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RESUMO 

O diabetes mellitus é uma desordem hiperglicemiante considerada caso de saúde 

pública. Podendo afetar diversos órgãos inclusive do sistema reprodutor masculino 

como os testículos, neste pode causar diversas distúrbios como baixa produção 

hormonal, espermática, diminuição de peso e anormalidades morfométricas 

teciduais. Levando a prejuízos a saúde do homem. Esta doença está associada com 

o aumento da inflamação e estresse oxidativo. Atualmente vem se destacando o uso 

de moléculas antioxidantes e anti-inflamatórias como a melatonina. Este hormônio 

pineal que está associado com a regulação do sono vêm sendo usado em diversas 

patologias como alternativa terapêutica. Nesse sentido o objetivo do presente 

trabalho foi avaliar o uso da melatonina em ratos diabéticos sobre os testículos a 

nível celular e imunohistoquímico. Foram utilizados 50 ratos albinos divididos nos 

seguintes grupos: GC: ratos sem indução ao diabetes; GD: ratos induzidos ao 

diabetes e tratados com placebo; GDI: ratos induzidos ao diabetes e após 

confirmação tratados com insulina GDM: ratos induzidos ao diabetes e após 

confirmação tratados com melatonina e GDMS: ratos induzidos ao diabetes e 

simultaneamente tratados com melatonina. A melatonina foi administrada na 

dosagem de 10 mg/kg na água, todo dia durante 20 dias pela noite. O diabetes foi 

induzido pela estreptozotocina (60 mg/kg) e confirmada após cindo dias da indução. 

A insulina foi administrada em 5 U/dia durante 20 dias. Os testículos foram 

submetidos à análise histopatológica, morfométrica, imunohistoquímica e estresse 

oxidativo tecidual. Os resultados demonstraram que a melatonina de forma 

simultânea conseguiu diminuir índice glicêmico, além de normalizar parâmetros 

morfométricos alterados pelo diabetes. Ademais a melatonina não interferiu em 

padrões de peso corporal nem testicular, nem nos níveis de TBARS inclusive de 

animais diabéticos. Ainda atuou aumentando níveis de receptor de andrógenos, 

testosterona total e glutationa reduzida (GSH). E diminuiu níveis de IL-6 e TNF-α. 

Assim sendo conclui-se que a melatonina atuou diminuindo parâmetros 

morfométricos, glicêmicos, inflamatórios associados ao diabetes. Além de atuar 

regulando a balança do estresse oxidativo através do aumento da expressão de 

enzimas antioxidantes e regulando os níveis de testosterona total e receptor de 

andrógenos. Mostrando sua capacidade como agente terapêutico no diabetes. 



 

 

Palavras-chave: Diabetes, imunohistoquímica, melatonina, ratos, testículo, estresse 

oxidativo. 

ABSTRACT 

Diabetes mellitus is a hyperglycaemic disorder considered a public health case. It 

can affect several organs including the male reproductive system such as the 

testicles, in this one can cause diverse disorders like low hormonal production, 

spermatozoa, weight loss and tissue morphometric abnormalities. Leading to 

damage to the health of man. This disease is associated in its histopathology with the 

increase of inflammation and oxidative stress. Nowadays, the use of antioxidant and 

anti-inflammatory molecules such as melatonin has been highlighted. This pineal 

hormone that is associated with sleep regulation has been used in several 

pathologies as a therapeutic alternative. In this sense, the objective of the present 

work was to evaluate the use of melatonin in diabetic rats on the testes at the cellular 

and immunohistochemical level. Fifty albino rats were divided into the following 

groups: GC: rats without diabetes induction; GD: rats induced to diabetes and treated 

with placebo; GDI: diabetes-induced and post-confirmation rats treated with GDM 

insulin: diabetes-induced and post-confirmation mice treated with melatonin and 

GDMS: diabetes-induced mice and simultaneously treated with melatonin. Melatonin 

was administered at a dosage of 10 mg / kg in water, every day for 20 days at night. 

Diabetes was induced by streptozotocin (60 mg / kg) and confirmed after the fifth day 

of induction. Insulin was administered at 5 U / day for 20 days. The testes were 

submitted to histopathological, morphometric, immunohistochemical and tissue 

oxidative stress analysis. The results demonstrated that melatonin simultaneously 

was able to decrease glycemic index, besides normalizing morphometric parameters 

altered by diabetes. In addition, melatonin did not alter did not interfere in body or 

testicular weight standards nor in TBARS levels including diabetic animals. It also 

increased levels of androgen receptor, total testosterone and reduced glutathione 

(GSH). E decreased levels of IL-6 and TNF-α. Thus, it was concluded that melatonin 

acted to decrease morphometric, glycemic and inflammatory parameters associated 

with diabetes. In addition to acting regulate the balance of oxidative stress by 

increasing the expression of antioxidant enzymes and regulating levels of total 

testosterone and androgen receptor. Showing their capacity as a therapeutic agent in 

diabetes. 



 

 

Key words: Diabetes, immunohistochemistry, melatonin, rats, testicles, oxidative 

stress . 
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CAPÍTULO I 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Diabetes Mellitus (DM) é um processo patológico de caráter crônico e 

metabólico, onde há um desnivelamento nos níveis glicêmicos do organismo (DAVID 

et al., 2015). Nessa desordem o pâncreas pode não produzir insulina suficiente 

como também pode sintetizá-la de forma ineficaz (DAVID et al., 2015), ou ainda 

pode haver resistência à insulina (KUZUYA et al., 2002) levando a um aumento da 

glicose (OGURTSOVA et al., 2017). O diabetes em conjunto com suas complicações 

é notavelmente a principal causa de morte na maior parte dos países 

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).  

O Brasil ocupa a quarta posição entre os países com maior número de adultos 

diabéticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERETION, 2017). Outros dados 

epidemiológicos apontam que em 2017 havia mais de 400 milhões de pessoas 

diabéticas no mundo, e que a cada 8 segundo uma pessoa morre no mundo por 

essa doença. Os homens são mais afetados pelo diabetes (221 milhões) do que as 

mulheres (204,9 milhões).  

Os principais tipos de diabetes são o tipo I (DMI) que é uma doença auto-

imune, que ocorre quando o organismo começa a destruir as suas próprias células 

beta produtoras de insulina e o diabetes tipo II (DMII) que é o diabetes mais comum, 

tem como causa principal a resistência a insulina ou ocorre uma produção 

inadequada da mesma (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; EVANS et 

al., 2000). E umas das formas mais utilizadas para estudar esse distúbio, é através 

da indução experimental. 

Existem atualmente formas experimentais de indução para avaliar as 

complicações diabéticas. O mais utilizado é a indução pela estreptozotocina (STZ) 

que destrói as células beta pancreáticas gerando o diabetes tipo I (AKBARZADEH et 

al., 2007; FURMAN, 2001; XU et al., 2014a). Diversas complicações desse distúrbio 

já são bem relatadas na literatura alguma delas incluem doenças cardiovasculares, 

disfunção endotelial, nefropatia diabética, retinopatia e neuropatia (BERTOLUCI et 
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al., 2008; KUZUYA et al., 2002; SCHEFFEL et al., 2004), além de distúrbios no 

sistema reprodutor masculino (RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). 

Nesse ínterim já é notório o quão nocivo o diabetes é para o sistema reprodutor 

masculino (LUE et al., 2017a; XU et al., 2014a). Isso faz com que cerca de 90% dos 

pacientes do sexo masculino com diabetes tem algum nível de distúrbio na função 

sexual (JIANG, 1996; PORTO et al., 2011). Um dos órgãos que pode ser mais 

afetado por essa doença é o testículo, neste pode haver danos as células de Leydig, 

levando a diminuição na quantidade de testosterona (LA VIGNERA et al., 2009) o 

que pode acarretar na atrofia de diversos órgãos desse sistema (RIBEIRO et al., 

2006). Diversas outras anormalidades nesse sistema também são referidas, como 

diminuição do desejo sexual (ZIAEI-RAD; VAHDANINIA; MONTAZERI, 2010), dos 

espermatozoides (OMOLAOYE; SKOSANA; DU PLESSIS, 2018) e da libido (ALVES 

et al., 2013). Além de alterações no epidídimo (SOUDAMANI; MALINI; 

BALASUBRAMANIAN, 2005), nas vesículas seminais (LA VIGNERA et al., 2011) e 

na próstata (PORTO et al., 2011).  

