da cadeia peptídica, alteração das cargas elétricas e 

ligações cruzadas entre as proteínas, oxidação de aminoácidos específicos e, portanto, levam a 
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uma maior suscetibilidade à proteólise por degradação por proteases específicas. Os resíduos 

de cisteína e metionina são os mais suscetíveis à oxidação (BIRBEN et al., 2002). 

3.3.3.3. Na transdução de sinais 

As ROS podem induzir a expressão de vários genes envolvidos na transdução de sinais. 

Alterações na razão GSH/GSSG causa a ativação de fatores de transcrição sensíveis ao balanço 

redox, como o NF-κB, AP-1, o fator nuclear de células T ativadas (NFAT) e fator 1 induzível 

por hipóxia (HIF-1), que são envolvidos na resposta inflamatória (BIRBEN et al., 2002; 

YOSHIKAWA; NAITO, 2002). 

3.3.3.4. Nos lipídios da membrana 

Entre os danos patológicos às macromoléculas celulares causados pelas ROS, a 

peroxidação lipídica é o mais prejudicial (NOORI, 2012). Isso se dá porque os produtos 

formados durante este processo conduzem a uma reação em cadeia de auto-propagação, e, 

assim, uma oxidação inicial de apenas algumas moléculas pode resultar em dano tecidual 

significativo (MYLONAS; KOURETAS, 1999; NOORI, 2012). 

A peroxidação lipídica se inicia diante da grande suscetibilidade dos ácidos graxos poli-

insaturados (PUFA) da membrana lipídica de serem atacados pelas ROS (MYLONAS; 

KOURETAS, 1999; HELD, 2010). Tal ataque resulta na abstração de um átomo de hidrogênio 

de um carbono insaturado, formando água e um radical lipídico (HELD, 2010; MARTINS, 

2010; NOORI, 2012) (Figura 15). As espécies reativas que podem estar envolvidas nessa 

extração do hidrogênio incluem o radical hidroxila (OH), o radical hidroperoxila (HOO), o 

radical peroxila (LOO) e o radical alcoxila (LO) (YOSHIKAWA; NAITO, 2002). 

O radical lipídico formado passa por um rearranjo molecular e origina um dieno 

conjugado (duas duplas ligações intercaladas com uma ligação simples). O dieno, que é um 

radical aquila, reage com o oxigênio molecular formando o LOO. Este, por sua vez, também é 

uma espécie instável que reage com outro ácido graxo livre, retirando o seu hidrogênio e 

gerando outro radical lipídico e um peróxido lipídico (LOOH), resultando na propagação em 

cadeia do processo (Figura 15). Além disso, se a peroxila reagir com uma dupla ligação da sua 

própria cadeia de ácido graxo, forma-se um peróxido cíclico (YOSHIKAWA; NAITO, 2002; 

MARTINS, 2010). 
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Figura 15. Passos do processo de peroxidação lipídica. Fonte: Mimica-Dukić et al. (2012) modificado. 

A peroxidação lipídica altera o arranjo da bicamada lipídica da membrana, danificando 

e inativando os receptores, as proteínas e a enzimas associadas, além de aumentar a 

permeabilidade celular e, consequentemente, dos tecidos (BIRBEN et al., 2002, 

TANGVARASITTICHAI, 2015). Seus produtos finais são aldeídos insaturados reativos, como 

o MDA e o 4-hidroxinonenal (HNE) (Figura 15), capazes de inativar várias proteínas celulares 

através da formação de ligações cruzadas, além do HNE causar a redução da GSH intracelular 

e induzir a produção de peróxidos (BIRBEN et al., 2002). Nos últimos anos, tornou-se evidente 

que a peroxidação lipídica é um passo crucial na patogênese de vários estados patológicos em 

adultos e crianças (MYLONAS; KOURETAS, 1999). 
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3.3.4. Estresse oxidativo no testículo 

Os altos índices de divisões celulares inerentes à espermatogênese implicam em altos 

níveis de consumo de oxigênio mitocondrial pelo epitélio seminífero. Como a mitocôndria é a 

principal fonte de ROS celular, este nível elevado de atividade implica em uma alta produção 

desses antioxidantes em condições fisiológicas normais (AITKEN; ROMAN, 2008). Além 

disso, a esteroidogênese também é responsável por grande produção de ROS, principalmente 

através da respiração mitocondrial e das reações catalíticas das enzimas do citocromo P450 

(TURNER; LYSIAK, 2008). 

Diante do grande potencial oxidativo das ROS e da ampla variedade de moléculas por 

elas danificadas, o estresse oxidativo no interior do testículo pode ser especialmente prejudicial, 

sendo considerado uma das principais causas da infertilidade masculina (AITKEN; ROMAN, 

2008; TURNER; LYSIAK, 2008).  

Geralmente, o efeito primário do estresse oxidativo ocorre na membrana mitocondrial, 

onde a associação entre fatores pró-apoptóticos e anti-apoptóticos dos membros da família Bcl-

2 é alterada, permitindo a liberação do citocromo c e a eventual ativação da cascata de caspase, 

o que, ultimamente, resulta na fragmentação do DNA celular. Este processo leva ao prejuízo da 

diferenciação das células germinativas em espermatozoides e da esteroidogênese nas células de 

Leydig (AITKEN; ROMAN, 2008). Além disso, ao nível do espermatozoide, o ataque das ROS 

pode induzir a peroxidação lipídica e a fragmentação do DNA, causando danos tanto à 

motilidade quanto à habilidade de suportar o desenvolvimento embrionário normal (AITKEN; 

ROMAN, 2008).  

Dessa forma, a capacidade antioxidante testicular é de extrema importância, sendo 

necessária a presença de uma elaborada variedade de sistemas de defesa antioxidante, formados 

por constituintes enzimáticos e não-enzimáticos, para garantir que as funções de 

espermatogênese e esteroidogênese não sejam impactadas pelo estresse oxidativo (AITKEN; 

ROMAN, 2008; TURNER; LYSIAK, 2008). 

A superóxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase, principais enzimas 

antioxidantes nos mamíferos, são expressas nos testículos (TURNER; LYSIAK, 2008). No caso 

da SOD, o testículo apresenta, além das formas convencionais citosólicas e mitocondriais, o 

tipo extracelular (SOD-Ex), que é produzida, principalmente, pelas células de Sertoli e também 

pelas células germinativas (AITKEN; ROMAN, 2008). 
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Além das enzimas, os testículos dependem da ação de antioxidantes de baixo peso 

molecular para a sua completa proteção conta os danos oxidativos (AITKEN; ROMAN, 2008). 

A vitamina E é de importância vital para a manutenção do processo espermatogênico em 

mamíferos, estando presente em grandes concentrações nas células de Sertoli e nos 

espermatócitos em paquíteno, e em menor quantidade na espermátides arredondadas. A 

vitamina C também contribui para suportar a espermatogênese, além de ser capaz de reduzir o 

α-tocoferol e manter a seu estado antioxidante ativo. O hormônio pineal melatonina também 

protege o testículo do estresse oxidativo, sendo capaz de atravessar a barreira hemato-testicular 

para proteger o epitélio germinativo (AITKEN; ROMAN, 2008). 

3.3.5. Estresse oxidativo e diabetes 

O estresse oxidativo é considerado um dos maiores fatores de risco para a patogênese e 

a progressão do diabetes (RAINS; JAIN, 2011; LAZO-DE-LA-VEJA-MONROY; 

FERNÁNDEZ-MEJÍA, 2013). Vários fatores de risco comuns, como obesidade, idade 

avançada e hábitos alimentares não saudáveis, como a alta ingestão de ácidos graxos, 

contribuem para um ambiente oxidante que pode alterar a sensibilidade à insulina por aumentar 

a resistência ou por prejudicar a tolerância à glicose (RAINS; JAIN, 2011; LAZO-DE-LA-

VEJA-MONROY; FERNÁNDEZ-MEJÍA, 2013). 

A resistência à insulina pelas ROS é ocasionada pela alteração da sua cascata de 

sinalização, através da indução da fosforilação da serina/treonina, de alterações na 

redistribuição celular de componentes da sinalização da insulina, da redução da transcrição do 

gene do GLUT4 ou da alteração da atividade mitocondrial (RAINS; JAIN, 2011; LAZO-DE-

LA-VEJA-MONROY; FERNÁNDEZ-MEJÍA, 2013). 

Na literatura atual, existem vários estudos que indicam que pacientes diabéticos 

apresentam níveis mais elevados de estresse oxidativo do que pacientes saudáveis (RAINS; 

JAIN, 2011; LAZO-DE-LA-VEJA-MONROY; FERNÁNDEZ-MEJÍA, 2013). A 

hiperglicemia, o fator comum presente no diabetes do tipo 1 e do tipo 2, é o maior contribuinte 

para esse aumento dos níveis de estresse oxidativo. Isso ocorre através de vários mecanismos, 

incluindo o aumento do fluxo da via do poliol, a auto-oxidação da glicose, o aumento da 

formação intracelular de produtos finais de glicação avançada, ativação da proteína quinase C 

ou superprodução de superóxido pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (RAINS; 

JAIN, 2011; TANGVARASITTICHAI, 2015). 
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Entre estes mecanismos, a formação de substâncias derivadas do açúcar, as AGES, é de 

extrema importância para o desenvolvimento das complicações do diabetes. Estas são 

produzidas em um nível constante e baixo no organismo saudável, mas esse ritmo se torna 

acelerado no diabetes devido ao aumento da disponibilidade da glicose (PEPPA et al., 2003). 

A glicação ocorre a partir de uma reação não enzimática em que um açúcar redutor, 

como a glicose, forma uma dupla ligação, através do seu grupo funcional aldeído, com os 

grupos amino livres das proteínas, lipídios e ácidos nucléicos (PEPPA et al., 2003; WHILLIER, 

2011). Seus efeitos patológicos estão relacionados à sua capacidade de modificar as 

propriedades químicas e funcionais das mais diversas estruturas biológicas (BARBOSA et al., 

2008). Através do aumento da produção de radicais livres, da formação de ligações cruzadas 

entre proteínas ou de interações com receptores celulares, as AGES promovem, 

respectivamente, estresse oxidativo, alterações morfofuncionais, como na matriz celular, 

membrana basal e nos componentes das paredes dos vasos, e aumento da expressão de 

mediadores inflamatórios (PEPPA et al., 2003; JAKUS; RIETBROCK, 2004; AHMED, 2005). 

Além disso, a hiperglicemia característica do diabetes causa o aumento do metabolismo 

da glicose, resultando na superprodução de NADH e FADH2, os quais são utilizados pela cadeia 

transportadora de elétrons para gerar ATP. Esta superprodução dos doadores de elétrons resulta 

em uma produção aumentada do radical superóxido (TANGVARASITTICHAI, 2015). 

Juntamente à hiperglicemia, o excesso de lipídios na alimentação, que também está 

relacionado ao diabetes do tipo 2, leva ao aumento da oxidação dos ácidos graxos livres, assim 

como da oxidação da acetil CoA no ciclo do ácido cítrico. Isto resulta em um maior nível dos 

doadores de elétrons NADH e FADH2 e, como na oxidação da glicose, na superprodução de 

ROS mitocondriais (TANGVARASITTICHAI, 2015). 

Além do desenvolvimento do estresse oxidativo, o diabetes é associado a níveis 

reduzidos de antioxidantes, como a SOD, a GSH, a vitamina C e a vitamina E (RAINS; JAIN, 

2011; LAZO-DE-LA-VEJA-MONROY; FERNÁNDEZ-MEJÍA, 2013). A glicação das 

enzimas antioxidantes durante a hiperglicemia, como a superóxido dismutase, pode resultar na 

inibição da sua atividade, levando a distúrbios nos mecanismos de defesa celular, ao 

desenvolvimento do estresse oxidativo, à suscetibilidade dos tecidos e à progressão do diabetes 

(RAINS; JAIN, 2011; ULLAH et al., 2016). 
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3.4. Pentoxifilina 

A pentoxifilina, ou 1-(5-oxohexil)-3, 7-dimetilxantina (Figura 16), é uma metilxantina 

derivada da teobromina, similar à cafeína e à teofilina. Ela pertence a um grupo de drogas 

vasoativas, as quais melhoram o fluxo sanguíneo periférico e aumentam a oxigenação periférica 

dos tecidos, e tem sido desenvolvida desde 1972 para o tratamento de desordens vasculares 

caracterizadas pela deficiência na microcirculação regional (MORAES et al., 2009; SANOFI 

CANADA, 2011; FEYLI et al., 2017). 

 

Figura 16. Representação da molécula de pentoxifilina. Fonte: 

https://pharmaffiliates.com/pentoxifylline/3138/pentoxifylline-api-impurity. 

Logo no início dos estudos sobre a sua atuação, realizados no final dos anos 70, foi 

revelado que ela exercia efeitos terapêuticos em estruturas não-vasculares, especificamente os 

eritrócitos (AVIADO; PORTER, 1984). Nesta células, a pentoxifilina age de maneira a 

aumentar a flexibilidade celular, contribuindo para a melhora da habilidade do sangue em 

circular pelos vasos periféricos (AVIADO; PORTER, 1984; SANOFI CANADA, 2011). 

Além disso, a pentoxifilina reduz a concentração de fibrinogênio no plasma, diminuindo 

a viscosidade do sangue, reduz a agregação das plaquetas e a formação de trombos e melhora a 

oxigenação em tecidos isquêmicos, através do aumento do ATP no interior dos glóbulos 

vermelhos (WARD; CLISSOLD, 1987; TAKHTFOOLADI et al., 2015). 

  Além de ser conhecida por suas propriedades hemorreológicas pelas ações acima 

citadas, a pentoxifilina é um conhecido inibidor inespecífico de fosfodiesterases (MORAES et 

al., 2009). As fosfodiesterases são enzimas que catalisam a hidrólise do AMPc em adenosina 

monofosfato (5’AMP), funcionando como moduladores da resposta celular a hormônios através 

do controle da concentração intracelular desse segundo mensageiro, e a sua inibição leva ao 

aumento nos níveis do AMPc (MAGNUSSON, 2009; MORAES et al., 2009). 

https://pharmaffiliates.com/pentoxifylline/3138/pentoxifylline-api-impurity
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O efeito do aumento dos níveis de AMPc varia de acordo com o tipo celular. Nos 

leucócitos e macrófagos, ocorre a supressão da expressão das citocinas pró-inflamatórias (IL-

1, IL-6 e IL-12) e do TNF-α, o qual é responsável pela fragmentação do DNA e apoptose, além 

do estímulo à produção da citocina anti-inflamatória IL-10 (MOUSTAFA; FELDMAN, 2014).  

Além disso, a pentoxifilina exerce a sua atividade anti-inflamatória de maneira a inibir 

a cascata do complemento e reduzir a ativação celular, a fagocitose e a adesão endotelial 

(DÁVILA-ESQUEDA; MARTÍNEZ-MORALES, 2004; TAKHTFOOLADI et al., 2015; 

NOURI et al., 2016). Outra função está presente através do seu papel antioxidante, onde ela 

atua reduzindo a produção de superóxidos, combatendo as ROS e reduzindo a peroxidação 

lipídica, a qual está associada a lesões nas membranas e à apoptose (MAXWELL et al., 2002; 

QUEIROZ et al., 2013). 

3.4.1. Atuação na reprodução 

Na área da reprodução, a pentoxifilina é utilizada para o tratamento de infertilidade 

masculina através da reprodução humana assistida (MATSON et al., 1995; TOURNAYE et al., 

1995; GUASTI et al., 2013). Graças a sua ação inibidora de fosfodiesterase, há uma elevação 

nos níveis intracelulares de AMPc, o que resulta no aumento da fosforilação da tirosina na cauda 

do espermatozoide, melhorando a sua motilidade, e no estímulo à capacidade de fertilização do 

espermatozoide, visto que o sistema de segundo mensageiro do AMPc atua na reação 

acrossômica (DE JONGE et al., 1991; YOVICH et al., 1993; CALOGERO et al., 1998; YUNES 

et al., 2005; ESTEVES et al., 2007).  

Além disso, a pentoxifilina auxilia na preservação da integridade da membrana 

plasmática e do DNA do espermatozoide, através da redução da peroxidação lipídica e das ROS 

(PONCE et al., 1999; GUASTI et al., 2013; NOURI et al., 2016). 

 

 

 

 

 



78 
 

4. Material e métodos 

4.1. Grupos experimentais 

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (n = 25) aos 30 dias de idade, inicialmente 

divididas em dois grupos experimentais: Grupo Hiperlipídico (n = 20, alimentados com a dieta 

hiperlipídica) e Grupo Controle (n = 5, alimentadas com a dieta controle). Ambas as dietas 

foram preparadas de acordo com as recomendações da American Institute of Nutrition (AIN) e 

fornecidas ad libitum às fêmeas durante todo o período experimental. Os ingredientes e a 

composição de cada uma estão representados na Tabela 1.  

Tabela 1. Composição das dietas utilizadas durante o período experimental (FRANCO et al., 2009). 

Constituintes Dieta Hiperlipídica (g/kg) Dieta Controle (g/kg) 

Amido 509,48 579,48 

Caseína 200 200 

Sacarose 100 100 

Mix mineral 35 35 

Mix vitamínico 10 10 

L-Cistina 3 3 

Colina 2,5 2,5 

Butil-hidroxi-tolueno 0,014 0,014 

Óleo de soja 140 70 

 

  Aos 60 dias de idade, o grupo hiperlipídico recebeu uma injeção intraperitoneal de 35 

mg/kg de estreptozotocina dissolvida em 0,1 M de tampão citrato, pH 4,5. Os animais do grupo 

controle foram submetidos ao mesmo procedimento, mas apenas o tampão citrato foi injetado. 

Aos 7 e 15 dias após a aplicação da estreptozotocina, a glicemia foi mensurada e, apenas os 

animais com valores acima de 126 mg/dl (MADHU et al., 2014) foram selecionados para o 

estudo. A partir de então, os animais foram divididos em cinco grupos experimentais e foram 

iniciados os tratamentos com a metformina (500 mg/kg em água destilada) (LEMOS et al., 

2014) e a pentoxifilina (100 mg/kg em água destilada) (ZAKARIA; AL-BUSADAH, 2015) 

uma vez ao dia via gavagem, de acordo com a seguinte divisão: 

 Grupo Controle (GC) (n = 5), fêmeas alimentadas com a dieta controle. 

 Grupo Hiperlipídico-Diabético (GHD) (n = 5), fêmeas alimentadas com a dieta 

hiperlipídica e induzidas ao diabetes do tipo 2. 

 Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina (GHDM) (n = 5), fêmeas alimentadas 

com a dieta hiperlipídica, induzidas ao diabetes do tipo 2 e tratadas com a metformina. 
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 Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina (GHDP) (n = 5), fêmeas alimentadas 

com a dieta hiperlipídica, induzidas ao diabetes do tipo 2 e tratadas com a pentoxifilina. 

 Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina (GHDMP) (n = 5), 

fêmeas alimentadas com a dieta hiperlipídica, induzidas ao diabetes do tipo 2 e tratadas 

com a metformina e a pentoxifilina. 

Os animais dos GC e GHD receberam doses diárias de 1 ml de água destilada via 

gavagem, de maneira a repetir o estresse das aplicações das drogas. Os grupos tratados foram 

pesados semanalmente para acompanhamento e cálculo das doses da metformina e 

pentoxifilina. Aos 90 dias de idade, as fêmeas foram acasaladas na proporção de um macho 

para cada três fêmeas. A prenhez foi confirmada pela detecção do espermatozoide no esfregaço 

vaginal e esse dia foi considerado como o dia 0 da gestação. 

Um dia após o nascimento, as proles experimentais foram ajustadas para o número de 6 

filhotes por fêmeas (incluindo machos e fêmeas), por esse número oferecer o maior potencial 

lactogênico às progenitoras (FISHBECK; RASMUSSEN, 1987; TEIXEIRA et al., 2007). Os 

neonatos foram deixados com a mãe até os 21 dias de idade, quando ocorreu o desmame. A 

Figura 17 mostra uma representação do fornecimento de dietas e aplicação das drogas às fêmeas 

ao longo do experimento. 

 

Figura 17. Representação do design experimental aplicado aos cinco grupos de fêmeas de ratos Wistar. As fêmeas 

iniciaram a ingestão das dietas aos 30 dias de vida, a qual continuou durante todo o período experimental de tais 

animais. Aos 60 dias, os grupos receberam uma injeção intraperitoneal contendo tampão citrato (0,1 M; pH 4,5) 

(Grupo Controle) ou 35 mg/kg de estreptozotocina em tampão citrato (demais grupos experimentais, como parte 
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da indução do diabetes mellitus do tipo 2). 15 dias após tal aplicação, ocorreu a confirmação do diabetes e o início 

do tratamento com as respectivas drogas (metformina – 500 mg/kg; pentoxifilina – 100 mg/kg). Aos 90 dias de 

idades, as fêmeas foram acasaladas, e o fornecimento das dietas e o tratamento com as drogas continuaram durante 

prenhez e lactação, até o desmame, 21 dias após o nascimento das proles experimentais. 

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, 

forradas com maravalha e limpas diariamente, com acesso ad libitum à agua, no interior do 

Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE. Neste, atuou um ciclo 

de luz de 12h/12h (luz das 6:00 às 18:00) e a temperatura era controlada na faixa de 22 ± 2ºC. 

Dentro das gaiolas, os animais foram distribuídos com número máximo de três, com exceção das 

fêmeas prenhes e lactantes, as quais foram deixadas sozinhas com sua prole.  Este estudo foi 

aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (CEUA – UFRPE; Processo: 23082.015702/2016-04; Licença: 106/2016) 

(Apêndica 9.1). 

4.2. Procedimentos de eutanásia e coleta de órgãos 

Ao total, foram utilizados 16 machos, provenientes das proles experimentais, para cada 

grupo. No dia do desmame, após jejum de 12 h, oito machos de cada grupo foram submetidos 

aos procedimentos de eutanásia. Para tal, os animais foram pesados e anestesiadas de modo 

intraperitoneal com quetamina (80 mg/kg) associada à xilazina (15 mg/kg) na mesma seringa 

(FANTONI e CORTOPASSI, 1994), seguida de aprofundamento anestésico com tiopental (100 

mg/kg). A seguir, diante da falta de resposta à dor e ao reflexo corneano, os animais foram 

afixados em decúbito dorsal em mesa cirúrgica. Os testículos foram retirados, pesados e fixados 

por imersão em glutaraldeído 4% (em tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,2) e direcionados 

para processamento histológico. 

Os animais machos restantes (8 animais por grupo) deram continuidade ao experimento, 

sendo alimentados com a dieta normolipídica padrão do biotério (Labina®, Purina) até os 90 

dias de vida. Os pesos corporais e glicemias de jejum foram mensuradas a cada 10 dias até a 

eutanásia dos animais. 

Aos 90 dias de idade, também após jejum de 12 h, as proles experimentais foram pesadas 

e anestesiadas da mesma maneira explicada acima. A seguir, os animais foram afixados em 

decúbito dorsal em mesa cirúrgica, foi feita uma incisão ventral para expor a cavidade torácica 



81 
 

e, consequentemente, o coração. Fragmentos teciduais de testículo foram coletados, pesados e 

armazenados em tubos Falcon contendo tampão Tris-HCl (pH 7,4) à -20ºC. 

A seguir, um gelco foi inserido no ventrículo esquerdo e o átrio direito foi seccionado a 

fim de manter um fluxo continuo de perfusão. O processo iniciou-se com a lavagem do leito 

vascular com solução salina 0,9% por 90 segundos, sendo, após este período, substituída pelo 

fixador (glutaraldeído 4%, pH 7,2), que permaneceu até ser observado o enrijecimento dos 

testículos, indicando macroscopicamente a fixação. Uma vez fixado, os testículos foram 

coletados, pesados, pós-fixados por imersão em solução de glutaraldeído 4% (em tampão 

fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,2), e direcionados para processamento histológico em resina. 

4.3. Mensuração da glicemia de jejum 

Ao longo de todo o experimento, os animais, incluindo mães e proles, tiveram as suas 

glicemias de jejum mensuradas uma vez por semana através da utilização de tiras reativas 

analisadas em glicosímetros (Accu Check Active - Roche) com limites de detecção de 10-

600mg/dL. Para as mães, eram realizadas duas dosagens em tempos distintos, uma 

imediatamente antes da aplicação da droga e outra 2 h depois da aplicação, afim de observar a 

ação do medicamento na concentração de glicose sanguínea. 

4.4. Cálculo do índice gonadossomático (IGS) 

O índice gonadossomático (IGS = [peso líquido testicular/ peso corporal] x 100) foi 

calculado a partir dos pesos obtidos no dia da eutanásia (OLIVEIRA et al., 2015). O peso 

testicular líquido para os animais aos 21 dias foi obtido subtraindo 9,2 % do peso testicular 

bruto, correspondente à albugínea, enquanto que para os adultos, foi subtraído um valor de 6,5 

% (RUSSELL; FRANÇA, 1995). 

4.5. Processamento histológico do testículo 

Os testículos fixados foram fragmentados, desidratados em série crescentes de álcool 

etílico e incluídos em resina plástica à base de glicol metacrilato, segundo técnica rotineira. 

Posteriormente, foram seccionados em micrótomo de maneira semi-seriada para obtenção de 

cortes histológicos com 4 m de espessura, os quais foram corados pela técnica de hematoxilina-
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floxina. Após coloração, os cortes foram montados e analisados em microscópio de campo claro, 

com aumentos totais de 100x a 1000x. 

4.6. Morfometria testicular aos 21 dias 

O diâmetro dos túbulos em formação foi calculado através da medição do perfil 

transversal de 15 túbulos diferentes, escolhidos aleatoriamente, sendo completamente circulares 

ou os mais circulares possíveis. As 15 secções foram obtidas utilizando-se um sistema de captura 

de imagem acoplado a um microscópio óptico Olympus BX-51 (Tóquio, Japão). Cada valor 

encontrados foi o resultado da média de duas medidas diametralmente opostas utilizando-se o 

programa Image J para Windows (OLIVEIRA et al., 2017). 

As proporções volumétricas entre os diferentes componentes do parênquima testicular 

foram estimadas utilizando-se 15 fotos de campos escolhidos aleatoriamente, em aumento total 

de 400x, que foram obtidas utilizando-se o mesmo sistema de captura citado acima. Em cada 

foto, foram sobrepostos 432 pontos (24 linhas e 18 colunas), utilizando o mesmo programa 

citado acima, perfazendo um total de 6480 pontos por animal (TENORIO et al., 2011; 

OLIVEIRA et al., 2015). 

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

foi obtido a partir do volume ocupado pelos túbulos seminíferos (VTS) no testículo e do 

diâmetro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte fórmula foi empregada (ATTAL e 

COUROT, 1963; DORST e SAJONSKI, 1974): CTS = VTS / πR2, onde πR2 é a área da secção 

transversal de túbulo seminífero e R = diâmetro tubular /2. O VTS (mL) foi estimado a partir 

do conhecimento do volume líquido do testículo. Como a densidade do testículo é igual a 1,04 

g/mL (densidade = massa/volume) (FRANÇA, 1991), o peso do testículo foi considerado igual 

ao seu volume. O comprimento de túbulo seminífero por grama de testículo corresponde à razão 

entre o comprimento tubular total e o peso líquido do testículo.  

O número de células de Sertoli por secção transversal foi obtido através da análise de 10 

túbulos por animal. Tal resultado foi corrigido para o diâmetro nuclear e a espessura do corte 

histológico. Esta correção foi realizada utilizando-se a fórmula de Abercrombie (1946), 

modificada por Amann (1962), conforme segue: 
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Número corrigido = contagem obtida x 
espessura do corte

espessura do corte+ √(
DM

2
)

2

- (
DM

4
)

2
 

O diâmetro nuclear médio (DM) representa a média dos diâmetros de 10 núcleos de 

células de Sertoli para cada animal dos grupos experimentais. Imagens dos 10 núcleos foram 

captadas e cada medida constou da média de duas medições diametralmente opostas. A 

população foi o resultado da multiplicação do número corrigido pelo comprimento total dos 

túbulos seminíferos (µm) e dividido pela espessura do corte. 

4.7. Morfometria testicular aos 90 dias 

O diâmetro dos túbulos seminíferos foi calculado da mesma forma que foi descrita para 

os animais aos 21 dias. A altura do epitélio seminífero e o diâmetro do lúmen foram medidos 

através do perfil transversal dos mesmo 15 túbulos utilizados para o diâmetro.  Cada medida 

foi resultante da média obtida de duas medidas diametralmente opostas (OLIVEIRA et al., 

2017)  

As proporções volumétricas dos compartimentos testiculares e o comprimento total dos 

túbulos seminíferos foram calculados da mesma maneira explicada para os animais de 21 dias 

de idade. 

A partir de 10 tubúlos redondos no estágio VII do ciclo do epitélio seminífero, foram 

contados o número de espermatogônias, nucléolos de células de Sertoli, espermatócitos primários 

em pré-leptóteno/leptóteno, espermatócitos primários em paquíteno e espermátides arredondadas. 

A contagem obtida para cada tipo de célula germinativa foi corrigida para o diâmetro nuclear 

médio e a espessura do corte, utilizando-se a fórmula de Abercrombie (1946), modificada por 

Amann (1962). Pelo fato de as células de Sertoli maduras apresentarem núcleo irregular, a 

correção do número das mesmas foi feita a partir do diâmetro nucleolar médio. Neste caso, 

comente núcleos com nucléolos evidentes contados (RODRIGUES, 2010). A seguinte fórmula 

foi utilizada para a obtenção do número corrigido: 

Número corrigido = contagem obtida x 
espessura do corte

espessura do corte + √(
DM

2 )
2

− (
DM

4 )
2
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A produção espermática diária por testículo e por grama de testículo foi obtida de acordo 

com Rocha et al. (1999) e Oliveira et al. (2017): PED = Nº Total de células de Sertoli por 

testículo x a proporção de espermátides redondas no estágio VII x estágio VII com frequência 

relativa / duração do estágio (dias).  

O volume nuclear das células de Leydig foi obtido através da medição do diâmetro 

nuclear de 50 células por animal e da utilização da fórmula do volume da esfera, 4/3πR3. A 

proporção volumétrica núcleo/citoplasma de tais células foi obtida através da contagem de 1000 

pontos sobre o citoplasma e núcleo, utilizando-se um retículo com 441 intersecções sob o 

aumento de 1000x (SILVA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). A partir dessa proporção foi 

calculado o volume citoplasmático e o volume celular: 

Volume citoplasmático = % citoplasma x volume nuclear / % núcleo 

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmático 

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

Leydig por testículo, foi obtido o número total destas células por testículo. A divisão desse valor 

pelo peso líquido do testículo forneceu o número de células de Leydig por grama de testículo.  

4.8. Análises histopatológicas 

As análises histopatológicas para ambas as idades foram realizadas através de 

observações de cortes histológicos, utilizando microscópio óptico Olympus BX-51 (Tóquio, 

Japão), seguindo a metodologia de Silva Junior et al. (2006) e Tenorio et al. (2011). 