O diabetes também é uma doença inflamatória. Onde há um aumento de 

marcadores inflamatórios como o TNF-α e IL-6, IL-8 e IL-1, que estão associados 

com a progressão dessa doença (BRADSHAW et al., 2009; CHEN et al., 2017; 

COSENTINO; EGIDY ASSENZA, 2004; DOGAN et al., 2006; DOGANAY et al., 

2002; ERBAĞCI et al., 2001; HUSSAIN et al., 1996). Além disso, outros fatores 

como o estresse oxidativo, estão associados na sua fisiopatologia (BROWNLEE, 

2001a). 

O estresse oxidativo se caracteriza por um desbalanceamento entre a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a capacidade antioxidante 

endógena (TANIYAMA; GRIENDLING, 2003). O excesso de radicais livres 

ocasionados pelo diabetes é o principal componente para distúrbios testículares 

(RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). Atualmente vem se destacando 

o uso de moléculas antioxidantes e anti-inflamatórias como a melatonina. 

A melatonina é uma indolamina produzida principalmente pela glândula pineal 

(AXELROD, 1974; COMMENTZ; HELMKE, 1995). Entre suas principais funções 

estão: determinante do ciclo sono-vigília, da atividade reprodutora e metabólica de 

diversas espécies (MAGANHIN et al., 2008). Já é manifesto que esse hormônio 

possui atividade antioxidante (GOBBO et al., 2015; REITER et al., 2016; TEIXEIRA, 
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2003; ZHANG; ZHANG, 2014) e também atua como anti-inflamatória podendo evitar 

complicações crônicas da inflamação (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010). 

Muitos homens vêm perdendo sua saúde sexual e mental pelo diabetes e isso 

pode impactar a capacidade reprodutiva desse gênero (FAIRBURN; MCCULLOCH; 

WU, 1982; JIANG, 1996). Levando-se em consideração que existem poucos 

tratamentos na medicina reprodutiva especificamente adaptados para pacientes 

diabético (BACCETTI et al., 2002) e que tratamentos com antioxidantes podem ser 

uma importante opção terapêutica para as complicações relacionadas à diabetes, 

além disso a melatonina vem mostrando efeitos promissores para amenizar as 

complicações do diabetes (BOJUNGA et al., 2004; JIANG et al., 2016; REZVANFAR 

et al., 2017) e pode ser considerada como uma ferramenta terapêutica em potencial 

para a melhora da saúde humana (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010) 

graças principalmente, a sua eficiente e potente ação antioxidante (REITER et al., 

2016), Assim, a presente pesquisa visou investigar a ação da melatonina sobre  

testículos de ratos diabéticos, como um possível tratamento para minimizar ou inibir 

os efeitos prejudiciais provocados por essa patologia.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 .  DIABETES MELLITUS 

 

 O DM é caracterizada como uma desordem crônica metabólica, ocasionada 

por um desbalanceamento nos níveis glicêmicos do organismo (DAVID et al., 2015) 

levando a hiperglicemia. Nessa doença o pâncreas pode não produzir insulina ou a 

insulina é sintetizada de forma ineficaz (DAVID et al., 2015), ou ainda pode haver 

resistência à insulina (KUZUYA et al., 2002). O diabetes em conjunto com suas 

complicações são notavelmente as principais causas de morte na maior parte dos 

países (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015). 

Em um amplo levantamento feito pela INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERETION (2017) mostrou que em 2017 havia 425 milhões de pessoas com 

diabetes em todo mundo. Mostrando assim que 1 em cada 11 adultos desenvolve 

essa patologia, e que o gasto com a mesma, principalmente com suas complicações 

são astronômicos, chegando a 12% das despesas em saúde no mundo. Além disso, 
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foi visto que o índice de gestantes diabéticas também é preocupante onde 1 em 

cada 6 nascidos são afetados por esse distúrbio. Nesse mesmo relatório um número 

assustador ainda foi mostrado que a cada 8 segundos uma pessoa morre por essa 

doença no mundo. Isso foi equivalente a 4 milhões de pessoas mortas em 2017 por 

essa moléstia, correspondendo a 10,7% da mortalidade global de todas as causas.  

Os dados mostram mais: se estipula que em 2045 haja 629 milhões de 

pessoas com diabetes. Além do mais, foi feito um levantamento por gênero, e 

tornou-se evidente que os homens sofrem mais com essa doença, participando com 

221 milhões contra 204,9 milhões de mulheres portadoras desse problema. Isso 

corresponde com uma prevalência de 9,1% para homens e de 8,4% para mulheres 

nas idades de 20-79 anos para ambos. 

Ainda segundo a mesma fonte supracitada é notória a posição de destaque do 

Brasil em vários parâmetros do estudo. Ele ocupa a terceira posição de índice de 

crianças com diabetes tipo I (0 a 14 anos) com 30.900 crianças. O Brasil só perde 

para os Estados Unidos que ocupa o primeiro lugar (com 84.100 crianças diabéticas) 

e para a Índia que ocupa o segundo lugar (com 70.200 crianças diabéticas). Além 

disso, o Brasil ocupa a quarta posição entre os países com maior número de adultos 

diabéticos (14,3 milhões) e a quinta posição com gastos com saúde (USD 22 

milhões) e ainda contribui com 130.700 óbitos por esse distúrbio. Mostrando assim 

uma forte tendência do aumento de casos de diabetes e mortalidade pela mesma, 

em países em desenvolvimento.  

Os dois principais tipos de diabetes são: o diabetes tipo I (DMI) que é 

caracterizada como uma reação autoimune onde o sistema imunológico do corpo 

ataca as células beta produtoras de insulina nas ilhotas pancreáticas. Como 

resultado, o corpo produz nenhuma ou pouca insulina sendo assim uma deficiência 

relativa ou absoluta de insulina. As causas deste processo destrutivo não são 

totalmente entendidas, mas uma combinação de suscetibilidade genética e gatilhos 

ambientais, tais como infecção viral, toxinas e alguns fatores dietéticos influem 

nessa patogênese (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). A doença pode 

se desenvolver em qualquer idade, mas o tipo I ocorre com mais frequência em 

crianças e adolescentes. Pessoas com este tipo de diabetes precisam de injeções 

diárias de insulina, monitoramento regular e manutenção de uma dieta saudável, a 

fim de manter um nível de glicose no intervalo adequado, porém sem insulina não 
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seriam capazes de sobreviver. Além disso, esses cuidados podem impedir as 

complicações associadas a essa doença (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2015).   

Já o tipo II (DMII) é o mais comum. Neste a hiperglicemia é uma consequência 

de uma produção inadequada de insulina e incapacidade do corpo para responder 

plenamente a esta, isso pode ser definido como resistência à insulina. O DMII é mais 

comumente visto em adultos mais velhos, mas é cada vez mais visto em crianças, 

adolescentes e adultos mais jovens devido ao aumento dos níveis de obesidade, 

inatividade física e má alimentação (EVANS et al., 2000; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2017). Os sintomas do DMII podem ser idênticos às do tipo I, 

incluindo em particular, aumento da sede, micção frequente, cansaço, feridas de 

cicatrização lenta, recorrentes infecções e formigamento ou dormência nas mãos e 

pés. Como resultado, muitas vezes há um longo período para a detecção inicial e 

isso faz com que boa parte dos casos não são diagnosticados porque podem 

permanecer sem sintomas por muitos anos. E quando descoberto já se está em um 

quadro avançado de suas complicações (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2015). As causas da DMII não são completamente entendidas, mas 

há uma forte ligação com o sobrepeso e obesidade e com o aumento da idade, bem 

como com etnia e história familiar. Alguns fatores de risco relativos importantes 

incluem: obesidade, má alimentação e nutrição, inatividade, pré-diabetes ou 

tolerância prejudicada pela glicemia, tabagismo e história pregressa de diabetes com 

exposição do feto a sangue com elevada glicose durante a gravidez (IMAMURA et 

al., 2015; MALIK et al., 2010). 