4.9. Análises de estresse oxidativo 

As amostras testiculares congeladas 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 dosagens das 

enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase 

(GST), o marcador de estresse oxidativo malondialdeído (MDA) e níveis de proteína total. Os 

dados bioquímicos foram normalizados em relação aos níveis de proteína total no sobrenadante. 

Todas as atividades enzimáticas foram determinadas por duplicado usando um 
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espectrofotômetro (UV-Mini 1240, Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, EUA). 

A atividade da SOD foi mensurada através do protocolo de Siddiqui et al. (2005). A 

atividade da CAT foi determinada pela taxa de queda da absorbância, em 60 segundos, do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e a atividade da GST foi mensurada através da formação do 

conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (AEBI, 1984). Os níveis de malondialdeído 

(MDA) 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) (WALLIN et al., 1993). A concentração de proteína total das 

amostras foi mensurada utilizando-se albumina do soro bovino como curva padrão (LOWRY 

et al., 1951). 

4.10. Análise estatística 

Todos os dados tiveram a sua normalidade testada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. 

Aqueles que passaram no teste foram analisados pela ANOVA, seguida do pós-hoc de Tukey. 

Os dados que falharam no teste de normalidade, foram analisados pelo teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis, seguido do post-hoc de Dunn. As análises foram feitas utilizando o 

programa Sigmastat para Windows (Versão 3.10). Eles foram representados por média e desvio 

padrão, sendo p < 0.05 considerado significante. 
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5. Resultados 

5.1. Glicemias de jejum das fêmeas 

 As concentrações da glicose de jejum das fêmeas ao longo do experimento indicaram 

que, antes da aplicação das drogas, todos os grupos induzidos ao diabetes do tipo 2 

apresentavam valores significativamente maiores do que o grupo Controle (p = 0,004). Duas 

horas após a aplicação das drogas, os animais dos GHDM e GHDMP, os quais receberam 

tratamentos com a metformina, obtiveram redução estatística com relação aos valores anteriores 

(p = 0,022 e p = 0,025, respectivamente), e não mais diferiram das concentrações encontradas 

para os animais controles (Figura 18). 

 

Figura 18. Concentração de glicose sanguínea de jejum (mg/dl) de fêmeas induzidas ao diabetes do tipo 2, através 

do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, medidas imediatamente antes e 2 h depois da aplicação do 

tratamento específico de cada grupo. GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – 

Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – 

Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Asteriscos indicam diferença estatística dentro de um 

mesmo grupo (antes e 2 h depois), letras diferentes na mesma linha representam diferença estatística entre os 

grupos, ambos para p < 0,005. 
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5.2. Animais pré-púberes 

5.2.1. Pesos e glicemia 

Para o peso corporal de nascimento da prole, pode-se observar na Figura 19 que não 

houve diferença estatísticas dos grupos em relação ao GC. 

 

Figura 19. Valores de peso corporal no dia do nascimento de ratos cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 

2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante 

a prenhez e a lactação. GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo 

Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo 

Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes representam diferença estatística (p < 0,005). 

Aos 21 dias, todas as proles experimentais provenientes de fêmeas induzidas ao diabetes 

do tipo 2 apresentaram valores reduzidos de peso corporal, diferindo estatisticamente quando 

comparados ao GC (Figura 20-A). Para o peso testicular, houve redução significativa para os 

GHD e GHDM em relação ao grupo controle. Os grupos tratados com a pentoxifilina 

apresentaram valores intermediários, mas não diferiram do GC (Figura 20-B). Por outro lado, 

o IGS não diferiu entre nenhum dos grupos (Figura 20-C). 

Os valores de glicemia aos 21 dias mensurados para o GHD foram elevados, 

estatisticamente maiores do que os demais grupos (Figura 20-D). 
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Figura 20. Valores de peso corporal (A), peso testicular (B), índice gonadossomático (IGS) (C) e glicemia de 

jejum (D) aos 21 dias de idade de ratos cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de 

dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. 

GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes representam diferença estatística (p < 0,005). 

5.2.2. Histomorfometria testicular 

Na Figura 21 está representado o parênquima testicular de todos os grupos 

experimentais. De maneira geral, constataram-se alterações histopatológicas no epitélio 

seminífero, como vacuolização do citoplasma das células de Sertoli e degeneração das células 

germinativas. Contudo, no grupo controle, tais alterações foram observadas em uma intensidade 

bastante menor, como mostrado nas Figura 21-A e B. Para os demais grupos, principalmente 

para o grupo proveniente de fêmeas diabéticas sem tratamento, estas eram frequentemente 

encontradas, e em maior intensidade dentro de um mesmo túbulo seminífero. Além disso, no 

grupo GHD, pôde-se observar uma expressão clássica do diabetes no parênquima testicular, o 

espessamento da túnica própria (Figura 21-C).  
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Figura 21. Fotomicrografias da secção transversal do testículo de ratos aos 21 dias de idade cujas mães foram 

induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a 
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metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. A e B – Grupo Controle, C e D – Grupo Hiperlipídico-

Diabético, E e F – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina; G e H – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Pentoxifilina, I e J – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Observa-se uma maior quantidade 

de alterações histopatológicas nos grupos provenientes de fêmeas diabéticas, principalmente para os animais sem 

tratamentos. As alterações são indicadas por: cabeças de setas brancas – degeneração celular; cabeças de setas 

pretas – vacuolização do citoplasma das células de Sertoli; seta branca – espessamento da túnica própria. Na foto 

B, a letra T indica o compartimento tubular e o I aponta o compartimento intertubular. 

Através do gráfico da Figura 22-B é possível constatar que a proporção (%) de túnica 

própria no parênquima testicular dos animais do GHD e do GHDM foi estatisticamente maior 

do que a do GC. Contudo, os grupos que receberam a pentoxifilina tiveram reduções 

significativas em relação ao GHD (p = 0,011) e seus valores foram estatisticamente semelhantes 

ao GC.  

Para túbulo e intertúbulo (Figuras 22-A e C), os GC, GHDP e o GHDMP diferiram 

estatisticamente do GHD (p < 0,001). No espaço tubular, a pentoxifilina atuou de maneira a 

aumentar a sua proporção, enquanto que o compartimento intertubular apresentou resultado 

contrário. 
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Figura 22. Proporção (%) das regiões de túbulo (A), túnica própria (B) e intertúbulo (C) no parênquima testicular 

de ratos aos 21 dias de idade induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-

estreptozotocina, e tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. GC – Grupo 

Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – 

Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-

Pentoxifilina. Letras diferentes representam diferença estatística (p < 0,005). 

Para as medidas de diâmetro tubular aos 21 dias (Figura 23-A), observou-se redução 

significativa (p < 0,001) nos valores encontrados para o GHD, GHDM e GHDMP quando 

comparados ao GC. No volume tubular (Figura 23-B), os GHD e GHDM apresentaram valores 

estatisticamente menores em relação aos animais controle. Já para o volume do espaço 

intertubular (Figura 23-C), foi observada redução significativa (p < 0,001) em todos os grupos 

cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2 quando comparados ao GC. Para o 

comprimento total dos túbulos seminíferos (Figura 23-D), não foi observada diferença 

estatística entre os grupos experimentais (p = 0,480). 
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O gráfico da Figura 23-E mostra a população de células de Sertoli por testículo aos 21 

dias de idade. Pode-se observar a ausência de diferença estatística (p = 0,603) entre os grupos 

experimentais. 

 

Figura 23. Valores morfométricos dos compartimentos tubular e intertubular (A-D) e população de células de 

Sertoli (E) por testículo de ratos aos 21 dias de idade cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2, através do 

modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e 

a lactação. GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-
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Diabético-Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-

Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes representam diferença estatística (p < 0,005). 

 

5.3. Animais adultos 

5.3.1. Pesos e glicemia 

Na Tabela 2, pode-se observar o peso corporal dos animais dos 30 aos 90 dias de vida. 

Aos 30 dias, o GC possuía valores de peso significativamente maiores do que os demais grupos, 

enquanto esses não diferiram entre si. No 40º dia, o GHDMP mostrou uma recuperação em tal 

parâmetro, não mais diferindo dos valores apresentados para o GC. Aos 50 dias, o GHDM foi 

o único grupo com médias significativamente menores do que o GC, contudo os GHD, GHDM 

e GHDP continuaram a apresentar médias menores do que o grupo Controle. A partir do 60º 

dia até a eutanásia, não houve mais diferença estatística entre os pesos corporais dos grupos 

experimentais. Contudo, dos 70 dias em diante, o GC não mais apresentava as maiores médias, 

sendo progressivamente ultrapassado por todos os demais grupos. 

Tabela 2. Valores de peso corporal (g) dos 30 dias até os 90 dias de idade de ratos cujas mães foram induzidas ao 

diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a metformina e a 

pentoxifilina durante a prenhez e a lactação.  

  Grupos experimentais   

Idade GC GHD GHDM GHDP GHDMP p 

30 dias 105,6 ± 11,9 a 83,5 ± 7,9 b 76,6 ± 13,5 b 82,9 ± 6,6 b 85,2 ± 5,3 b < 0,001 

40 dias 162,7 ± 16,9 a 132,3 ± 13,6 b 128,8 ± 15,1 b 136,3 ± 9,5 b 145,5 ± 11,7 ab < 0,001 

50 dias 219,9 ± 22,0 a 193,1 ± 24,2 ab 181,8 ± 22,4 b 196,9 ± 11,6 ab 203,4 ± 13,3 ab 0,006 

60 dias 258,1 ± 22,2 244,6 ± 26,4 233,6 ± 18,6 243,2 ± 14,3 251,8 ± 12,3 0,169 

70 dias 280,7 ± 23,7 278,6 ± 25,8 267, 6 ± 25,3 278,6 ± 19,2 284,1 ± 12,9 0,633 

80 dias 312,4 ± 24,1 311,5 ± 24,7 292,1 ± 33,8 304,7 ± 20,7 318,3 ± 16,8 0,351 

90 dias 308,9 ± 17,2 339,3 ± 30,5 316 ± 33,5 327,0 ± 22,5 336,7 ± 14,9 0,09 

GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-

Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes representam diferença estatística (p < 0,005). 

Ao longo do período de estudo, os animais pertencentes ao GHD apresentaram os 

maiores valores de glicemia de jejum entre os grupos, diferindo estatisticamente dos GC, 

GHDM e GHDP. Contudo, o GHDMP apresentou médias intermediárias, não exibindo 

diferença com relação a nenhum dos grupos experimentais (Figura 25). 
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Figura 24. Valores glicemia de jejum ao longo do experimento (de 30 a 90 dias de vida) de ratos cujas mães foram 

induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a 

metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-

Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes representam 

diferença estatística (p < 0,005). 

Através do gráfico da Figura 26-A, observa-se que, para o peso testicular, nenhum grupo 

diferiu dos valores do GC. Apenas foi constatada diferença estatística comparando-se o 

GHDMP aos GHDM e GHDP. Já para o índice gonadossomático (IGS), os grupos 

experimentais não apresentaram diferença significante entre si (p = 0,080) (Figura 26-B). 

 

Figura 25. Valores de peso testicular (A) e índice gonadossomático (IGS) (B) de ratos aos 90 dias de idade cujas 

mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas 

com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. GC – Grupo Controle, GHD – Grupo 

Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-

Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes 

representam diferença estatística (p < 0,005). 
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5.3.2. Histomorfometria testicular 

Os valores obtidos para o diâmetro tubular e a altura do epitélio seminífero (Figuras 27-

A e B) foram estatisticamente maiores para o GHDP e o GHDMP quando comparados aos 

animais controles. Para o diâmetro do lúmen do túbulo seminífero, só houve diferença 

estatística comparando-se o GHD ao GC (Figura 27-C). 

Para o volume tubular, não foi constatada diferença significativa (p = 0,124), apesar do 

GC e GHDMP apresentarem os maiores valores entre os grupos (Figura 27-D). Já para o 

comprimento total dos túbulos seminíferos, o GC apresentou as maiores médias, diferindo 

estatisticamente do GHD, GHDP e GHDMP, mas não mostrando diferença quando comparado 

ao GHDM (Figura 27-E). 
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Figura 26. Valores morfométricos dos túbulos seminíferos (diâmetro tubular - A, altura do epitélio seminífero - 

B, diâmetro do lúmen - C, volume tubular - D e comprimento total dos túbulos seminíferos - E) de ratos aos 90 

dias de idade cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-

estreptozotocina, e tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. GC – Grupo 

Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – 

Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-

Pentoxifilina. Letras diferentes representam diferença estatística (p < 0,005). 

A densidade volumétrica dos componentes do parênquima testicular (Tabela 3) não 

diferiu entre os grupos experimentais, exceto pelas células de Leydig. As células de Leydig 

reduziram para os animais do GHD em relação ao Grupo Controle, enquanto os demais 

apresentaram valores intermediários, com o GHDMP possuindo médias mais próximos ao GC.  
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Tabela 3. Densidade volumétrica dos componentes do parênquima testicular (%) de ratos aos 90 dias de idade 

cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e 

tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação.  

  Grupos experimentais   

Componentes GC GD GDM GDP GDMP p 

Túnica própria 2,0 ± 0,6 2,1 ± 0,4 1,7 ± 0,5 1,8 ± 0,5 1,6 ± 0,6 0,362 

Epitélio seminífero 73,0 ± 3,4  71,8  ±  2,4 73,6  ±  2,8 72,1  ±  1,8 70,6  ±  3,2 0,249 

Lúmen tubular 14,5 ± 2,8 16,1 ± 3,7 15,2 ± 2,7 15,9 ± 2,2 16,4 ± 3,1 0,651 

Células de Leydig 2,6 ± 0,4 a 1,9 ± 0,4 b 2,0 ± 0,3 ab 2,3 ± 0,5 ab 2,5 ± 0,6 ab 0,014 

Células do conjuntivo 1,6 ±  0,2 1,7 ±  0,4 1,5 ±  0,3 1,6 ±  0,5 1,9 ±  0,4 0,251 

Fibras do conjuntivo 3,8 ± 1,0 3,9 ± 0,7 3,9 ± 1,07 4,0 ± 0,5 3,6 ± 1,3 0,933 

Lúmen do v. sanguíneo 0,2 ± 0,2 0,2 ± 0,2 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1  0,4 ± 0,2 0,241 

Parede do v. sanguíneo 0,6 ± 0,3 0,6 ± 0,4 0,4 ± 0,2 0,6 ± 0,2 0,8 ± 0,4 0,142 

Espaço linfático 1,7 ± 0,8 1,6 ± 0,9 1,6 ± 1,0 1,5 ± 0,8 1,9 ± 1,2 0,886 

GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-

Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes na mesma linha representam diferença estatística (p 

< 0,005). 

 Dentro do epitélio seminífero dos animais aos 90 dias de idade, a população de células 

de Sertoli reduziu estatisticamente em todos os grupos provenientes de fêmeas com DM2 em 

comparação ao grupo Controle, exceto pelo tratado apenas com a metformina (Tabela 4). Após 

o GHDM, os maiores valores foram obtidos pelo grupo tratado com ambas as drogas. 

Para as células germinativas por secção transversal, não foi observada diferença 

estatística. Contudo, as produções espermáticas diárias (PED) por testículo e por g de testículo 

foram estatisticamente maiores para o GC em comparação aos GHD e GHDP. Os grupos 

tratados com a metformina apresentaram melhores resultados para tais parâmetros, não 

diferindo do encontrado para o GC (Tabela 4). 
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Tabela 4. População de células de Sertoli por testículo, número de células germinativas por secção transversal de 

túbulo seminífero, produção espermática diária (PED) por testículo e produção espermática diária por grama (g) 

de testículo de ratos aos 90 dias de idade cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de 

dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. 
 