Atualmente os modelos para indução experimental do diabetes já estão bem 

estabelecidos. Os mais utilizados são através principalmente de dois fármacos: o 

aloxano e a estreptozotocina. Os dois com potencial de gerar o diabetes tipo I. 

Porém o modelo induzido por estreptozotocina é um dos mais utilizados e de 

sucesso para se estudar os efeitos dessa doença em ratos e camundongos 

(AKBARZADEH et al., 2007; FURMAN, 2001; XU et al., 2014b). A estreptozotocina 

(STZ) é um derivado da nitrosoureia monofuncional, com atividade antibiótica de 

amplo espectro. STZ é um potente agente alquilante conhecido por metilar 

diretamente o DNA (HERR; JAHNKE; ARGOUDELIS, 1967). Usando 60 mg/kg de 

dose dessa droga em ratos, pode começar um processo auto-imune que resulta na 
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destruição das células beta das ilhotas de Langerhans. Esse efeito ocorre graças ao 

potencial dessa droga de aumentar o estresse oxidativo, principalmente nas ilhotas 

pancreáticas. A dose de 60 mg/kg resulta na toxicidade das células beta com 

surgimento de diabetes clínico dentro de poucos dias (WEISS, 1982). O atrativo 

desse modelo de indução está no seu baixo custo em relação a outros métodos de 

indução (FURMAN, 2001). 

Tanto o DMI quanto o DMII têm um cunho inflamatório muito significativo, 

inclusive na sua patogênese. Isso foi demonstrado pelo aumento tecidual e 

plasmático de marcadores da resposta inflamatória, como principalmente o TNF-α e 

IL-6, IL-8 e IL-1. No diabetes tipo I esse aumento foi mediado justamente por uma 

modulação imunológica associada a doenças autoimunes e desempenha um papel 

significativo na progressão dessa doença (BRADSHAW et al., 2009; CHEN et al., 

2017; COSENTINO; EGIDY ASSENZA, 2004; DOGAN et al., 2006). E, além disso, 

acredita-se atualmente que o estresse oxidativo tenha papel determinante na 

patogênese das complicações do diabetes (BROWNLEE, 2001b; REIS et al., 2008). 

O grande problema do diabetes e o que a torna de certa forma incapacitante 

são suas complicações. As mais frequentes são os distúrbios cardiovasculares, 

como cardiopatia isquêmica, doença vascular periférica (SCHEFFEL et al., 2004) e 

disfunção endotelial (BERTOLUCI et al., 2008); moléstias renais (principalmente que 

afetam os glomérulos) podem levar a nefropatia diabética (SUN et al., 2013); 

retinopatia e neuropatia, e além disso a diabetes leva ao agravamento da 

arteriosclerose, aumentando assim os riscos envolvidos no surgimento do infarto do 

miocárdio, infarto cerebral e doença arterial oclusiva das extremidades inferiores. 

Essas complicações são as primeiras causas de morbidade e mortalidade em 

pacientes diabéticos (KUZUYA et al., 2002). Além dessas, outras não tão 

propaladas, porém já bem conhecidos são os distúrbios no sistema reprodutor 

masculino (RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). 

 

2.2. SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO 

 

O sistema reprodutor masculino é responsável pelo processo fundamental da 

evolução que é a perpetuação da espécie. Isso ocorre de uma forma geral graças à 
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atividade sexual que por sua vez envolve uma interação entre componentes 

fisiológicos, psicológicos e comportamentais (LEVIN; RILEY, 2007). 

Este sistema é formado pelos testículos, epidídimos, canais deferentes, ducto 

ejaculador, uretra e pelas glândulas acessórias. Estas incluem as vesículas 

seminais, a próstata e glândulas uretrais (Figura 3) (GUYTON; HALL, 2011) e em 

alguns roedores existe também a glândula de coagulação (ESPOSITO et al., 1996). 

 Segundo Guyton; Hall (2011): 

O testículo é composto em humanos por até 900 túbulos seminíferos 

convolutos, onde é formado o esperma; cada um tem, em média, mais de 1 

metro de comprimento. O esperma, então, é lançado no epidídimo, outro 

tubo convoluto de, aproximadamente, 6 metros de comprimento. O 

epidídimo conduz ao canal deferente, que se alarga na ampola do canal 

deferente, imediatamente antes do canal entrar no corpo da glândula 

prostática.  

Duas vesículas seminais, uma de cada lado da próstata, desembocam na 

terminação prostática da ampola e os conteúdos da ampola e das vesículas 

seminais passam para o ducto ejaculatório e são conduzidos, através do 

corpo da glândula prostática, e, então, desaguando na uretra interna. Os 

ductos prostáticos recebem o conteúdo da glândula prostática e o 

conduzem para o ducto ejaculatório e, dai, para a uretra prostática. 

Finalmente, a uretra é o último elo de conexão dos testículos com o exterior. 

A uretra contém muco proveniente de grande número de pequenas 

glândulas uretrais, localizadas em toda sua extensão e, em maior 

quantidade, das glândulas bulbouretrais (glândulas de Cowper) localizadas 

próximas da origem da uretra (Figura 3) (GUYTON; HALL, 2011, p. 1025) 
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Figura 1. Componentes do aparelho reprodutor masculino. O testículo e o epidídimo estão 

representados em aumento diferente do das outras estruturas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). 

 

A fisiologia das atividades esteroidogênicas e espermatogênicas dos testículos 

são mediadas pela interação hormonal entre o hipotálamo, a adeno-hipófise e as 

células gonadais (células de Sertoli, espermatogênicas e de Leydig). A 

adenohipófise sintetiza três hormônios envolvidos nesse processo: o hormônio 

luteinizante (LH) que, no homem, algumas vezes, é referido como hormônio 

estimulante das células intersticiais; hormônio foliculoestimulante (FSH) e prolactina 

(PRL). Em resposta à liberação de LH pela hipófise, as células de Leydig produzem 

quantidades crescentes de testosterona. A PRL age em combinação com o LH para 

aumentar a atividade esteroidogênica das células de Leydig. Como existem 

receptores de FSH e de testosterona nas células de Sertoli, essas células são ditas 

como reguladores primários da espermatogênese (ROSS; PAWLINA, 2012). 

Os testículos têm uma função endócrina essencial tanto para o próprio sistema 

reprodutor masculino quanto para os outros tecidos do corpo. Neste órgão é 

produzida a testosterona (95% de toda testosterona produzida pelo organismo), um 

andrógeno imprescindível para a espermatogênese; desempenham um importante 

papel no desenvolvimento embrionário masculino e no fenótipo masculino do feto, e 

é responsável pelo dimorfismo sexual. Ademais os níveis periféricos de testosterona 

têm efeito na diferenciação do sistema nervoso central (SNC) e do aparelho genital e 

do sistema de ductos excretores genitais; crescimento e manutenção das 

características sexuais secundárias (como barba, distribuição masculina dos pelos 

púbicos e voz em tom grave); crescimento e manutenção das glândulas sexuais 

acessórias (vesículas seminais, próstata e glândulas bulbouretrais), sistema de 

ductos excretores genitais e da genitália externa (principalmente subprodutos da 

conversão da testosterona em diidrotestosterona (DHT)); processos metabólicos 

anabólicos e gerais, incluindo crescimento dos ossos e dos músculos esqueléticos, 

distribuição da gordura subcutânea e função renal; e por fim tem papel modulador no 

comportamento sexual, incluindo a libido (GUYTON; HALL, 2011; HEINDEL; 

TREINEN, 1989; ROSS; PAWLINA, 2012).  