                     Grupos experimentais 

Parâmetros GC GHD GHDM GHDP GHDMP p 

População Sertoli (x107) 4,2 ± 0,6 a 3,0 ± 0,6 b 3,5 ± 0,7 ab 2,9 ± 0,4 b 3,3 ± 0,4 b < 0,001 

Espermatogônia 1,2 ± 0,2 1,5 ± 0,3 1,3 ± 0,4 1,3 ± 0,4 1,3 ± 0,5 0,358 

Cito I Pré-Leptóteno 24,1 ± 2,5 25,3 ± 4,7 24,0 ± 2,4  24,5 ± 2,4 24,3 ± 3,8 0,921 

Cito I Paquíteno 21,4 ± 1,8 22,3 ± 3,3 19,0 ± 1,3 20,7 ± 3,5 20,7 ± 5,1 0,466 

Espermátide Arredondada 81,7 ± 5,0 78,6 ± 5,4 75,2 ± 5,9 78,4 ± 8,9  83,8 ± 10,6 0,338 

PED/testículo (x107) 2,8 ± 0,4 a 2,1 ± 0,5 b 2,3 ± 0,4 ab 2,0 ± 0,3 b 2,3 ± 0,3 ab 0,002 

PED/g testículo (x107) 1,8 ± 0,2 a 1,4 ± 0,3 b 1,5 ± 0,1 ab 1,3 ± 0,2 b  1,4 ± 0,2 b 0,002 

GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-

Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes na mesma linha representam diferença estatística (p < 

0,005). 

Através de visualizações das secções transversais dos testículos dos grupos 

experimentais na Figura 28, nota-se que, para o grupo controle, o parênquima testicular e o 

epitélio germinativo não apresentaram degenerações (Figura 28-A e 28-B), e este último exibia 

uma grande quantidade de células germinativas em toda a altura epitelial (Figura 28-B). Para 

os GHD (Figuras 28-C), GHDM (Figura 28-E), e GHDP (Figura 28-G), observa-se uma maior 

intensidade de alterações, como descamações do epitélio seminífero, vacúolos nas células de 

Sertoli e degeneração de células germinativas. No grupo tratado com ambas as drogas (Figura 

28-I) é observada uma menor intensidade de tais alterações. No interior dos túbulos seminíferos, 

observa-se que no grupo sem tratamento (Figura 28-D) e no tratado apenas com a pentoxifilina 

(Figura 28-H), as células germinativas não se distribuíam de forma abundante ao longo da altura 

do epitélio seminífero, como observado para o GC.  Com o tratamento isolado (Figura 28-F) e 

conjunto (Figura 28-J) da metformina, observa-se um padrão mais semelhante ao encontrado 

para o GC. 
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Figura 27. Fotomicrografias da secção transversal do testículo de ratos aos 90 dias de idade cujas mães foram 

induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a 
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metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. A e B – Grupo Controle, C e D – Grupo Hiperlipídico-

Diabético, E e F – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina; G e H – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Pentoxifilina, I e J – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Na foto A, as letras I e EG indicam 

intertúbulo e epitélio germinativo, respectivamente. Nas fotos B e D, as letras representam as células formadoras 

do epitélio germinativo: Epg – espermatogônias; CS – célula de Sertoli; Pré-Lep – espermatócito I em pré-

leptóteno/leptóteno; Paq – espermatócito I em paquíteno; Ar – espermátide arredondada; Al – espermátide 

alongada. Podem ser observadas alterações ao parênquima testicular, como descamações no epitélio germinativo 

(setas pretas), vacúolos nas células de Sertoli (cabeças de setas brancas) e degenerações de células germinativas 

(setas brancas). 

Nas células de Leydig, os valores para o volume nuclear e o número de células por 

testículo não apresentaram diferença entre os grupos experimentais (p = 0,859 e p = 0,298, 

respectivamente) (Figura 29-A e 29-D). Para o volume citoplasmático e a população de células 

por testículo, os GHD e GHDM reduziram estatisticamente em comparação ao grupo Controle 

(Figura 29-E e 29-B). Já para o volume celular, apenar o GHD foi diferente em relação ao GC. 

O número de células de Leydig por g de testículo não diferiu, apesar do GC ter apresentado os 

maiores valores, seguido de perto pelo GHDMP (p = 0,298).  
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Figura 28. Valores de volumetria das células de Leydig (nuclear - A, citoplasmática - B e celular - C) e do número 

de células de Leydig por grama de testículo (D) e por testículo (E) de ratos aos 90 dias de idade cujas mães foram 

induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, e tratadas com a 

metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. GC – Grupo Controle, GHD – Grupo Hiperlipídico-

Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-

Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras diferentes representam 

diferença estatística (p < 0,005).  
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5.3.3. Homeostase redox testicular 

Para a homeostase redox testicular, não foram observadas diferenças significantes com 

relação à concentração malondialdeído (MDA) e à atividade das enzimas antioxidantes SOD, 

GSH-Pxs e CAT (Figura 30). 

 

Figura 29. Concentração de malondialdeído (MDA) (A) e atividade das enzimas anti-oxidantes superóxido 

dismutase (SOD) (B), glutationa-S-transferase (GST) (C) e catalase (CAT) (D) no testículo de ratos aos 90 dias de 

idade cujas mães foram induzidas ao diabetes do tipo 2, através do modelo de dieta hiperlipídica-estreptozotocina, 

e tratadas com a metformina e a pentoxifilina durante a prenhez e a lactação. GC – Grupo Controle, GHD – Grupo 

Hiperlipídico-Diabético, GHDM – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina, GHDP – Grupo Hiperlipídico-

Diabético-Pentoxifilina, GHDMP – Grupo Hiperlipídico-Diabético-Metformina-Pentoxifilina. Letras ausentes 

representam ausência de diferença estatística (p > 0,005).  
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6. Discussão 

6.1. Glicemias materna e da prole e peso de nascimento 

O acompanhamento da glicemia de jejum das fêmeas ao longo do período experimental 

deixa clara a eficiência da atividade da metformina, utilizada sozinha ou em associação, em 

reduzir as concentrações de glicose sanguínea. Tal atividade é explicada pelo seu papel em 

reduzir a absorção de glicose pela mucosa intestinal, aumentar a captação periférica da glicose 

pelo tecido muscular esquelético e reduzir a resistência à insulina (VIOLLET et al., 2012; 

ALVES et al., 2014; ZHUO et al., 2014). 

Por outro lado, os níveis de glicose sanguínea das fêmeas tratadas apenas com a 

pentoxifilina não diferiram significativamente com a aplicação da droga. Resultados 

semelhantes com a pentoxifilina podem ser encontrados na literatura em trabalhos sobre 

diabetes utilizando ratos (MASSART et al., 2012; AN et al., 2015; SÖNMEZ et al., 2016) e 

humanos (HEIDRICH; SCHIROP, 1980). 

Estudos presentes na literatura afirmam que níveis glicêmicos moderadamente elevados, 

característicos do diabetes do tipo 2, em fêmeas prenhes resultam em macrossomia da prole 

(SOULIMANE-MOKHTARI et al., 2005; VAMBERGUE; FAJARDY, 2011; YESSOUFOU; 

MOUTAIROU, 2011; WAHABI et al., 2012). Contudo, este fato não foi observado neste 

estudo. De acordo com Kervran et al. (1978) e Kiss et al. (2009), estudos com ratos apresentam 

controversas com respeito à macrossomia da prole de mulheres com níveis moderados de 

hiperglicemia. De acordo com esses autores, as diferenças observadas entre as espécies dizem 

respeito à curta duração da prenhez em ratos e do baixo desenvolvimento do tecido adiposo, o 

principal responsável pela macrossomia, em neonatos de ratos (cerca de 1% do peso corporal) 

e de humanos (cerca de 16%). 

Durante a gravidez, os altos níveis de glicemia materna provocam uma resposta no feto 

não-diabético, de maneira que o pâncreas, diante do estímulo hiperglicêmico, comece a secretar 

grandes quantidades de insulina (JOVANOVIC, 2001). Isso acontece porque a insulina materna 

não cruza a placenta e, dessa forma, a atividade pancreática do filhote depende unicamente da 

concentração de glicose sanguínea da mãe (KELLY et al., 2005; VAN LIESHOUT e 

VORUGANTI, 2008). Ao longo do tempo, essa elevada atividade do pâncreas leva à redução 

da sua habilidade, resultando em hiperglicemia (JOVANOVIC, 2001; SONG et al., 2012). 

Níveis mais elevados de glicemia foram observados na prole experimental proveniente das 

fêmeas diabéticas não tratadas, visto que essas apresentavam elevadas concentrações de glicose 
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sanguínea. Nos grupos tratados com a metformina, a ação hipoglicemiante da droga no período 

intrauterino impediu à exposição do feto aos altos níveis glicêmicos, evitando, assim, o 

comprometimento do desenvolvimento pancreático.  

A diminuição da atividade das células β pancreáticas leva a um estado de exaustão 

celular, causada pelo desequilíbrio entre a alta secreção de insulina, devido à hiperglicemia, e 

a reduzida produção da pró-insulina pelo retículo endoplasmático (PRENTKI; NOLAN, 2006). 

Essa baixa atividade do retículo é induzida pelo estresse oxidativo dos elevados níveis 

glicêmicos e pela lipotoxicidade dos ácidos graxos livres (BACK; KAUFMAN, 2012). Dessa 

forma, a ação antioxidante e anti-inflamatória da pentoxifilina, cruzando a placenta em direção 

ao feto (BAILEY, 2010), pode ter protegido o pâncreas em desenvolvimento, apesar dos altos 

níveis glicêmicos maternos, fazendo com que a prole não desenvolva problemas em controlar 

a sua glicose sanguínea. 

Para os animais adultos, apesar da distribuição do gráfico da glicemia ter seguido o 

mesmo padrão observado para os animais pré-púberes, com as mesmas diferenças estatísticas 

entre os grupos, o GHD não mais mostrou valores elevados, como observado aos 21 dias. Isso 

pode ter ocorrido porque, após o desmame, a dieta fornecida aos animais foi alterada para uma 

ração normolipídica padrão para animais experimentais de biotério. De acordo com Song et al. 

(2012), quando a prole de fêmeas diabéticas é alimentada com dietas relativamente saudáveis, 

os animais podem voltar a manter os seus níveis normais de glicemia. Neste estudo, a glicemia 

ainda diferiu do encontrado para os animais controle e tratados, mas observa-se que a 

reeducação alimentar é de extrema importância como um dos primeiros passos para amenizar 

os efeitos adversos de uma exposição intrauterina ao diabetes do tipo 2. 

6.2. Pesos corporais ao longo do experimento 

Todas as proles experimentais provenientes das fêmeas induzidas ao diabetes do tipo 2 

apresentaram reduzido desenvolvimento corporal aos 21 dias, o que foi observado pela redução 

do peso desses animais. Para os animais provenientes das fêmeas sem tratamento, este é um 

resultado diferente do que é geralmente encontrado na literatura, onde observa-se grande ganho 

de peso corporal e desenvolvimento de sobrepeso/obesidade na prole de fêmeas com DM2 

(POLANCO PONCE et al., 2005; TZANETAKOU et al., 2011; KC et al., 2015). 

Contudo, Yessoufou e Moutairou (2011) explicam que a reduzida atividade das células 

β da prole diante do contínuo estímulo hiperglicêmico através da mãe resulta em 
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hipoinsulinemia e na redução da captação de glicose, levando a um retardo no desenvolvimento 

corporal do animal. Dessa forma, os elevados níveis glicêmicos observados para os animais do 

GHD podem ser uma explicação para essa redução inicial de desenvolvimento. 

Por outro lado, percebe-se que, ao longo do acompanhamento do peso corporal até a 

fase adulta, os valores obtidos pelo GC foram, lentamente, alcançados e ultrapassados pelos 

demais grupos. Entre estes, o GHD apresentou as maiores médias ao final do experimento. De 

acordo com Kubo et al. (2014), observaram que a associação entre a glicose materna e a 

adiposidade da prole não foi mediada pela alteração do peso do nascimento. Neste estudo, o 

aumento do peso dos animais foi observado ao longo da vida. Estes autores afirmam que a 

exposição aos altos níveis de glicose em útero pode predispor a prole a diferentes padrões 

metabólicos, alterando a regulação do balanço energético à longo prazo. 

No presente estudo, supõe-se que, com o prolongamento do período experimental, os 

animais pertencentes ao GHD possam continuar a aumentar seus pesos corporais e atingir um 

estado de sobrepeso, o qual é característico da prole de fêmeas com o diabetes do tipo 2. 

Contudo, apesar de a metformina ter conhecido papel na redução do ganho de peso 

corporal ligado ao DM2 (VIOLLET et al., 2012) e por reduzir o risco de obesidade após a 

exposição intrauterina (SALOMAKI et al., 2014), a associação entre as drogas não mostrou 

bons resultados para tal parâmetro no presente estudo, com o GHDMP exibindo médias 

próximas ao grupo sem tratamento. No estudo realizado por Massart et al. (2012), a 

pentoxifilina não alterou o ganho de peso corporal de camundongos obesos e diabéticos ob/ob. 

No protocolo experimental do presente estudo, pentoxifilina na concentração de 100 mg/kg 

pode ter interferido no efeito da metformina sobre tal parâmetro. 

6.3. Testículos pré-púberes 

Aos 21 dias, o peso testicular tendeu a seguir o mesmo padrão observado para o peso 

corporal. Porém, para os grupos tratados com a pentoxifilina, tal parâmetro não diferiu dos 

animais do grupo Controle, o que pode ser um sinal inicial de proteção do órgão por esta droga. 

Nos estudos realizados por Zakaria et al. (2015) e Sonmez et al. (2016), os autores viram que 

as reduções no peso testicular causadas pela exposição ao cádmio e ao diabetes, 

respectivamente, foram menos acentuadas com o tratamento com a pentoxifilina. 

No interior dos testículos pertencentes ao GHD, foi constatada uma expressão clássica 

do diabetes no parênquima testicular, o espessamento da túnica própria dos túbulos seminíferos, 
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observada através do aumento da sua densidade volumétrica. Tal aumento de espessura no 

diabetes parece ser causado por uma maior deposição de fibras colágenas, moléculas de adesão 

e glicoproteinoglicanas, além de distúrbios na renovação das proteínas constituintes (AHMED 

et al., 2013).  

De acordo com Ghanbari et al. (2016) e Pourmasumi et al. (2017), o espessamento da 

túnica própria dos túbulos seminíferos é acompanhando pela redução do diâmetro tubular, por 

distúrbios ao processo espermatogênico e pela diminuição da produção espermática e da 

fertilidade. Neste estudo, foi observado que o diâmetro dos túbulos seminíferos reduziu, 

acompanhando o espessamento da túnica própria, como afirmado pelos autores. Por outro lado, 

foi observado que a pentoxifilina atuou melhorando ambos os parâmetros, com os grupos 

tratados apresentado valores estatisticamente semelhantes aos encontrados para o Controle. 

Esta pode ser uma das formas que a pentoxifilina aja de maneira a melhorar o desempenho da 

produção espermática diretamente nos túbulos seminíferos. 

Acompanhando a restauração do diâmetro tubular, os grupos tratados com a 

pentoxifilina também tiveram uma recuperação na proporção e no volume dos túbulos 

seminíferos, em comparação ao grupo diabético sem tratamento. Consequente a isso, houve a 

redução na proporção e no volume intertubular, assim como observado para o GC. De acordo 

com Sonmez et al. (2016) e Feyli et al. 2017, ratos adultos diabéticos tratados com a 

pentoxifilina conseguiram reverter os efeitos adversos no peso testicular e no diâmetro tubular 

causados pelo diabetes, o que foi um resultado do potencial anti-inflamatório e antioxidante da 

droga. 

Por outro lado, os animais provenientes das fêmeas tratadas apenas com a metformina 

não conseguiram obter valores morfométricos diferentes dos encontrados para o grupo sem 

tratamento. Isso demonstra que, apesar de a literatura mostrar efeitos protetores da metformina 

sobre o testículo adulto (YAN et al., 2015; ASGHARI et al., 2016; KOROGLU et al., 2016), a 

sua exposição durante a fase intrauterina ainda tem resultados controversos, como no trabalho 

de Tartarin et al. (2012). Neste, os autores afirmam que a exposição fetal à metformina, através 

da barreira placentária (KOVO et al., 2008), resulta na diminuição do peso e volume testicular, 

além de reduzir o número de células de Sertoli. Além disso, eles explicam que tais alterações 

são causadas por reduções na população de células de Leydig e, consequentemente, na produção 

de testosterona durante as fases de formação e desenvolvimento testicular. 
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De acordo com as observações das fotomicrografias dos animais pré-púberes, foi 

possível constatar células germinativas com sinais de degeneração celular, mesmo nos animais 

provenientes do grupo Controle. Isso é explicado porque, da primeira até a sexta semana de 

vida pós-natal, ocorre a primeira onda espermatogênica em ratos. Esta é marcada por uma fase 

de apoptose, envolvendo espermatócitos e espermatogônias, que culmina na terceira semana de 

vida (JAHNUKAINE et al., 2004). Os processos apoptóticos que ocorrem durante esse 

período são de extrema importância para o desenvolvimento da maturidade sexual e a função 

testicular, visto que, dessa forma, ocorre o ajuste do número de células germinativas que podem 

ser adequadamente mantidas pelas células de Sertoli, cuja diferenciação e funcionamento 

normal dependem de uma rede elaborada de comunicações (MORENO et al., 2006; MORALES 

et al., 2007). 

Dessa forma, problemas no desenvolvimento das células de Sertoli, tanto com relação a 

atrasos na maturação quanto com relação ao número, podem resultar na incapacidade de formar 

um meio ambiente especializado para o desenvolvimento do número correto de células 

germinativas para a espécie, resultando em um maior número de apoptose, como observado 

para os grupos sem tratamento e os grupos tratados apenas com uma das drogas.  

A população de células de Sertoli não diferiu entre os grupos. Contudo, no período de 

eutanásia dos animais pré-púberes, as células de Sertoli ainda não finalizaram o seu período de 

proliferação. Dessa forma, a população nesta idade esclarece como as divisões mitóticas 

aconteceram até então, com relação a aumentos ou reduções, e podem ser um indicativo do que 

vai ser encontrado para os animais durante a fase adulta, na maturação testicular. 

6.4. Testículos adultos 

Na fase adulta, apesar de os pesos testiculares entre os grupos terem diferido, onde os 

tratados com apenas uma das drogas apresentaram valores reduzidos em comparação ao 

tratamento com ambas, o IGS, que representa uma relação percentual entre o peso testicular e 

o peso corporal (CALDEIRA et al., 2010), não diferiu. Isso mostra que não houve prejuízo 

preferencial às gônadas diante do crescimento corporal dos animais ao longo do tempo. 

No parênquima testicular, a densidade volumétrica da túnica própria para o grupo sem 

tratamento não diferiu dos demais, o que foi contrário à observação para o mesmo grupo aos 

21 dias. De acordo com Ahmed et al. (2013) e Khaneshi et al. (2013), os tratamentos com o 

suco de romã e gergelim, respectivamente, diminuíram a espessura da membrana basal dos 
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túbulos seminíferos de ratos diabéticos, o que foi relacionado à redução da glicemia e à melhora 

dos parâmetros morfométricos tubulares. Neste estudo, a glicemia dos animais adultos também 

foi menor com relação ao encontrado para os animais pré-púberes, o que pode ter contribuído 

para a redução da espessura. Além disso, como nos estudos de Ahmed et al. (2013) e Khaneshi 

et al. (2013), a diminuição da densidade volumétrica da túnica própria no presente trabalho 

também foi transparecida em melhorias na morfometria testicular, com a recuperação do 

diâmetro e volume tubulares.  

Em estudos com ratos diabéticos, Zhai et al. (2015), Li et al. (2016) e Zhai et al. (2017) 

obtiveram bons resultados utilizando a metformina na redução da espessura na lâmina basal 

glomerular, cujo espessamento é também uma característica importante do diabetes. Da mesma 

forma, Dávila-Esqueda et al. (2005) obtiveram bons resultados com a ação anti-inflamatória da 

pentoxifilina e da vitamina E em reduzir o espessamento da membrana glomerular. 

De acordo com França e Chiarini-Garcia (2005), a altura do epitélio seminífero é um 

importante parâmetro na determinação da produção espermática diária, visto que este é formado 

pela associação entre células de Sertoli e células germinativas. No presente estudo, o grupo 

controle apresentou menores médias para a altura do epitélio quando comparado aos grupos 

tratados com a pentoxifilina. Contudo, através das visualizações das fotomicrogafias, observa-

se que todos os grupos provenientes de fêmeas com DM2 apresentavam alterações epiteliais, 

como degenerações de células germinativas, vacuolizações das células de Sertoli e uma 

distribuição mais espaçada das células no epitélio germinativo. Por outro lado, o grupo controle 

exibiu um número bastante reduzido de alterações no parênquima testicular e grande frequência 

de células espermatogênicas em toda a extensão do epitélio.  

Dessa forma, e devido ao aumento do comprimento tubular, os animais controles 

mostraram as maiores produções espermáticas diárias e por grama de testículo. Os demais 

grupos apresentaram médias menores, com reduções significantes para o grupo sem tratamento 

e aquele tratado utilizando apenas a pentoxifilina. Sönmez et al. (2016) e Feyli et al. (2016) 

observaram, em ratos diabéticos, danos ao epitélio germinativo caracterizados pela redução do 

Johnsen’s score, aumento no número de apoptoses e diminuição no número de espermatozoides. 

Em ambos os estudos, foram realizados tratamentos com a pentoxifilina, mas Sönmez et al. 

(2016) não obtiveram resultados positivos com relação a essa análise, assim como no presente 

estudo. 
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Por outro lado, a utilização da metformina resultou em melhorias para a produção 

espermática diária, tanto em sua utilização individual quanto na utilização conjunta. Tais 

resultados diferem do que foi encontrado para os animais pré-púberes, onde a metformina não 

apresentou efeitos benéficos ao testículo. Contudo, observa-se que após um longo período da 

exposição ao fármaco, os túbulos seminíferos ainda em maturação conseguiram recuperar a 

diminuição da produção espermática provocada pela exposição intrauterina e pós-natal ao 

diabetes do tipo 2. Como observa-se na literatura, o principal problema da utilização da 

metformina na gestação é o acompanhamento da prole para a análise dos efeitos ao longo da 

vida (SALOMAKI et al., 2014).  

Além disso, a metformina, por inibir a cadeia respiratória mitocondrial e reduzir a 

respiração celular, estimula a produção de lactato pelas células de Sertoli. O lactato é o substrato 

energético primário para as células germinativas masculinas e o seu suprimento pode regular a 

sobrevivência e a atividade metabólica dos espermatócitos (TARTARIN et al., 2012; ALVES 

et al., 2014; BERTOLDO et al., 2014). De acordo com Alves et al. (2012), a insulina 

desempenha importante papel na regulação do metabolismo da célula de Sertoli e a sua 

desregulação inibe a produção de lactato. Assim, os tratamentos com a metformina podem ter 

ajudado na recuperação das células germinativas e da produção espermática dos animais pela 

ação do lactato na sustentação celular e na inibição das perdas por apoptose. 

A redução das produções espermáticas observadas para o GHD e o GHDP refletem a 

diminuição na população de células de Sertoli, visto que elas apresentam capacidade de suporte 

para as células germinativas relativamente fixa por espécie (HESS; FRANÇA, 2008).  

As células de Sertoli apresentam um período proliferativo que começa durante a vida 

fetal e se estende até a fase pré-púbere, cerca de 3 semanas de vida pós-natal nos ratos 

(SHARPE et al., 2003; FRANÇA; CHIARINI-GARCIA, 2005). Durante esses períodos, o FSH 

é o principal estimulador das mitoses, enquanto o T3 inibe tais divisões e promove a maturação 

celular. Dessa forma, variações nas concentrações destes hormônios durante as fases 

proliferativas determinam o número final das células de Sertoli e, consequentemente, o tamanho 

e a produção espermática testicular (FRANÇA; CHIARINI-GARCIA, 2005). Contudo, de 

acordo com PITETTI et al. (2013), o FHS necessita de uma cascata de sinalização insulina/IGF 

adequada para mediar os seus efeitos proliferativos nas células de Sertoli imaturas. Os autores 

constataram que o bom funcionamento do receptor de insulina é indispensável para evitar 

reduções na população de células de Sertoli. 
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No presente trabalho, o único grupo que não apresentou diminuição no número de 

células de Sertoli, em comparação ao grupo controle, foi o grupo cujas progenitoras foram 

tratadas com a metformina. Por esta droga ser amplamente conhecida por melhorar a 

sensibilidade à insulina (VIOLLET et al., 2012), o tratamento com ela pode ter influenciado 

positivamente a atuação do FSH e a performance mitótica das células de Sertoli, impedindo a 

redução diante do DM2. Isso fica mais claro observando-se o menor desempenho da 

pentoxifilina neste parâmetro, mesmo diante de baixos níveis glicêmicos dos animais aos 21 

dias de idade. Por outro lado, a associação entre as drogas não apresentou resultados tão 

positivos quanto a utilização isolada da metformina. 

Na análise da densidade volumétrica dos componentes do parênquima testicular, 

observou-se uma redução para as células de Leydig no GHD. Analisando-se a volumetria de tal 

célula, observa-se que, para tal grupo, o volume citoplasmático, o volume celular e a população 

de células mostraram-se reduzidos. 

Vários estudos na literatura mostram alterações no número (BALLESTER et al., 2004; 

BALLESTER et al., 2005), no volume (KANESHI et al., 2013; SILVA et al., 2014) e na 

ultraestrutura (KIANIFARD et al., 2012) das células de Leydig de animais diabéticos. De 

acordo com Kianifard et al (2012), reduções no volume citoplasmático e total da célula de 

Leydig podem indicar uma involução do retículo endoplasmático liso (REL), o qual é a organela 

mais abundante no citoplasma desta célula. Dessa forma, pode-se estimar um distúrbio na 

função celular, uma vez que o REL é diretamente relacionado à produção de andrógenos 

(HASSEN et al., 2007). 

A diferenciação das células de Leydig adultas no rato acontece por volta da segunda 

semana de vida pós-natal (MENDIS-HANDAGAMA et al., 2001), sendo assim, o período 

neonatal é de extrema importância para o estabelecimento da população final no indivíduo 

adulto. Na fase pré-púbere, os níveis glicêmicos dos animais proveniente das fêmeas GHD eram 

mais elevados (cerca de 100 mg/dL), o que pode ter atrapalhado o desenvolvimento celular e 

ter causado uma programação para o tamanho desta população. 

Contrariando o que foi encontrado para os túbulos seminíferos, as melhoras observadas 

nas células de Leydig foram relacionadas ao tratamento com a pentoxifilina, a qual recuperou 

os valores reduzidos do diabetes do tipo 2 para médias próximas ao encontrado no GC, 

principalmente quando utilizada em combinação. Alguns trabalhos mostram um papel protetor 

da pentoxifilina na célula de Leydig, diante de distúrbios variados, de maneira a melhorar a 
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atividade esteroidogênica de tais células, como Queiroz et al. (2013), Moradi et al. (2015), 

Zakaria e Al-Busadah (2015) e Feyli et al. (2017). Já no estudo de Yao et al. (2016), a 

administração de pentoxifilina foi eficiente em inibir a redução nos níveis das 3𝛽-HSD e StAR, 

que participam do processo de síntese da testosterona, causada pela exposição à hipóxia 

hipobárica intermitente. 

De acordo com a literatura, o diabetes é caracterizado por altos níveis de peroxidação 

lipídica em ratos (KINALSKI et al., 1999; ABOONABI et al., 2014; GWARZO et al., 2014; 

ALUWONG et al., 2016) e humanos (NOBERASCO et al., 1991; DRIES et al., 2011; KAEFER 

et al., 2012), sendo a hiperglicemia o maior contribuinte para tal estado 

(TANGVARASITTICHAI, 2015). Além disso, o diabetes é relacionado a reduzidos níveis de 

antioxidantes, além da inibição da atividade enzimática através da glicação das enzimas durante 

a hiperglicemia (RAINS; JAIN, 2011; LAZO-DE-LA-VEJA-MONROY; FERNÁNDEZ-

MEJÍA, 2013; ULLAH et al., 2016). Contudo, no presente estudo, tanto os níveis de 

peroxidação lipídica quanto a atividade das enzimas antioxidantes não mostraram diferença 

significativa entre os grupos experimentais.  

As diferenças observadas entre os achados da literatura para o diabetes e o presente 

protocolo experimental podem ter sido causadas diante do longo período desde a exposição aos 

sintomas da doença (vida intrauterina) e o dia da coleta dos animais na fase adulta (90 dias). 

Além disso, após o desmame, os machos foram alimentados com a dieta padrão, o que resultou 

na diminuição da glicemia e pode ter sido um dos motivos para ausência de diferença na 

homeostase redox testicular. 
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7. Conclusão 

De acordo com resultados obtidos com este protocolo experimental, pode-se concluir 

que a exposição intrauterina e neonatal ao diabetes mellitus do tipo 2, através da mãe, provocou 

alterações testiculares importantes, como reduções nas populações de células de Sertoli e de 

Leydig e na produção espermática, comprometendo a atividade gonadal. Apesar de, na fase pré-

púbere, apenas a pentoxifilina ter protegido os parâmetros testiculares da prole, durante a fase 

adulta, ambas as drogas proporcionaram melhoras ao parênquima da gônada. A metformina 

protegeu integridade da região tubular e das células germinativas, o que foi traduzido na 

manutenção da população das células de Sertoli e da produção espermática diária. A 

pentoxifilina, por sua vez, amenizou os efeitos do diabetes sobre os parâmentros morfométricos 

das células instersticiais de Leydig. Dessa forma, o tratamento conjunto das drogas, durante as 

etapas iniciais de desenvolvimento testicular, foi importante ao combinar as influências 

positivas em ambos os compartimentos do parênquima do órgão, resultando em um melhor 

desempenho reprodutor para a gônada masculina. 
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Resumo 

A pentoxifilina, largamente utilizada no tratamento de desordens vasculares, é um inibidor inespecífico 

das fosfodiesterases, que possui propriedades hemorreológicas, anti-inflamatórias e antioxidantes. Na 

reprodução humana assistida, ela é utilizada para tratar a infertilidade masculina, atuando no aumento 

da motilidade e na capacidade de fertilização do espermatozoide. Nos últimos anos, devido à sua 

diversidade funcional, começou-se a investir a sua atuação nas gônadas masculinas. Dessa forma, o 

objetivo deste trabalho é realizar uma revisão de literatura sobre os estudos experimentais que avaliam 

o efeito protetor da pentoxifilina sobre o testículo de ratos submetidos a diferentes distúrbios. Quatorze 

artigos foram selecionados, onde foram registrados onze distúrbios aos quais os animais experimentais 

foram submetidos. Os tratamentos com a pentoxifilina foram avaliados de acordo com o seu efeito na 

peroxidação lipídica, níveis e atividade das enzimas antioxidantes, níveis de oxidantes, análise 

histopatológica, número de células em apoptose e atividade da caspase-3, peso e morfometria testicular, 

avaliação espermática, níveis das testosterona sintases, concentrações séricas de testosterona, LH e FHS, 

concentrações testiculares de colesterol e testosterona, fluxo sanguíneo testicular, concentração 

testicular de platina, detecção, expressão gênica e protéica das óxido  nítrico sintases e expressão da 

vimentina nas células de Sertoli. Depois de todas as análises, foi observado que pentoxifilina também 

pode atuar no organismo de maneira a proteger o parênquima e a função testicular dos danos causados 

por distúrbios variados, principalmente, através da sua capacidade de inibir a geração das espécies 

reativas de oxigênio e de estimular as enzimas antioxidantes. 
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Introdução 

A pentoxifilina, ou 1-(5-oxohexil)-3,7-dimetilxantina, é uma metilxantina derivada da 

teobromina, semelhante à cafeína e à teofilina (OLIVEIRA et al., 2009). Vem sendo utilizada 

desde 1972 para o tratamento de desordens vasculares caracterizadas por deficiência na 

microcirculação regional (MORAES et al., 2009; FEYLI et al., 2017).  