Atualmente sabe-se que o diabetes pode impactar negativamente esse 

sistema, sendo referido como uma complicação da mesma, atuando assim na saúde 

física e mental do homem (LUE et al., 2017; SCHIAVI et al., 1993; XU et al., 2014). 
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2.3. ALTERAÇÕES REPRODUTIVAS E SEXUAIS NO DIABETES 

 

 Cerca de 90% dos pacientes do sexo masculino com diabetes tem algum nível 

de distúrbio na função sexual, incluindo diminuição da libido, impotência e 

infertilidade graças principalmente às alterações nos testículos em modelos 

experimentais animais (JIANG, 1996; PORTO et al., 2011)  

As disfunções sexuais são uma das complicações mais comum em pessoas com 

diabetes (ALVES et al., 2013; LUE et al., 2017; SCHIAVI et al., 1993). Ela é definida 

como incapacidade recorrente de obter e manter uma ereção que permita atividade 

sexual satisfatória (NASCIMENTO; GIAMI; RUSSO, 2009; SARRIS et al., 2016) 

sendo uma expressão sintomatológica de patologias isoladas ou associadas 

(MOURA; CERESÉR, 2002). Sua incidência em homens diabéticos é três vezes 

maior do que na população em geral (LUE et al., 2017; PENSON et al., 2003). A 

fisiopatologia da disfunção erétil (DE) na diabetes é composta por muitos fatores, 

como danos vasculares, hormonais e neurológicos (LUE et al., 2017b; SEFTEL et 

al., 1997). 

 Outros tipos de disfunções sexuais relacionados a essa doença são referidos na 

literatura. Como em um estudo feito por Ziaei-rad; Vahdaninia; Montazeri (2010), 

onde foi observada uma diminuição do desejo sexual da função orgástica e da 

satisfação sexual. Em outro estudo, Alves et al (2013) demonstraram outros tipos de 

distúrbios sexuais como ejaculação retrógrada e perda de libido. Além dessas 

alterações de cunho sexual, há relatos de outras modificações em parâmetros de 

cunho reprodutivos que estão relacionados com o aumento da infertilidade (ALVES 

et al., 2013; SHRILATHA, 2007; SIMAS et al., 2017). 

 Em relação às alterações nos parâmetros reprodutivos, Omolaoye; Skosana; Du 

Plessis (2018) observaram diminuição do número de espermatozoides e ausência 

de espermatogênese como efeito direto da hiperglicemia. Falência espermatogênica 

e diminuição do número de espermatozoides viáveis também foram relatados 

(ALVES et al., 2013; MARESCH et al., 2017). Outros achados também são muito 

referidos na literatura como diminuição do diâmetro dos túbulos seminíferos, da 

produção diária de esperma e da motilidade dos espermatozoides, vacuolização 

intra-epitelial, e modificações morfológicas dos espermatozoides (SIMAS et al., 



 

23 

 

2017), bem como espessamento da membrana basal (GUNELI et al., 2008) e 

apoptose de células da linhagem espermatogênica e de Sertoli (LONG et al., 2018).

 Como demonstrado anteriormente à fisiologia do sistema reprodutor masculino 

(SRP) é altamente dependente de andrógenos. Estudos já comprovam que células 

de Leydig, são altamente afetadas pelo DM, levando a diminuição na quantidade de 

testosterona e consequente hipogonadismo (LA VIGNERA et al., 2009). Essa 

diminuição pode acarretar na atrofia e consequente diminuição do peso de órgãos 

do sistema reprodutor masculino (RIBEIRO et al., 2006). 

Ademais essa enfermidade é um dos fatores patogênicos que mais influenciam 

(junto com o aumento da idade, hipercolesterolemia e anemia) para uma maior 

predisposição à deficiência androgênica (KÖHLER et al., 2008). Nesse ínterim o 

hipogonadismo que é muito comum em pacientes diabéticos pode contribuir 

significativamente para alterações no humor, libido, composição corporal e 

densidade óssea, bem como pode ser um fator preponderante para a patogênese da 

disfunção erétil, trazendo assim prejuízos à saúde do homem (HIJAZI; 

BETANCOURT-ALBRECHT; CUNNINGHAM, 2004). 

 O diabetes junto com o estresse oxidativo também afeta negativamente o 

sistema reprodutor masculino, sendo o estresse oxidativo o principal componente 

para os distúrbios nesse sistema (RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). 

 

 

2.4. DIABETES MELLITUS E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

O estresse oxidativo é caracterizado como um estado de desequilíbrio entre a 

produção de espécies reativas principalmente de oxigênio (ROS) e a capacidade 

antioxidante endógena, ou seja, o estresse é estabelecido quando a um excesso de 

ROS ou quando há uma diminuição das defesas antioxidantes próprias (TANIYAMA; 

GRIENDLING, 2003).  

As chamadas espécies reativas de oxigênio são definidas como átomos, íons 

ou moléculas que contem oxigênio com um elétron não-pareado em sua órbita 

externa. São caracterizados por sua grande instabilidade e alta reatividade. Podendo 

reagir assim com as principais classes de biomoléculas, sendo os lipídeos os mais 

suscetíveis. Alguns exemplos de ROS são: Superóxido O–2, Hidroxila OH, 
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Peróxidos lipídicos, Peróxido de hidrogênio H2O2 entre outros (DARLEY-USMAR; 

WISEMAN; HALLIWELL, 1995; REIS et al., 2008). Esse excesso de ROS pode atuar 

prejudicando a sobrevivência e longevidade da célula, modulando os mecanismos 

de apoptose e podendo levar a necrose celular. Isso ocorre, pois pode haver danos 

à nível de membrana, DNA, mitocôndrias e outras lesões nas organelas 

citoplasmáticas (MAIESE, 2015). 

Já os agentes antioxidantes podem ser definidos como qualquer molécula ou 

substância cuja disponibilidade, mesmo em baixas concentrações, iniba ou atrase a 

oxidação de um substrato. Existem diversas espécies de moléculas endógenas 

(sintetizadas internamente) ou exógenas (consumidas) que desempenham esse 

papel de defesa antioxidante e também podem ser consideradas biomarcadores do 

estresse oxidativo (SOMOGYI et al., 2007). Como por exemplo, glutationa 

(oxidada/reduzida), vitaminas C e E, cistina, moléculas degradadoras de ROS (ROS 

scavengers), ácido úrico, α-tocoferol, enzimas como catalase e superóxido 

dismutase (FREI; STOCKER; AMES, 1988; STINEFELT et al., 2005). Acredita-se 

que a albumina também seja uma proteína antioxidante, porém mais plasmática 

(FAURE et al., 2005; MERA et al., 2005). Ademais outra substância endógena que 

está se destacando atualmente como um potente antioxidante é a melatonina 

(REITER et al., 2016). 

O estado hiperglicemiante do diabetes, com consequênte aumento de ROS, 

reduz os níveis de óxido nítrico (NO) ativando a aldose redutase. E atua no aumento 

do fluxo de glicose pela via dos polióis, induzido pelo aumento de ROS, 

determinando maior conversão de glicose a sorbitol, reduzindo NADPH e glutationa 

(antioxidante intracelular) e aumentando o estresse oxidativo induzido pela 

hiperglicemia. O sorbitol é convertido à frutose, resultando aumento da relação 

NADH: NAD+, o que está associado com o aumento da síntese de diacilglicerol 

(DAG), principal ativador fisiológico da proteína kinase C (PKC) como mostrado na 

Figura 2 (DARLEY-USMAR; WISEMAN; HALLIWELL, 1995). Essa via DGA-PKC é 

essencial na regulação da permeabilidade vascular, contratilidade, proliferação 

celular, angiogênese, ação de citocinas, adesão leucocitária. Isso faz com que a 

exacerbação dessa via modulada pelo estado hiperglicemiante constante seja um 

dos mecanismos preponderantes na patogênese das complicações dessa doença 

como bem mostrado na Figura 3 (KOYA; KING, 1998). 



 

25 

 

Muitos estudos mostram de forma direta a relação do estresse oxidativo e o diabetes 

tipo I, porém ainda são poucos em relação ao quantitativo de informações sobre o 

DMII (REIS et al., 2008). 

 Em estudo feito em pacientes diabéticos Dominguez et al. (1998) demonstrou 

que dez dias após inicio clínico do diabetes já havia concentrações elevadas de 

malondialdeido (MDA) plasmático, que é um produto final da oxidação de ácidos 

graxos poliinsaturados, isso em relação ao grupo controle, sugerindo que radicais 

livres do oxigênio possam exercer seus efeitos nocivos em estados precoce da 

doença.  

  

 

Figura 2. Aldose redutase e a via dos polióis. A redução da aldose reduz aldeídos gerados por 

espécies reativas de oxigênio (EROs) a álcoois inativos, e glicose em sorbitol, usando NADPH como 

co-fator. Nas células onde a atividade redutase de aldoses é suficiente para reduzir a glutationa 

reduzida (GSH), o estresse oxidativo é aumentado. A sorbitol desidrogenase (SDH) oxida o sorbitol 

em frutose usando NAD + como co-facto (BROWNLEE, 2001b). 
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Figura 3. Anormalidades estruturais e funcionais decorrentes da ativação da via DAG-PKC 

hiperglicemia induzida. ET-1 = endotelina-1; NO = óxido nítrico; VEGF = fator de crescimento celular 

derivado do endotélio; TGF-β = fator transformador do crescimento beta; PAI-1 = inibidor do ativador 

do plasminogênio 1; NFκB = fator nuclear κ-B; NAD(P) = H forma reduzida de NADP+; ROS = 

espécies reativas de oxigênio.(BROWNLEE, 2005) 

 

 Silva et al. (2011) em estudo com ratos induzidos ao diabetes pela 

estreptozotocina demonstrou que os níveis teciduais de enzimas antioxidantes 

estavam bem diminuídos nos animais diabéticos em relação ao grupo controle, em 

alguns o valor caiu quase pela metade. Mera et al. (2005) teve achados parecidos 

pois houve diminuição da defesa antioxidante com consequente aumento do 

estresse oxidativo, além disso, segundo o mesmo autor há indicativo que as 

complicações do diabetes tanto são exacerbadas como exacerbam o estresse 

oxidativo. 

 Nesse ínterim a melatonina vem mostrando bastantes efeitos positivos para 

amenizar as complicações do diabetes, inclusive através de sua potente capacidade 

antioxidante (JIANG et al., 2016; REZVANFAR et al., 2017; SALMANOGLU et al., 

2016). Em comparação com outras moléculas sinalizadoras as suas numerosas 

ações farmacológicas são ditas como excepcionais (PANDI-PERUMAL et al., 2006). 

 

2.5.  MELATONINA 

 

A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina é uma indolamina (por ter uma 

estrutura química indol). É o principal hormônio sintetizado pela glândula pineal nos 
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vertebrados (AXELROD, 1974; COMMENTZ; HELMKE, 1995). Mas pode também 

ser produzida por outras estruturas (fontes secundárias de produção) como retina, 

intestino, pele, plaquetas, medula óssea e provavelmente em outros locais, cuja 

contribuição sistêmica é mínima (STEFULJ et al., 2002). Foi descoberta pelo 

dermatologista Lerner et al. (1958) em pineais de bovinos. Essa molécula recebeu 

essa nomeação pelo fato de que ilumina a pele de rãs pela contração dos 

melanóforos, por isso do nome, ou seja, hormônio que contrai melanóforo; grego: 

μελαs = preto; τoυos = tensão, no sentido de contração (CLAUSTRAT; BRUN; 

CHAZOT, 2005). 

Esta é uma indolamina (Figura 4), nos quais os dois grupos funcionais não lhe 

dão somente capacidade para a especificidade da ligação ao receptor, mas também 

para sua anfifilicidade fazendo com que essa molécula entre em qualquer célula, 

compartimento ou fluido corporal (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 

2006; POEGGELER BURKHARD et al., 2002) . Na medida em que esta se difunde 

através das membranas biológicas com facilidade, ela pode exercer ações em quase 

todas as células do corpo. Alguns de seus efeitos são mediados por receptores, 

enquanto outros são independentes do receptor (PANDI-PERUMAL et al., 2006). 

Esse hormônio pineal possui dois tipos de receptores: o MT1 e o MT2. Estes 

por sua vez são proteinas transmenbrana que a atravessam sete vezes e são 

acoplados a proteína G. A sinalização intracelular é modulada pela modificação das 

atividades do adenilato ciclato, fosfolipase C (PLC), guanilato ciclase e canais de 

cálcio e potássio (PANDI-PERUMAL et al., 2008).   

 

Figura 4. Estrutura química da molécula da melatonina (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; 

CARDINALI, 2006). 
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Os receptores MT1 são expressos em diferentes tecidos e órgãos como retina, 

ovário, testículos, vesícula biliar, aorta, fígado, rim, pele e sistema cardiovascular 

(SINGH; JADHAV, 2014; SLOMINSKI et al., 2008). Estes receptores foram clonados 

a 20 anos atrás de ovelhas e humanos e têm 350 aminoácidos de comprimento. A 

ativação desse receptor inibe a adenilil ciclase, que diminui a produção de AMPc e 

reduz a ação da proteína quinase. Como efeito desse processo ocorre a fosforilação 

da proteína de ligação a elementos responsiva a cAMP (CREB). O receptor MT1 

também ativa a fosfolipase, que regula o fluxo iônico dentro da célula (SINGH; 

JADHAV, 2014). 

Já o receptor MT2 foi clonado em 1995 da retina do cérebro e da glândula 

pituitária humana e tem cerca de 363 aminoácidos. A ligação da melatonina a este 

receptor inibe a adenilil ciclase e diminui o AMPc. Através do receptor MT2, a 

melatonina também inibe a guanilil ciclase e reduz a formação de GMPc; ademais, é 

através da PLC, que a melatonina afeta a proteína quinase, que é responsável pelo 

fluxo iônico dentro da célula. 

Existem também os receptores MT3 (quinona redutase II), mas estes ainda não 

foram identificados em humanos, porém já se tem conhecimento que já foram 

expressos em hamster, principalmente no fígado e nos rins. Esses receptores, 

diferente dos outros, tem menos afinidade pela melatonina, não estão acoplados à 

proteína G e não são sensíveis a Na+, Mg+2, Ca+2 (PANDI-PERUMAL et al., 2008; 

SLOMINSKI et al., 2012). 

O estopim da síntese de melatonina ocorre através da transformação do 

aminoácido triptofano em 5-hidroxitriptofano através da enzima triptofano hidroxilase 

(TPH). A concentração de triptofano na pineal é bastante elevada, sendo captado da 

circulação, provavelmente, por um mecanismo de transporte de aminoácidos neutros 

(VILLELA, 2008). Na glândula pineal a enzima TPH apresenta um ritmo circadiano 

de atividade, com taxas mais elevadas na parte da noite, promovendo um aumento 

na produção de 5-hidroxitriptofano durante a noite. Esse aumento da atividade em 

duas vezes durante a noite deve-se tanto à sua síntese aumentada, quanto pela 

indução da transcrição gênica e síntese de proteinas, como a ativação de enzimas 

por fosforilação (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005; SHIBUYA; TORU; 

WATANABE, 1977; SITARAM; LEES., 1984).Tanto o ritmo do RNAm da TPH, bem 

como o ritmo de atividade da enzima são induzidos por estimulação noradrenérgica, 
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através da via AMPc e PKA, a qual fosforila a proteína CREB levando a transcrição 

da enzima TPH (BOADLE-BIBER, 1979; SHEIN; WURTMAN, 1971; SITARAM; 

LEES 1984). A fosforilação da TPH pode ser feita pela PKA, pela quinase 

dependente de cálcio (CaMK) e pela PKC (BERNARD et al., 1999; SHEIN; 

WURTMAN, 1971; SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003). 