 Apresenta função de inibidor inespecífico das fosfodiesterases, enzimas que funcionam 

como moduladores da resposta celular a hormônios através do controle da concentração 

intracelular de AMPc e GMPc (MORAES et al., 2009). Também possui propriedades 

hemorreológicas, atuando de maneira a aumentar a flexibilidade dos eritrócitos e leucócitos, 

reduzindo a viscosidade do sangue através da diminuição da concentração de fibrinogênio no 

plasma, reduzindo a agregação das plaquetas e a formação de trombos e melhorando a 

oxigenação em tecidos isquêmicos, através do aumento do ATP no interior dos glóbulos 

vermelhos (WARD; CLISSOLD, 1987; TAKHTFOOLADI et al., 2015). 

Além disso, a pentoxifilina também desempenha papel anti-inflamatório, inibindo a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tumoral α (TNF-α), o 

qual é responsável pela fragmentação do DNA e apoptose, e limita a resposta inflamatória, com 

a inibição da cascata do complemento, redução da ativação celular, da fagocitose e da adesão 

endotelial (DÁVILA-ESQUEDA; MARTÍNEZ-MORALES, 2004; CARNEIRO et al., 2005; 

QUEIROZ et al., 2013; TAKHTFOOLADI et al., 2015; NOURI et al., 2016). 

Diante de todas essas funções, e ainda aliado ao seu papel antioxidante, com redução na 

produção de superóxidos e combate às espécies reativas de oxigênio (ROS), e na redução da 

peroxidação lipídica, a qual está associada a lesões nas membranas e à apoptose, a pentoxifilina 

vêm sendo amplamente utilizada no tratamento de diversos distúrbios (MAXWELL et al., 

2002; QUEIROZ et al., 2013). 

Na área da reprodução, a pentoxifilina é utilizada para o tratamento de infertilidade 

masculina através da reprodução humana assistida (MATSON et al., 1995; TOURNAYE et al., 

1995; GUASTI et al., 2013). Graças a sua ação inibidora de fosfodiesterase, há uma elevação 

nos níveis intracelulares de AMPc, o que resulta no aumento da fosforilação da tirosina na cauda 

do espermatozoide, melhorando a sua motilidade, e no estímulo à capacidade de fertilização do 

espermatozoide, visto que o sistema de segundo mensageiro do AMPc atua na reação 
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acrossômica (DE JONGE et al., 1991; YOVICH et al., 1993; CALOGERO, 1998; YUNES et 

al., 2005; ESTEVES et al., 2007). Além disso, a pentoxifilina auxilia na preservação da 

integridade da membrana plasmática e do DNA do espermatozoide, através da redução da 

peroxidação lipídica e das ROS (PONCE et al., 1999; GUASTI et al., 2013; NOURI et al., 

2016). 

A partir das diversidades funcionais desempenhadas pela pentoxifilina, e pela sua já 

constante utilização na reprodução, nos últimos anos começou-se a se investigar a sua atuação 

nas gônadas masculinas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é realizar uma revisão de 

literatura sobre os estudos experimentais que avaliam o efeito protetor da pentoxifilina sobre o 

testículo de ratos submetidos a diferentes distúrbios. 

Material e Métodos 

 Os artigos utilizados neste estudo foram encontrados através de uma pesquisa às bases 

de dados Scopus, PubMed e MedLine, realizada em Agosto de 2016. Não houve restrição com 

relação ao ano de publicação, contudo, apenas artigos completos publicados na língua Inglesa, 

utilizando experimentação in vivo, utilizando o rato como modelo experimental e analisando 

parâmetros testiculares da ação da pentoxifilina foram incorporados ao estudo. 

 Para a obtenção dos artigos, foi realizada uma estratégia de busca utilizando-se quatro 

combinações de palavras-chave: 1. pentoxifylline AND testis, 2. pentoxifylline AND testicle, 3. 

pentoxifylline AND reproduction, 4. pentoxifylline AND spermatogenesis. 

 Os estudos selecionados foram analisados e organizados de acordo com o ano de 

publicação, o distúrbio ao qual os animais experimentais foram submetidos, a dose da 

pentoxifilina, o tipo de tratamento proposto, os parâmetros testiculares analisados e a eficiência 

dos tratamentos. 

Resultados e discussão 

 A pesquisa aos bancos de dados resultou em 503 artigos. Após a seleção de acordo com 

os objetivos da revisão e a remoção dos estudos duplicados, 14 artigos foram selecionados. A 

estratégia de busca e a seleção dos estudos estão resumidas na Figura 1.  

 A Tabela 1 mostra as características dos estudos selecionados. Estes foram organizados 

com base no ano da publicação e descritos com relação aos autores, o distúrbio utilizado para 

causar o dano testicular, a dose de pentoxifilina, a frequência e a via de aplicação da dose, a 
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metodologia de tratamento proposta e os parâmetros testiculares utilizados para avaliar a 

eficiência dos tratamentos. 

 

Figura 1. Estratégia de busca às bases de dados MedLine, Scopus e PubMed e seleção 

dos artigos sobre a ação protetora da pentoxifilina sobre o testículo de ratos submetidos a 

diferentes distúrbios
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Tabela 1. Características metodológicas dos estudos selecionados sobre o efeito protetor da pentoxifilina no testículo de ratos submetidos a diferentes distúrbios 

Autores Ano Distúrbio 
Dose de 

pentoxifilina 

Frequência de 

aplicação da dose 

Via de 

administração 
Tratamento 

Parâmetros testiculares 

analisados 

Özokutan, B.H., 

Küçükaydin, M.,  

Muhtaroǧlu, S., 

Tekin, Y. 

2001 
Isquemia/reperfusão 

testicular unilateral 
25 mg/kg Aplicação única Intraperitoneal 

Um grupo experimental 

recebeu a pentoxifilina 5 

minutos antes da distorção 

testicular 

Peroxidação lipídica e análise 

histopatológica 

Savas, C., Dindar, 

H., Bilgehan, A., 

Ataoglu, O., 

Yucesan, S. 

2002 
Isquemia/reperfusão 

testicular unilateral 
50 mg/kg Aplicação única Intraperitoneal 

Dois grupos experimentais 

receberam a pentoxifilina 15 

minutos antes dos 

procedimentos cirúrgicos: um 

grupo foi submetido à torção e 

distorção testicular unilateral e 

um grupo foi sham-operado 

Peroxidação lipídica e análise 

histopatológica 

Savas, C., Dindar, 

H., Aras, T., 

Yücesan, S. 

2002 
Isquemia/reperfusão 

testicular unilateral 
50 mg/kg Aplicação única Intraperitoneal 

Dois grupos experimentais 

receberam a pentoxifilina 15 

minutos antes dos 

procedimentos cirúrgicos: um 

grupo foi submetido à torção e 

distorção testicular  

unilateral e um grupo foi sham-

operado 

Fluxo sanguíneo testicular 

Saad, S. Y., Najjar, 

T. A. O., Alashari, 

M. 

2004 
Exposição à 

cisplatina 
50 mg/kg 

Aplicação diária 

por 2 semanas 
Intraperitoneal 

Dois grupos experimentais 

receberam a pentoxifilina: um 

grupo exposto à cisplatina, uma 

semana após o início do 

tratamento com a pentoxifilina, 

e um grupo controle 

Concentração de platina, níveis 

de nitrato/nitrito e glutationa, 

atividade da glutationa 

peroxidase, níveis de 

peroxidação lipídica, análise 

histopatológica 
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Yilmaz, O., Genc, 

A., Taneli, F., 

Demireli, P.,  

Kocakoc, I. D., 

Sencan, A., 

Gunsar, C., Mir, 

E., Taneli, C. 

2006 
Ligadura da artéria  

espermática 
50 mg/kg Aplicação única Intraperitoneal 

Um grupo experimental 

recebeu a pentoxifilina 15 

minutos antes da ligadura da 

artéria espermática 

Níveis de Inibina B, tamanho 

testicular e análise 

histopatológica 

Ozkan, L., 

Yardimoglu, M., 

Ozkurkcugil, C., 

Costur, P., Yilmaz, 

H., Isken, T. 

2013 
Exposição à fumaça 

de cigarro 
25 mg/kg 

Aplicação diária 

por 8 semanas 
Intraperitoneal 

Um grupo experimental 

exposto à fumaça de cigarro 

recebeu a pentoxifilina  

Número de células em apoptose 

e túbulos seminíferos em atrofia 

e análise histopatológica 

Queiroz, G. C. D., 

Oliveira, V. V. G., 

Gueiros, O. G., 

Torres, S. M., 

Maia, F. C. L., 

Tenorio, B. M., 

Morais, R. N., 

Silva Junior, V. A. 

2013 Choque térmico 
50 mg/kg e 

100 mg/kg 

Aplicações 

diárias por 2, 6,  

14, 29 e 59 dias 

Intraperitoneal 

Dois grupos experimentais 

submetidos ao choque de calor 

receberam a pentoxifilina um 

dia após o estímulo: um grupo 

foi tratados com 50 mg/kg por 

dia e um grupo foi tratado com 

100 mg/kg 

Peso testicular, diâmetro 

tubular, comprimento total dos 

túbulos seminíferos, volume dos 

compartimentos testiculares, 

número de células germinativas 

e de Sertoli, produção 

espermática diária, 

fragmentação nuclear das 

células germinativas, análise 

histopatológica e concentração 

de testosterona sérica 

Moradi, M., 

Mahmoodi, M., 

Raoofi, A., 

Ghanbari, A. 

2015 
Dependência de 

morfina 
12 mg/kg 

Aplicações 

diárias por 50 

dias 

Intraperitoneal 
Um grupo dependente de 

morfina recebeu a pentoxifilina 

Níveis de LH, FSH e 

concentração de testosterona 

sérica 
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Takhtfooladi, M. 

A., Moayer, F., 

Takhtfooladi, H. 

A. 

2015 

Isquemia/reperfusão 

unilateral do 

membro posterior 

40 mg/kg Aplicação única Intraperitoneal 

Um grupo experimental 

submetido à isquemia unilateral 

do membro posterior recebeu a 

pentoxifilina imediatamente 

antes da reperfusão 

Atividade da superóxido 

dismutase, da catalase e da 

mieloperoxidase, peroxidação 

lipídica, razão peso fresco/peso 

seco e análise histopatológica 

Zakaria, A., Al-

Busadah, K. A. 
2015 

Exposição ao 

cádmio 
100 mg/kg 

Aplicação diária 

por 30 dias 
Oral 

Três grupos experimentais 

receberam a pentoxifilina: um 

grupo recebeu durante a 

exposição ao cádmio, um grupo 

recebeu anteriormente à 

exposição ao cádmio e um 

grupo recebeu posteriormente à 

exposição ao cádmio 

Peso do testículo, epidídimo, 

próstata e vesícula seminal, 

contagem espermática, 

percentual de espermatozoides 

vivos no epidídimo, motilidade 

e anormalidade espermática, 

concentração de testosterona 

sérica e testicular, níveis da 

glutationa, atividade da catalase 

e superóxido dismutase, 

peroxidação lipídica, 

concentração testicular de 

colesterol e análise 

histopatológica 

Feyli, S. A., 

Ghanbari, A. e 

Keshtmand, Z. 

2017 Diabetes 12 mg/kg 
Aplicação diária 

por 14 dias 
Intraperitoneal 

Dois grupos experimentais 

receberam a pentoxifilina:  um 

grupo diabético, uma semana 

após a indução, e um grupo 

saudável 

Peso testicular, motilidade, 

morfologia e número de 

espermatozoides, diâmetro dos 

túbulos seminíferos, índice 

apoptótico de células 

germinativas e concentração de 

testosterona sérica 
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Sönmez, M. F., 

Kılıç, E.,  

Karabulut, D., 

Çilenk, K., 

Deligönül, E., 

Dündar, M. 

2016 Diabetes 50 mg/kg 
Aplicação diária 

por 30 e 60 dias 
Intraperitoneal 

Três grupos experimentais 

receberam a pentoxifilina: um 

grupo foi tratado logo após a 

confirmação do diabetes, por 

dois meses, um grupo foi 

tratado um mês após a 

confirmação do diabetes, por 30 

dias, e um grupo saudável foi 

tratado por dois meses 

Peso testicular, diâmetro dos 

túbulos seminíferos, detecção, 

expressão gênica e protéica das 

óxido nítrico sintases (NOS) 

(NOS neuronal, NOS induzida e 

NOS endotelial), número de 

células em apoptose,  análise 

histopatológica e concentração 

de testosterona sérica 

Nouri, M., 

Movassaghi, S., 

Foroumadi, A., 

Soleimani, M., 

Sharifi, Z. N. 

2016 

Exposição a 

derivados de 

metanfetaminas 

100 mg/kg Aplicação única Não informado 

Dois grupos experimentais 

receberam a pentoxifilia: um 

grupo foi tratado juntamente 

com a última injeção de 3,4-

methylenedioxymethamphetam

ine (MDMA) e um grupo foi 

tratado uma semana antes das 

aplicações de MDMA 

Número de células em apoptose, 

atividade da caspase-3 e análise 

histopatológica 

Yao, C., Li, G., 

Qian, Y., Cai, M., 

Yin, H., Xiao, L., 

Tang, W., Guo, F., 

Shi, B. 

2016 
Hipóxia hipobárica 

 intermitente 
300 mg/kg 

Aplicação diária 

por 32 dias 
Oral 

Um grupo experimental 

submetido à hipóxia  hipobárica 

intermitente recebeu a 

pentoxifilina 

Peroxidação lipídica, atividade 

antioxidante enzimática 

(superóxido dismutase, catalase 

e glutationa peroxidase), níveis 

das testosterona sintases 3β-

HSD e StAR, expressão da 

vimentina nas células de Sertoli, 

densidade e motilidade do 

esperma epididimal e análise 

histopatológica 
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Os artigos selecionados registraram 11 distúrbios aos quais os animais experimentais 

foram submetidos: alta temperatura, dependência de morfina, diabetes, exposição à cisplatina, 

exposição a derivados de mentanfetaminas, exposição à fumaça de cigarro, exposição ao 

cádmio, hipóxia hipobárica intermitente, isquemia/reperfusão testicular unilateral, 

isquemia/reperfusão unilateral do membro posterior e ligadura da artéria espermática. Entre 

eles, os três primeiros trabalhos sobre a atividade protetora da pentoxifilina no testículo 

utilizaram o mesmo distúrbio, a isquemia/reperfusão testicular unilateral, fazendo com que este 

possua a maior frequência de investigação nesta revisão. Além do diabetes, que foi investigado 

em dois dos estudos (14.3 %), os demais distúrbios não se repetiram. 