O produto formado pela TPH, o 5-hidroxitriptofano sob a ação da 

descarboxilase 1 aminoácido aromático é transformado em serotonina, ou 5-

hidroxitriptamina. Durante o período da noite há a ativação da via metabólica mais 

importante a partir da serotonina, a qual leva a síntese da melatonina. Onde há a 

redução da serotonina durante o período noturno graças à ativação da 

arilalquilamina-N-acetiltransfarase (AA-NAT) que transforma serotonina em N-acetil 

serotonina, e esta logo em seguida é oxi-metilada pela enzima hidroxi-indol-O-

metiltransferase (HIOMT) dando origem à N-acetil-5-metoxitriptamina, a melatonina 

(Figura 5) (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005; HARDELAND; PANDI-PERUMAL; 

CARDINALI, 2006; PANDI-PERUMAL et al., 2006; SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 

2003; STEFULJ JASMINKA et al., 2002). Dentre vários outros pontos extra pineal da 

biossíntese da melatonina, o gastrointestinal é de particular importância, pois produz 

quantidades de melatonina excedendo várias centenas de vezes as encontradas na 

glândula pineal. A melatonina gastrointestinal também pode ser liberada na 

circulação, especialmente sob a influência de altos níveis dietéticos de triptofano 

(BUBENIK, 2002). 

O fígado elimina 90% deste hormônio circulante e é o principal local do seu 

metabolismo. Cerca de 1% desta aparece inalterada na urina (CLAUSTRAT; BRUN; 

CHAZOT, 2005; FRANCIS et al., 1987). No fígado ocorre primeiro a hidroxilada na 

posição C6 pelas mono-oxigenases do citocromo P450 (isoenzimas CYP1A2, 

CYP1A1, CYP1B1) (Figura 5) e depois acontece a conjugação com o sulfato então é 

excretada na forma de 6-sulfatoximelatonina. A conjugação de glucuronido é 

extremamente limitada (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005; PANDI-PERUMAL et 

al., 2006). 
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Figura 5. Formação da melatonina, com suas principais vias de catabolismo indólico e 

interconversões entre indolominas bioativas. CYP, isoformas do citocromo P450 (hidroxilases e 

demetilases (PANDI-PERUMAL et al., 2006). 

 

CYP2C19 e, à taxas mais baixas, o CYP1A2 também desmetilam a melatonina 

em N-acetil-serotonina, sendo de certa forma também um de seus precursores (MA 

et al., 2005). Já o metabolismo nos tecidos extra-hepáticos exibe certas diferenças 

cruciais. Por exemplo, nos tecidos de origem neural, incluindo a glândula pineal e a 

retina, há enzimas de desacetilação de melatonina, que são ou desacetilases de 

melatonina específicas ou em menor quantidade arilacilamidases específicas. Como 

a acetilcolinesterase eserina-sensível tem uma atividade lateral de arilacilamidase, a 

melatonina pode ser desacetilada em 5-metoxitriptamina em qualquer tecido que 

onde exista esta enzima (Figura 5) (HARDELAND et al., 1993; PANDI-PERUMAL et 

al., 2006). Essa indolamina também pode ser metabolizada não enzimaticamente 

em todas as células, e também extracelularmente, por radicais livres e alguns outros 

oxidantes. É convertido em 3-hidroximelatonina cíclica quando é retirado 

diretamente dois radicais hidroxila (TAN et al., 1998). Uma parte desse hormônio 

metabolizado é convertida em derivados de quinuramina, mas especificamente no 
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cérebro. E esse metabolitos como a N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina são de 

interesse, pois eles têm participação nas propriedades antioxidantes e 

antiinflamatórias dessa molécula (HIRATA et al., 1974; MAYO et al., 2005; 

RESSMEYER et al., 2003; TAN et al., 2002, 2001). 

Esta indolamina é uma molécula ubíqua na natureza e acredita-se que suas 

ações sejam um dos mecanismos filogeneticamente mais antigos de todos os 

mecanismos biológicos de sinalização. E já foi identificada em todos os principais 

táxons de organismos como bactérias, eucariontes unicelulares e macroalgas, além 

de ser identificada também em diferentes partes de plantas (incluindo raízes, flores, 

caules e sementes) e em espécies de vertebrados e invertebrados (mamíferos, 

esponjas, anelídeos, queliceratos e equinodermos) (CLAUSTRAT; LESTON, 2015; 

HARDELAND RÜDIGER; POEGGELER BURKHARD, 2003; PANDI-PERUMAL et 

al., 2006). 

Essa ocorrência generalizada indica uma alta idade evolutiva. Porém, em uma 

variedade tão notável de organismos filogeneticamente distintos, não se pode 

esperar que essa molécula exerça efeitos fisiológicos semelhantes em todos os 

organismos, pelo menos não em termos de sinalização (HARDELAND RÜDIGER; 

POEGGELER BURKHARD, 2003). Os seus principais efeitos fisiológicos estão 

relacionados com a duração da escuridão. Nesse contexto sua função é mediar os 

sinais do ciclo claro/escuro, com possíveis interferências no controle da ritmicidade e 

sazonalidade circadiana. Porém essa função principal, que é gerada à noite, é 

interpretada de maneiras diferente em animais noturnos e humanos (CLAUSTRAT; 

LESTON, 2015). 

Estes seus papeis como moduladora e mediadora nas mudanças fisiológicas 

sazonais e comportamentais, de determinante do ciclo sono-vigília, da atividade 

reprodutora e metabólica de diversas espécies (MAGANHIN et al., 2008) são 

amplamente difundidos, principalmente em espécies onde esse ritmo fotoperiódico é 

realmente essencial. Porém por muito tempo os seres humanos foram tidos como 

uma espécie pouco sensível a tais variações, com quase nenhuma mudança entre a 

duração e liberação da mesma entre o verão e inverno por exemplo. Porém alguns 

estudos trazem uma posição contaria a essa perspectiva, mostrando que há certa 

controvérsia acerca do assunto. Nesses estudos (feito em locais muitos frios e onde 

há mudanças nas estações mais marcantes) demonstrou-se que há uma variação 
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sazonal entre os níveis de dessa hormona e seus efeitos fisiológicos. (KAUPPILA et 

al., 1987; YONEYAMA; HASHIMOTO; HONMA, 1999). 

Em contrapartida estas respostas ao ritmo sazonal em humanos não é tão 

marcante, quanto em outras espécies que respondem a essas mudanças temporais. 

Nesse ínterim, outros estudos demonstraram que fatores nutricionais e ambientais 

(luz artificial e atenuação das mudanças de temperatura nas sazões) tenham sido 

responsáveis pelo declínio da sazonalidade humana. E em meio urbanos 

principalmente não se verificou mudanças sazonais nos perfis melatonina, cortisol, 

tireotropina e temperatura retal em homens expostos à luz natural e artificial (WEHR, 

2001; WEHR et al., 1995). 

Na atualidade essa indolamina tem ganhado papel de destaque também com 

sua função chave na regulação e modulação do sistema imunológico. Essa relação 

melatonina/sistema imunológico só é possível graças a onipresença dos seus 

receptores e sua síntese nesse sistema (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010). 

A inibição farmacológica de sua síntese pelo propanolol causou supressão das 

respostas imunológicas humorais e celulares em camundongos (GUERRERO; 

REITER, 2002). Já a ablação da pineal levou a uma perda substancial do peso em 

órgãos linfoides primários e secundários e uma consequente diminuição nos 

componentes e funções celulares associados às respostas inatas e específicas 

(CARRILLO-VICO et al., 2005, 2006). Mostrando assim sua importante função na 

modulação da imunidade. Demonstrou-se também que o interferon gama aumenta a 

sua produção nas glândulas pineais cultivadas in vitro (WITHYACHUMNARNKUL et 

al., 1990) e que o fator estimulador de colônia de granulócitos(G-CSF) e fator 

estimulador de colônia de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) estimulou a sua 

síntese in vivo e in vitro (ZYLIŃSKA et al., 1995). E, além disso, esse hormônio 

mostrou ter a capacidade de controle dos ritmos diurnos e sazonais da proliferação 

de leucócitos e da atividade das células NK (DRAZEN et al., 2001; MATSUMOTO et 

al., 2001). 

Como uma clássica e potente molécula anti-inflamatória ela pode reduzir 

lesões teciduais oxidativas e inibir seletivamente as fases tardia/crônica da resposta 

inflamatória. Bem como poderia atuar no inicio desse processo, estimulando 

mediadores químicos como o ácido araquidônico, estimulando ainda mais essa via. 