A torção testicular é um evento clínico frequente e uma das mais importantes 

emergências urológicas (OZOKUTAN et al., 2001; URT FILHO et al., 2012). O tratamento 

com a distorção resulta em danos ao tecido que vão além da isquemia, mas o reestabelecimento 

do fluxo sanguíneo cria o chamado fenômeno de isquemia/reperfusão (BLANK et al., 1993; 

OZOKUTAN et al., 2001; SILVA et al., 2005). Durante o período de isquemia, ocorre o 

aumento da produção de radicais livres, causando danos ao citoesqueleto e à membrana celular, 

com ativação das enzimas oxidantes e alterações mitocondriais que limitam ainda mais o 

fornecimento de ATP para as células (REILLY et al., 1991; URT FILHO et a., 2012).  Além 

disso, o catabolismo do ATP resulta no acúmulo intracelular de hipoxantinas, e a xantino 

desidrogenase é convertida em xantino oxidase (AKGÜR et al., 1993; SILVA et al., 2005). 

Com a distorção testicular e a reperfusão, ocorre o retorno do aporte de oxigênio e a xantina 

oxidase converte a hipoxantina em ácido úrico, com subprodução de grandes quantidades de 

uratos, radicais superóxidos e, em última análise, radicais hidroxila (MCCORD, 1985; REILLY 

et al., 1991; OZOKUTAN et al., 2001; URT FILHO et a., 2012).   

Os danos relacionados à isquemia/reperfusão também estão relacionados à ligadura da 

artéria espermática, onde os testículos não-descendentes e que apresentam vasos muito curtos 

para atingir o escroto, impossibilitando um procedimento em tempo único, são submetidos à 

orquidopexia Fowler-Stephens em dois tempos (TARAN; ELDER, 2006; BURGU et al., 2009). 

Em um primeiro momento ocorre a ligadura dos vasos espermáticos, seguida da mobilização 

testicular (orquidopexia) após 6 meses (RANSLEY et al., 1984; HAY, 2007). Após a ligadura, 

o principal suprimento sanguíneo deve vir da circulação colateral da artéria dos vasos deferentes 

e da artéria cremastérica (HAY, 2007; BURGU et al., 2009). Dessa forma, a ligadura dos vasos 

testiculares resulta em danos isquêmicos de baixo grau para os testículos, enquanto a 
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continuidade do fluxo colateral leva à reperfusão (FOWLER; STEPHENS, 1959; YILMAZ et 

al., 2006).  

A isquemia/reperfusão do membro posterior pode acontecer após o desencarceramento 

de uma vítima de trauma, que foi comprimida com um grande peso por longo período de tempo 

(síndrome do esmagamento), ou após a retirada de torniquetes durante cirurgias ortopédicas 

(TAKHTFOOLADI et al., 2015). A isquemia/reperfusão do músculo esquelético inicia uma 

cascata inflamatória complexa que pode resultar em danos à estrutura e função do tecido sob 

isquemia e de órgãos remotos, como o fígado, pulmão, rins, miocárdio e testículo (GAINES et 

al., 1999; TAKHTFOOLADI et al., 2015). Após a reperfusão, os mediadores humorais e 

celulares produzidos localmente no membro são liberados para a corrente sanguínea que drena 

os tecidos revascularizados, o que acarreta na sua distribuição aos órgãos remotos 

(KALOGERIS et al., 2012; TAKHTFOOLADI et al., 2015). 

No diabetes mellitus, a hiperglicemia é considerada a principal causa das complicações 

(PEPPA et al., 2003; SONMEZ et al., 2016). Seus efeitos deletérios são atribuídos, entre outras 

coisas, à formação de substâncias derivadas de açúcar, chamadas produtos finais da glicação 

avançada (AGES), produzidos em um ritmo constante e lento no organismo saudável, mas 

acelerado diante do aumento da disponibilidade da glicose no diabetes. A glicação ocorre a 

partir de uma reação não enzimática de um açúcar redutor com os grupos amino livres de 

proteínas, lipídios e ácidos nucléicos (PEPPA et al., 2003). Seus efeitos patológicos estão 

relacionados a sua capacidade de modificar as propriedades químicas e funcionais das mais 

diversas estruturas biológicas (BARBOSA et al., 2008). Através da geração de radicais livres, 

da formação de ligações cruzadas entre proteínas ou de interações com receptores celulares, os 

AGES promovem, respectivamente, estresse oxidativo, alterações morfofuncionais, como na 

matriz celular, membrana basal e nos componentes das paredes dos vasos, e aumento da 

expressão de mediadores inflamatórios (PEPPA et al., 2003; JAKUS; RIETBROCK, 2004; 

AHMED, 2005). 

A hipóxia hipobárica atinge pessoas que vivem e trabalham em altas altitudes, onde a 

reduzida pressão atmosférica diminui a pressão parcial e a disponibilidade do oxigênio, 

reduzindo a sua concentração no sangue (BRITO; HERRUZO, 2007; ZEPEDA et al., 2012; 

YAO et al, 2016). Diante da reduzida disponibilidade de oxigênio, que é o aceptor final de 

elétrons da cadeia transportadora, o acúmulo de elétrons resulta no ataque do estado 

fundamental do oxigênio disponível (O2), formando o ânion superóxido (O2
-), o qual origina 
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H2O2 e o radical hidroxila (OH-) (MAITI et al., 2006). Dessa forma, a exposição crônica à 

hipóxia hipobárica está associada ao aumento dos danos oxidativos e da peroxidação lipídica 

no testículo, além de reduzir a atividade da glutationa redutase (FARIAS et al., 2005; FARIAS 

et al., 2010).  

A cisplatina é uma droga antineoplásica amplamente utilizada no tratamento de diversos 

tipos de câncer, principalmente no trato geniturinário (VON HOFF; ROZENCWEIG, 1979; 

LIRDI et al., 2008; SHERIF et al., 2014). Apesar da sua efetiva atividade quimioterápica, o seu 

uso é limitado pela sua toxicidade (SHERIF et al., 2014). Estudos mostram que a toxicidade 

testicular se deve à alta atividade mitótica das células espermatogênicas, além da indução de 

danos testiculares pelo estresse oxidativo, da geração das ROS, do aumento da peroxidação 

lipídica e da redução nos níveis de antioxidantes (ATESSAHIN et al., 2006; TURK et al., 2008; 

ILBEY et al., 2009; CIFTCI et al., 2011). 

A terapia farmacológica analgésica com opióides é baseada na habilidade desses agentes 

a se ligarem a receptores de opióide no sistema nervoso central e na periferia. O sulfato de 

morfina é conhecido por agir em várias regiões do corpo, do intestino ao cérebro, e por provocar 

uma drástica redução nos níveis de testosterona (BASBAUM; FIELDS, 1978; JANSON; 

STAIN, 2003; ALOISI et al., 2005, SMITH; ELLIOT, 2012). O mecanismo primário da 

deficiência de hormônio sexual induzida por opióides é a supressão do eixo hipotálamo-

hipofisário-gonadal (COLAMECO; COREN; 2009). A inibição da secreção de GnRH pelo 

hipotálamo resulta na redução da produção de gonadotrofinas e, consequentemente, na 

diminuição na produção dos hormônios gonadais (SMITH; ELLIOT, 2012). 

De maneira semelhante, os derivados de metanfetamina, como o 3,4-

metilenodioximetanfetamina (MDMA) ou “ecstasy”, podem alterar o controle neuroendócrino 

das funções reprodutoras através de várias vias neurológicas, como as vias aferentes que 

regulam os neurônios secretores de GnRH, e, assim, afetar o eixo hipotálamo-hipofisário-

gonadal (GORE; TERASAWA, 2001; DICKERSON et al., 2008; NOURI et al., 2016). Além 

disso, alguns metabólitos do MDMA podem causar a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (NOURI et al., 2016). 

Na maioria dos mamíferos, a posição testicular fora da cavidade abdominal fornece uma 

temperatura entre 2 a 6 ºC abaixo da temperatura corporal, o que é de fundamental importância 

para a espermatogênese (SETCHELL, 2006; QUEIROZ et al., 2013; KORNFANTY et al., 

2014). Situações de aumento na temperatura testicular são responsáveis por degeneração 
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tecidual e alterações na produção e fertilidade dos espermatozoides (TURNER, 2007; 

QUEIROZ et al., 2013). A degeneração celular induzida por altas temperaturas é acompanhada 

por apoptose, ocasionada pela redução da síntese de DNA, RNA e proteínas, pela redução do 

fluxo de sangue pelos capilares que alimentam as células e pelos efeitos indiretos de proteínas 

sintetizadas pelas células de Sertoli e de Leydig (MIEUSSET; BUJAN, 1997; NAKAI et al., 

2000).  

O Cádmio (Cd) é um metal pesado e um dos mais importantes agentes tóxicos 

ambientais, que corre naturalmente no meio-ambiente e como um poluente resultante da 

agricultura e da atividade industrial (SIU et al., 2009; JARUP; AKESSON, 2009; ZAKARIA; 

AL-BUSADAH, 2015). É altamente reativo, afetando adversamente vários órgãos, com o 

testículo apresentando grande sensibilidade à toxicidade e sendo um dos principais órgãos-alvo 

(STAJN et al., 1997; SIU et al., 2009; ZAKARIA; AL-BUSADAH, 2015). No interior do 

testículo, o cádmio atravessa a camada de células endoteliais da barreira hematotesticular e 

aumenta drasticamente a permeabilidade vascular. Isso acarreta no aumento da entrada de 

fluido, o qual supera a capacidade de drenagem do sistema linfático, resultando em hemorragia, 

isquemia, necrose e atrofia testicular (WONG et al., 2004; ZAKARIA; AL-BUSADAH, 2015).  

Um cigarro aceso pode gerar, através de vários processos, cerca de 4000 compostos, 

como nicotina, monóxido de carbono e reconhecidos agentes cancerígenos e mutagênicos, 

como o polônio, cádmio, benzopireno, dimetilbenz(a)antraceno, dimetilnitrosamina, naftaleno 

e metilnaftaleno (ZAVOS; ZARMAKOUPIS-ZAVOS, 1999; ARABI; MOSHTAGHI, 2005; 

MOSTAFA, 2010). No testículo, tais subprodutos são encontrados em altas concentrações e 

são capazes de se mover pela barreira hematotesticular (STEDMAN, 1968; ARABI; 

MOSHTAGHI, 2005). Fumantes apresentam níveis mais elevados de ROS e reduzidas 

concentrações de antioxidantes no interior do testículo (RAJPURKAR et al., 2000; SOARES, 

2009). A peroxidação lipídica leva ao acúmulo de hidroperóxidos nas membranas celulares e 

das organelas, resultando em danos ao espermatozoide (ARABI; MOSHTAGHI, 2005). Além 

disso, os altos níveis de adutos causadores de danos oxidativos e quebras ao DNA do 

espermatozoide resultam em danos genéticos e na redução da qualidade espermática (SHEN et 

al., 1997; POTTS et al., 1999; ARABI; MOSHTAGHI, 2005). 

Devido às diferentes naturezas dos distúrbios utilizados nos estudos e nos seus diversos 

modos de atuação sobre o testículo, a pentoxifilina teve a sua atividade protetora analisada 

diante de diferentes esquemas de tratamento e sob o ponto de vista de diferentes parâmetros. 
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A utilização da pentoxifilina foi explorada de diferentes maneiras nas metodologias dos 

estudos. Em 50%, os autores analisaram o papel protetor da pentoxifilina, ou seja, o tratamento 

foi realizado antes da indução do distúrbio. Por outro lado, 14,3% avaliou diferente tempos de 

tratamento, variando entre aplicações anteriores, conjuntas e posteriores aos distúrbios. Apenas 

um estudo analisou diferentes doses da droga, visando obter uma concentração mais adequada 

ao tratamento dos animais. 

42,8% dos trabalhos utilizaram apenas um grupo experimental para avaliar os efeitos da 

pentoxifilina. Já em 21,4%, a droga também foi fornecida a um grupo de animais saudáveis, 

visando a utilização de um grupo controle para os efeitos da mesma. Dos 5 estudos que 

utilizaram procedimento cirúrgico nos animais, apenas 2 (40%) utilizaram grupos sham-

operados tratados com a pentoxifilina, o que é importante de maneira a remover dos resultados 

as possíveis alterações causadas pelos procedimentos cirúrgicos, e não pelo distúrbio em si. 

43% dos estudos iniciaram a avaliação testicular levando em consideração parâmetros 

como o peso ou o tamanho. Dentre esses, resultados eficientes foram encontrados por Zakaria 

e Al-Busadah (2015), onde se conseguiu obter uma melhora dependendo do período escolhido 

para o tratamento, e Sonmez et al. (2016), que conseguiram atingir os valores encontrados para 

os animais controle. Em Takhtfooladi et al. (2015), foi calculada a razão peso fresco/peso seco, 

um índice de edema tecidual, para avaliar os níveis de injúria testicular. Os autores observaram 

uma redução em tal parâmetro após o tratamento, mostrando um papel da pentoxifilinia em 

proteger o testículo. 

O diâmetro médio dos túbulos seminíferos foi mensurado em 21,4% dos estudos. Outros 

parâmetros morfométricos, como o comprimento total dos túbulos seminíferos, o volume dos 

compartimentos testiculares, o número de células germinativas e de Sertoli e a produção 

espermática diária foram estudadas apenas por Queiroz et al. (2013). Em ambos Sonmez et al. 

(2016) e Feyli et al. (2017), a pentoxifilina conseguiu recuperar a redução no diâmetro tubular, 

causada pelo diabetes, aos valores encontrados para o grupo controle. Isso demonstra a 

capacidade da droga em exercer seus efeitos terapêuticos na arquitetura dos túbulos seminíferos 

(FEYLI et al., 2017). Contudo, no estudo de Queiroz et al. (2013), não foi possível avaliar a 

ação da pentoxifilina em tais parâmetros devido à ausência de danos causados pela exposição 

à alta temperatura, mostrando, assim, uma inalteração da eficiência da espermatogênese diante 

do distúrbio. 
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A avaliação do estresse oxidativo no interior dos testículos foi realizada em 42,8% dos 

estudos. Tal avaliação se deu através na análise de parâmetros como a peroxidação lipídica 

(43% do total de trabalhos), os níveis das enzima antioxidantes (28,6%), como a superóxido 

dismutase (21,4%), a catalase (21,4%) e a glutationa peroxidase (14,3%), os níveis de glutationa 

(14,3%) e a capacidade antioxidante total (7,1%). 

A peroxidação lipídica é conhecida por ser um fenômeno onde as ROS atacam os 

lipídios com duplas ligações carbono-carbono, especialmente os ácidos graxos poli-insaturados 

das membranas, levando à apoptose e necrose (YIN et al., 2011; AYALA et al., 2014). A 

membrana espermática é altamente suscetível a tais ataques, que podem alterar a sua 

permeabilidade, enquanto que o ataque à membrana mitocondrial leva à redução na produção 

do ATP, alterando a motilidade e a morfologia do espermatozoide (CHATTERJEE et al., 2013; 

TAKHTFOOLADI et al., 2015; YAO et al., 2016). 

Em todos os estudos, a exposição aos distúrbios resultou no aumento dos níveis da 

peroxidação lipídica testicular. Em Savas et al. (2002a), Saad et al. (2004), Takhtfooladi et al. 

(2015), Zakaria e Al-Busadah (2015) e Yao et al. (2016), os tratamentos com a pentoxifilina 

conseguiram reduzir os níveis de tal parâmetro, embora os valores ainda tenham sido um pouco 

maiores do que o observado para os animais controle. Contudo, apenas no estudo de Ozokutan 

et al. (2001), o tratamento não foi eficiente em reduzir os níveis da peroxidação lipídica após a 

isquemia/reperfusão testicular unilateral. Tal diferença de resultado pode ser atribuída à 

diferença entre as metodologias utilizadas, com relação à concentração da droga e ao tempo 

entre e a aplicação e o início do procedimento cirúrgico. Porém, os resultados da maioria dos 

estudos demonstram um importante papel da pentoxifilina em proteger contra os efeitos do 

estresse oxidativo. 

No testículo, a atividade da superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e 

glutationa redutase é essencial para proteger os tecidos e o fluido seminal contra os danos do 

estresse oxidativo (TAKHTFOOLADI et al., 2015; YAO et al., 2016). Em todos os estudos, os 

autores conseguiram reverter as reduções nos níveis das enzimas antioxidantes através dos 

tratamentos propostos. Isso demonstra o papel da pentoxifilina também em atenuar o 

metabolismo oxidativo e preservar as enzimas antioxidantes (WONG et al., 2002; ZAKARIA; 

AL-BUSADAH, 2015). 

A concentração de glutationa reduzida, um antioxidante encontrado em grandes 

concentrações no testículo de ratos, foi analisada apenas por Saad et al. (2004) e Zakaria e Al-
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Busadah (2015). No estudo de Saad et al. (2004), a exposição à cisplatina não resultou em 

alterações a esse parâmetro. Em Zakaria e Al-Busadah (2015), a exposição ao cádmio causou a 

diminuição da glutationa e os tratamentos com a pentoxifilina aumentaram os níveis desse 

antioxidante, sendo o tratamento iniciado após o distúrbio, o mais eficiente na recuperação dos 

valores. 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula gasosa produzida pelas células endoteliais, 

sintetizado a partir da conversão da L-arginina pela ação da família de enzimas chamadas óxido 

nítrico sintases (NOS), como a NOS neuronal (NOSn), NOS induzida (NOSi) e NOS endotelial 

(NOSe) (LUCILLA et al., 2003; SHIEKH et al., 2011; ADELA et al., 2015). Níveis baixos de 

NO são importantes para as funções fisiológicas e celulares, devido às variadas funções como 

imunomodulador, neurotransmissor e vasodilatador (JOSHI et al., 1999; ADELA et al., 2015). 

Contudo, níveis elevados podem aumentar a toxicidade das ROS, devido à sua reação com 

ânions superóxidos para a formação do radical peroxinitrito, um potente oxidante (JOSHI et al., 

1999; ADELA et al., 2015; SONMEZ et al., 2016). Os níveis das NOS no tecido intersticial 

testicular foram medidos no estudo de Sonmez et al. (2016). A pentoxifilina conseguiu reduzir 

os níveis da expressão e da concentração de RNAm de cada uma das NOS, aumentados diante 

da ação do diabetes. 

O equilíbrio entre a proliferação celular e a apoptose é um fator de extrema importância 

na regulação da população de células germinativas no epitélio dos túbulos seminíferos, 

refletindo diretamente na produção espermática (CLERMONT, 1972; RUSSELL et al., 1990; 

TAKASHIBA et al., 2011). Situações em que há o aumento na apoptose das células 

germinativas são as principais causas de infertilidade masculina (NOURI et al., 2016). 28,6% 

dos estudos avaliaram o número de células germinativas em apoptose através do teste de 

TUNEL. Queiroz et al. (2013) observaram a presença de fragmentação nuclear similar à 

apoptose nas células germinativas. Além disso, Nouri et al. (2016) também mensuraram a 

atividade da caspase-3, uma protease de morte frequentemente ativada, que catalisa a clivagem 

específica de muitas proteínas-chave da célula (PORTER; JANICKE 1999). 

Ozkan et al. (2013), Queiroz et al. (2013) e Feyli et al. (2017) conseguiram obter 

resultados positivos com o tratamento em diminuir os altos níveis de morte das células 

germinativas observados diante das exposição aos distúrbios. Em Nouri et al. (2016), o número 

de células em apoptose e a atividade da caspase 3 reduziram apenas com o tratamento iniciado 

antes da exposição ao ecstasy. Contudo, Sonmez et al. (2016) não observaram diferença com a 

aplicação da droga.   
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Além das funções explicadas anteriormente, o NO também é um importante mediador 

de morte celular, através da apoptose ou da necrose, dependendo da intensidade e da duração 

do estímulo (OZKAN et al., 2013). Apesar das NOS regularem funções como motilidade 

espermática e maturação das células germinativas, a NOe e a NOi estão também relacionadas 

com a apoptose (YILMAZ et al., 2006; OZKAN et al., 2013). Como também observado por 

Sonmez et al. (2016), os inibidores de fosfodiesterases são conhecidos por inibir a produção do 

NO por algumas células, o que está associado com a elevação dos níveis celulares de AMPc e 

com a supressão da expressão da iNOS (BESHAY; PRUD’HOMME, 2001; OZKAN et al., 

2013). Este pode ser um dos meios de atuação da pentoxifilina para reduzir os processos 

apoptóticos das células germinativas. 

Além disso, a pentoxifilina é capaz de atenuar os efeitos do estresse oxidativo através 

do estímulo à atividade antioxidante, pela ação direta na redução das ROS e, consequentemente, 

na inibição da atividade da NK-kB e da AP-1, fatores de transcrição que participam da 

regulação das funções mitocondriais (RENKE et al., 2010; FEYLI et al., 2017). Todos esses 

fatores juntos contribuem para o efeito anti-apoptótico da pentoxifilina observados nos estudos 

analisados. 

 No estudo realizado por Moradi et al. (2015), devido à ação dos opióides no eixo 

hipotálamo-hipofisário-gonadal, foi realizada a análise da concentrações séricas das 

gonadotrofinas (LH e FSH) e da testosterona. Para o FSH, a exposição aos opióides não alterou 

a concentração em relação ao grupo controle. Contudo, a utilização da pentoxifilina resultou 

em um grande aumento nos níveis de tal hormônio. Para o LH e a testosterona observou-se o 

mesmo padrão, onde a dependência de morfina reduziu as concentrações e a pentoxifilina foi 

capaz de aumentar tais níveis acima das medidas dos animais controle. 

Incluindo o estudo de Moradi et al. (2015), apenas 35,7% dos trabalhos mediram a 

concentração de testosterona sérica. Em ambos os estudos de Sonmez et al. (2016) e Feyli et al. 

(2017), o diabetes reduziu os níveis de testosterona dos animais, mostrando a sua atuação 

também no controle endócrino da espermatogênese. Contudo, apenas Feyli et al. (2017) 

conseguiram reverter tais efeitos com o tratamento experimental. 

Zakaria e Al-Busadah (2015) mensuraram, além dos níveis de testosterona sérica, os 

níveis de colesterol e testosterona testiculares. Para os três parâmetros, foi observada uma 

melhor recuperação com os tratamentos simultâneo ou após a exposição ao cádmio, com o 

tratamento anterior ao estímulo apresentando eficiência reduzida. Os autores sugerem uma 
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proteção da pentoxifilina aos danos às células do interstício, assim como foi observado na 

avaliação histopatológica. Já no estudo de Yao et al. (2016), a administração de pentoxifilina 

foi eficiente em inibir a redução nos níveis das 3𝛽-HSD e StAR, que participam do processo de 

síntese da testosterona, causada pela exposição à hipóxia hipobárica intermitente. 

A avalição espermática, relacionada ao número, motilidade, anormalidades e percentual 

de espermatozoides vivos, foi realizada (dois parâmetros ou mais) em 21,4% dos trabalhos 

avaliados. Nos estudos de Yao et al. (2016) e Feyli et al. (2017), os tratamentos mostraram 

eficiência em reduzir os danos provocados pelos distúrbios. Em Zakaria e Al-Busadah (2015), 

as diferentes estratégias de aplicação da pentoxifilina apresentaram diferentes respostas, com o 

tratamento após a exposição ao distúrbio mostrando maior eficiência, seguido do tratamento 

simultâneo. Na motilidade do espermatozoide, a pentoxifilina é conhecida por seus efeitos, 

sendo amplamente utilizada in vitro e in vivo. Sua ação inibidora de fosfodiesterase aumenta os 

níveis intracelulares de AMPc, resultando no aumento da fosforilação da tirosina na cauda do 

espermatozoide (YUNES et al., 2005; ZAKARIA; AL-BUSADAH, 2015).  

78,6% dos artigos realizaram a análise histopatológicas testicular. Apenas Saad et al. 

(2004) não observaram alterações significantes diante da exposição à cisplatina, o que, de 

acordo com os autores, pode ser atribuído ao curto tempo entre a exposição e a eutanásia dos 

animais. Os demais autores observaram variados danos histopatológicos, como espessamento 

da membrana basal, atrofia tubular, degeneração, descamação e atrofia do epitélio seminífero, 

vacuolização das células de Sertoli e núcleo picnóticos em células germinativas. Em alguns 

trabalhos, foram também observados túbulos formados apenas por espermatogônias e células 

de Sertoli no compartimento basal e necrose coagulativa. Além do compartimento tubular, o 

interstício também apresentou injúrias, como edema, hemorragia, necrose de células 

intersticiais e vacuolização citoplasmática das células de Leydig. 

Savas et al. (2002a), Ozkan et al. (2013), Takhtfooladi et al. (2015), Zakaria e Al-

Busadah (2015), Nouri et al. (2016) e Yao et al. (2016) observaram que a pentoxifilina 

conseguiu diminuir a frequência das lesões histopatológicas testiculares. Takhtfooladi et al. 

(2015) constataram que o tratamento reestabeleceu, essencialmente, o padrão normal de 

morfologia dos túbulos seminíferos. Em Queiroz et al. (2013), a maior dose da droga e o período 

de tratamento mais longo apresentaram os melhores resultados de regeneração testicular. Já em 

Zakaria e Al-Busadah (2015), foi observada maior eficiência, novamente, com os tratamentos 

simultâneo e posterior ao distúrbio, sendo o posterior o de melhor poder de recuperação. 
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Contudo, em Ozokutan et al. (2001) e Sonmez et al. (2016), o tratamento não foi 

eficiente em realizar melhoras significativas nos danos histopatológicos observados. Em 

Yilmaz et al. (2006), a ligadura da artéria espermática resultou em necrose completa e 

surgimento de calcificação, especialmente nas áreas periféricas. Os resultados da ligadura da 

artéria espermática foram, então, insatisfatórios e a atrofia testicular se desenvolveu em todos 

os grupos experimentais, a qual não pôde ser totalmente revertida pela pentoxifilina. 

De acordo com Savas et al. (2002), uma das fontes de radicais livres no tecido pós-

isquêmico envolve a explosão respiratória pelos neutrófilos. A pentoxifilina inibe os efeito 

mediados pelos neutrófilos, como a produção de peróxidos, quimiotaxia, fagocitose e produção 

do fator de necrose tumoral (TNF) (HORTON; WHITE, 1993; SAVAS et al., 2002a). Além 

disso, ela também pode atenuar a resposta sistêmica mediada pelos neutrófilos à injúria de 

isquemia-reperfusão através da inibição da IL-2 e do TNF (BRADBURY et al., 1993; SAVAS 

et al., 2002a). Nesse estudo, a pentoxifilina pode ter atenuado os danos da isquemia-reperfusão 

no testículo através dos seus efeitos estabilizadores de neutrófilo.  

A mieloperoxidase é uma das várias proteínas citotóxicas produzidas pelos neutrófilos 

em seu estado ativado. De acordo com o trabalho de Takhtfooladi et al. (2015), a reperfusão de 

um membro após a isquemia leva à resposta inflamatória e à injúria aos órgãos remotos através 

da liberação sistêmica dos mediadores inflamatórios e das ROS. No estudo de tais autores, a 

atividade da mieloperoxidase foi mensurada, de maneira a avaliar a atividade dos leucócitos 

polimorfonucleares infiltrados e os níveis de injúria testicular. Após o tratamento com a 

pentoxifilina, a atividade da mieloperoxidase foi significantemente reduzida. 

As células de Sertoli possuem um citoesqueleto altamente organizado e ativo, que 

desempenha importante papel na manutenção e diferenciação das células germinativas. A 

vimentina, uma proteína da família dos filamentos intermediários, é um importante componente 

do citoesqueleto das células de Sertoli. Uma alterada distribuição dos filamentos de vimentina 

na célula de Sertoli está relacionada com o aumento da apoptose das células germinativas 

(WANG et al., 2002). No estudo de Yao et al. (2016), a exposição à hipóxia hipobárica 

intermitente levou à redução na expressão da vimentina, com o desaparecimento da estruturação 

característica dos filamentos que partem da membrana basal até o lúmen. O tratamento proposto 

com a pentoxifilina resultou no aumento da expressão da proteína e no reestabelecimento da 

sua estruturação característica. 
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Em Savas et al. (2002b), foi avaliado o fluxo sanguíneo testicular ao longo dos 

procedimentos de isquemia/reperfusão testicular. O tratamento com a droga não apresentou 

efeitos durante a torção, mas durante a distorção, a administração de pentoxifilina aumentou 

significativamente o fluxo de sangue para ambos os testículos. Os autores sugerem que tal 

melhora deve-se aos efeitos da droga no aumento da flexibilidade dos glóbulos vermelhos e 

brancos e na redução da viscosidade do sangue, pela redução das concentrações de fibrinogênio 

plasmático, da agregação plaquetária e da formação de trombos (SONKIN et al., 1992; SAVAS 

et al., 2002b). Além disso, a melhora também observada para o testículo contralateral durante 

a distorção sugere um efeito vasodilatador. 

No estudo de Saad et al. (2004), a pentoxilifina também reduziu a acumulação da platina 

no interior do testículo para valores 40% menores do que os animais sem tratamento, o que 

contribuiu para atenuar os efeitos induzidos à gônada. 

O epidídimo e as glândulas sexuais acessórias (próstata e vesícula), os quais 

desempenham papel fundamental na garantia da fertilidade, foram avaliados em relação ao seu 

peso apenas no estudo realizado por Zakaria e Al-Busadah (2015). Tais pesquisadores 

observaram a redução do peso dos órgãos em todos os grupos experimentais expostos ao 

cádmio, apesar do tratamento com a pentoxifilina. Contudo, foi observada uma redução menos 

acentuada nos grupos em que o tratamento ocorreu conjuntamente ou após a exposição. 

A partir dos resultados de todos os estudos pode-se concluir que a pentoxifilina, além 

de desempenhar um importante papel na reprodução assistida, também pode atuar no organismo 

de maneira a proteger o parênquima e a função testicular dos danos causados por distúrbios 

variados. Contudo, parâmetros como dose e tempo de aplicação precisam ser melhor 

padronizados em cada caso de maneira a proporcionar o maior potencial protetor da droga. 

Além disso, pode-se observar que a característica mais importante para o bom desempenho da 

pentoxifilina nos estudos analisados está na sua capacidade de manutenção da homeostase 

redox, com a inibição da geração das espécies reativas de oxigênio e pelo estímulo às enzimas 

antioxidantes. 
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