No geral essa indolamina poderia evitar as complicações crônicas da inflamação 
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(RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010). Nos últimos anos foi relatado também 

que a melatonina possui importantes funções como uma molécula antiviral, 

antibiótica e antiparasitária. Além disso, um grupo substancial de pesquisas 

destacou o aumento da sobrevivência de animais submetidos a choque séptico após 

a sua administração (BAGNARESI et al., 2012; CARRILLO-VICO et al., 2013; 

SRINIVASAN; MOHAMED; KATO, 2012). 

Outras propriedades associadas à esta molécula são: maior cicatrização óssea 

(YILDIRIMTURK et al., 2016); tratamento contra o cancer (LISSONI et al., 2003; XIN 

et al., 2015); efeito antiapoptótico (FERREIRA et al., 2010,; RADOGNA et al., 2008); 

capacidade ateroprotetora (FAVERO et al., 2014); prevenção contra lesões 

isquêmicas (AKTAS et al., 2011); proteção contra doenças neurodegenerativas 

(SRINIVASAN et al., 2005) e alta atividade antioxidante (GOBBO et al., 2015; 

REITER et al., 2016; TEIXEIRA, 2003; ZHANG; ZHANG, 2014). 

A importância e influência da melatonina no metabolismo dos carboidratos 

ainda é fonte de controvérsia entre os autores. No sentindo de uns atestarem que há 

uma relação e de outros que afirmam o contrario. Porém há relatos de que esse 

hormônio pineal está associado com aumento da tolerância à glicose e glicogênese 

muscular e hepática. Além de que a pinealectomia diminuiu a secreção de insulina, a 

tolerância à glicose, assim como aumentou a concentração de piruvato no sangue 

(NANU et al., 1979; PESCHKE, 2008). Ademais mutações genéticas no receptor 

MT2 da melatonina em humanos estão associadas com risco elevado no 

desenvolvimento do diabetes (ESPINO; RODRIGUEZ; PARIENTE, 2018; 

PESCHKE; MÜHLBAUER, 2010). 

Com o envelhecimento a síntese desta molécula decai e com ela há um 

prejuízo na sinalização da insulina, levando a uma resistência à mesma. Porém a 

suplementação com melatonina mostrou capacidade de aumentar a sensibilidade à 

insulina e prevenir a resistência relacionada à idade (RICARDO et al., 2013). Outros 

atestam resultados semelhantes com redução da insulinemia em ratos diabéticos 

(AHMAD et al., 2011) 

Moléculas ou substâncias com capacidade farmacêutica de atividade sutil (que 

podem ser chamadas de compostos inteligentes), porém de origem natural, com 

capacidade de limitar, regular e combater a inflamação crônica estão no centro das 

pesquisas atualmente. As moléculas endógenas que podem servir como suplemento 
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exógeno aumentando assim os níveis fisiológicos normais do organismo e mudando 

o tempo ou a localização dentro do corpo em relação a sua síntese endógena como 

a melatonina, podem ser uma ferramenta terapêutica potencial para a melhora da 

saúde humana (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010). Inclusive contra 

doenças de cunho inflamatório e que são ditas como problemas de saúde pública 

mundial como é a diabetes (OZKANLAR et al., 2016; SHARMA et al., 2015; SHE; 

LAUDON; YIN, 2014). 

 

2.6.  MELATONINA, DIABETES E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 A melatonina atualmente está se destacando através da sua capacidade 

antioxidante protetora para diversas doenças onde o estresse oxidativo é 

participante ativo da sua patogênese como o diabetes (MEDZHITOV, 2008; 

RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010; REITER et al., 2016; SHARMA et al., 

2015). 

 Segundo Reiter et al. (2003), a ação antioxidante da melatonina parece agir por 

diferentes vias: 1. Como neutralizador direto de Radicais Livres; 2. Como 

antioxidante indireto via estimulação de enzimas antioxidantes; 3. Aumentando a 

eficiência da fosforilação oxidativa mitocondrial e reduzindo o vazamento de elétrons 

(diminuindo, com isso, a geração de radicais livres); 4. Aumentando a eficiência de 

outros antioxidantes. Diferentemente de outros antioxidantes bastante lipofílicos, 

como é o caso da vitamina E, que é inicialmente presa na membrana plasmática, a 

melatonina passa pelas membranas celulares, alcançando facilmente 

compartimentos intracelulares, particularmente, a mitocôndria (MARTÍN-HIDALGO et 

al., 2011). Porém quando a melatonina passa pelas membranas celulares, ela se 

localiza, principalmente, em posição superficial nas bicamadas lipídicas, próxima à 

cabeça polar dos fosfolípideos da membrana. Nessa posição, ela é capaz de 

funcionar como um “removedor” (scavenger) de radicais livres e também promover 

meios indiretos pelos quais as membranas podem resistir ao dano oxidativo, 

estabilizando a fluidez da membrana e preservando sua eficiência (REITER, 2000). 

Esta estabilização também ocorre na membrana interna das mitocôndrias, o que 

poderia melhorar a atividade da cadeia de transporte de elétrons (MARTÍN-

HIDALGO et al., 2011). 
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 Esta indolamina possui propriedades redutoras devido à presença de um anel 

aromático rico em elétrons, funcionando como um doador de elétrons (JOU et al., 

2007). O seu potencial redutor exerce uma regulação nas atividades dos complexos 

I e IV da mitocôndria, o que sugere que ela pode interagir com componentes da 

cadeia de transporte de elétrons, aumentando o fluxo de elétrons e, 

consequentemente, a produção de adenosina tri-fosfato (ATP) (CARPENTIERI et al., 

2012). 

 Muitos estudos atualmente indicam a suplementação com a melatonina como 

uma importante alternativa terapêutica na prevenção contra o diabetes, tanto de 

suas complicações quanto de sua patogênese, indicando assim a importância de 

novos estudos que evidenciem e clareiem inclusive os efeitos protetores da 

suplementação com esse hormônio no inicio do diabetes (CARPENTIERI et al., 

2012; RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010; RICARDO et al., 2013; SHE; 

LAUDON; YIN, 2014). Em um trabalho feito por Sudnikovich et al. (2007) foi 

observado que a melatonina possui um efeito atenuador benéfico no controle de 

complicações vasculares diabéticas por estreptozotocina, como prevenção no 

aumento de óxido nítrico no plasma sanguíneo e tecido aórtico.  

 O tratamento com a mesma mostrou ainda, a capacidade de diminuir os níveis 

de malondialdeído e aumentar os níveis de glutationa na aorta e corpo cavernoso na 

indução do diabetes por estreptozotocina  (PASKALOGLU; ȘENER; AYANĞOLU-

DÜLGER, 2004) e diminuiu os efeitos negativos do estresse oxidativo na lesão 

ovariana relacionada à diabetes (NAYKI et al., 2016). Ademais esse hormônio 

mostrou eficiência na redução da hiperglicemia, hiperlipidemia e na redução dos 

níveis de TNF-α e IL-1 (moléculas pró-inflamatórias) suprimindo assim parte da 

inflamação tanto em modelos diabéticos humanos quanto em animais (NISHIDA, 

2005). Outros experimentos a validam como forma de tratamento coadjuvante, ou 

seja, junto com outros medicamentos no tratamento de complicações do diabetes. 

Como mostrado no trabalho de Motawi et al. ( 2016), onde houve diminuição dos 

efeitos deletérios, inclusive histopatológicos, da nefropatia diabética. 
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Resumo: O objetivo do presente estudo foi analisar os testículos de ratos diabéticos tratados 

com melatonina. Foram utilizados 50 ratos albinos divididos nos seguintes grupos: GC: ratos 

sem indução ao diabetes; GD: ratos induzidos ao diabetes e tratados com placebo; GDI: ratos 

induzidos ao diabetes e após confirmação tratados com insulina GDM: ratos induzidos ao 

diabetes e após confirmação tratados com melatonina e GDMS: ratos induzidos ao diabetes e 

simultaneamente tratados com melatonina. A melatonina foi administrada na dosagem de 10 

mg/kg na água, todo dia durante 20 dias pela noite. O diabetes foi induzido pela 

estreptozotocina (60 mg/kg) e confirmada após cindo dias da indução. A insulina foi 

administrada em 5 UI/dia em diferentes momentos do dia durante 20 dias. Os testículos foram 

submetidos à análise histopatológica, morfométrica, imunohistoquímica e estresse oxidativo 

tecidual. Os animais tratados com melatonina tiveram redução nos níveis glicêmicos e de 

citocinas inflamatórias. Por outro lado, ocorreu um aumento das enzimas antioxidantes e 

manutenção dos níveis séricos de testosterona e receptores de andrógenos. Não se observou 

alterações na estrutura do epitélio germinativo suplementados com melatonina. Mostrando 

assim sua alta capacidade terapêutica. 

 

Palavras-chave: Diabetes, imunohistoquímica, melatonina, ratos, testículo, estresse 

oxidativo. 
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Abstract: The aim of the present study was to analyze the testes of diabetic rats treated with 

melatonin. Fifty albino rats were divided into the following groups: GC: rats without diabetes 

induction; GD: rats induced to diabetes and treated with placebo; GDI: diabetes-induced and 

post-confirmation rats treated with GDM insulin: diabetes-induced and post-confirmation 

mice treated with melatonin and GDMS: diabetes-induced mice and simultaneously treated 

with melatonin. Melatonin was administered at a dosage of 10 mg / kg in water, every day for 

20 days at night. Diabetes was induced by streptozotocin (60 mg / kg) and confirmed after the 

fifth day of induction. Insulin was administered at 5 IU / day at different times of the day for 

20 days. The testes were submitted to histopathological, morphometric, immunohistochemical 

and tissue oxidative stress analysis. The animals treated with melatonin had a reduction in 

glycemic and inflammatory cytokine levels. On the other hand, there was an increase in 

antioxidant enzymes and maintenance of serum levels of testosterone and androgen receptors. 

There were no changes in the structure of the germinative epithelium supplemented with 

melatonin. Thus showing its high therapeutic capacity.. 

 

Keywords: Diabetes, immunohistochemistry, melatonin, rats, testis, oxidative stress. 

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

1. Introdução 

O diabetes mellitus é uma doença crônica que causa diversas complicações como 

distúrbios cardiovasculares, disfunção endotelial, nefropatia diabética, retinopatia e neuropatia 

(BERTOLUCI et al., 2008; KUZUYA et al., 2002; SCHEFFEL et al., 2004). Além disso, 

pode também impactar a saúde sexual e reprodutiva masculina (LUE et al., 2017a; 

RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008), levando cerca de 90% dos pacientes 

do sexo masculino com diabetes apresentarem algum distúrbio na função sexual (JIANG, 

1996; PORTO et al., 2011).  

Estudos demonstram que células de Leydig são altamente afetadas pelo diabetes, 

ocasionando a redução dos níveis séricos de testosterona (LA VIGNERA et al., 2009). Essa 

diminuição pode acarretar na atrofia e consequente diminuição do peso dos testículos e outros 

órgãos do sistema reprodutor (RIBEIRO et al., 2006), devido este órgão ser andrógeno 

dependente (CARVALHO et al., 2002).  

Outras anormalidades podem estar relacionadas ao DM, como diminuição do desejo 

sexual (ZIAEI-RAD; VAHDANINIA; MONTAZERI, 2010), perda da libido (ALVES et al., 

2013), oligospermia e azoospermia (OMOLAOYE; SKOSANA; DU PLESSIS, 2018). 

Ademais, o diabetes também é uma doença de cunho inflamatório, onde há um aumento de 

citocinas inflamatórios como o TNF-α e IL-6, IL-8 e IL-1, que estão associados com a 

progressão dessa doença (BRADSHAW et al., 2009; CHEN et al., 2017; COSENTINO; 

EGIDY ASSENZA, 2004; DOGAN et al., 2006; DOGANAY et al., 2002; ERBAĞCI et al., 

2001; HUSSAIN et al., 1996). 

O estresse oxidativo tem papel determinante nas lesões teciduais decorrentes do 

diabetes (BROWNLEE, 2001a; REIS et al., 2008). NO sistema reprodutor masculino, 

principalmente nos testículos (RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). A 

melatonina, possui uma forte atividade antioxidante (GOBBO et al., 2015; REITER et al., 
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2016; TEIXEIRA, 2003; ZHANG; ZHANG, 2014) e também atua como anti-inflamatória 

podendo evitar complicações crônicas da inflamação (RADOGNA; DIEDERICH; 

GHIBELLI, 2010). 

O diabetes promove alterações na função sexual e reprodutiva (FAIRBURN; 

MCCULLOCH; WU, 1982; JIANG, 1996). Levando-se em consideração que existem poucos 

tratamentos na medicina reprodutiva especificamente adaptados para pacientes diabético e 

que os tratamentos convencionais não amenizam suas complicações a longo prazo 

(BACCETTI et al., 2002) e que segundo Bojunga et al. (2004) tratamentos com antioxidantes 

podem ser uma importante opção terapêutica para as complicações relacionadas à diabetes, 

além disso a melatonina vem mostrando efeitos promissores para amenizar as complicações 

dessa patologia (JIANG et al., 2016; REZVANFAR et al., 2017) torna-se de extrema 

importância investigar a ação da melatonina sobre os testículos de ratos diabéticos, como um 

possível tratamento para esse mal que atinge uma grande porção da população mundial. 
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2. Material e Métodos 

Foram utilizados 50 ratos albinos (Rattusnorvegicusalbinus) da linhagem Wistar, com 

idade em torno 65 dias de idade, pesando em torno de 245 ± 25g, procedentes do Biotério do 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco. O experimento foi submetido ao comitê de ética institucional e aprovado sob 

número de licença N° 80/ 2017. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentação e 

água adlibitum, na temperatura de 22 ± 1ºC e iluminação artificial que estabeleceram um 

fotoperíodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o período de luz das 06:00 às 

18:00h. Os animais foram divididos ao acaso em 5 grupos, cada um com 10 animais:GC:ratos 

sem indução ao diabetes pela estreptozotocina;GD:ratos induzidos ao diabetes pela 

estreptozotocina e tratados com placebo;GDI:ratos induzidos ao diabetes pela 

estreptozotocina e após confirmação do diabetes tratados com insulina durante 20 dias; 

GDM:ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e após confirmação do diabetes 

tratados com melatonina na dosagem de 10mg/kg de peso corporal durante 20 

dias;GDMS:ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e simultaneamente tratados com 

melatonina na dosagem de 10mg/kg de peso corporal durante 20 dias;. 

2.1. Indução do diabetes 

O diabetes foi induzido pela administração intraperitoneal de solução de 

estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) após jejum alimentar de 14 horas e confirmado 

no quinto dia após a aplicação. A estreptozotocina foi diluída em tampão citrato de sódio a 10 

mM e pH 4,5, na dosagem única de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais não diabéticos 

(grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solução salina e 

decorridos 30 minutos da administração todos os animais foram alimentados normalmente 

(DALL’AGO et al., 2002). Foram incluídos no estudo apenas animais que apresentaram 
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glicose sanguínea acima de 200 mg/dL (Glicosímetro Kit Accu-Chek Activ), exceto do grupo 

controle, para início do tratamento com a melatonina ou insulina.   

 

2.2. Administração da Melatonina 

  A administração da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizada através da 

água de beber, no início da noite (18:00) durante 20 dias na dosagem de 10 mg/kg 

(SUDNIKOVICH et al., 2007). Para isso a melatonina foi dissolvida em etanol (0,02 mL) e 

diluída em solução salina (OZGUNER; BARDAK; COMLEKCI, 2006). Após a preparação, 

as garrafas foram protegidas da luz com auxilio de papel alumínio e disponibilizado aos 

animais (AGIL et al., 2013). 

 

2.3. Administração da Insulina 

A insulina foi administrada por via subcutânea durante 20 dias, na dose de 5 U/dia, 

sendo duas unidades de insulina às 10 h e três unidades restantes às 19 h (PINHEIRO et al., 

2011). 

 

2.4. Dosagem de Testosterona Total 

As amostras de sangue foram coletadas antes da indução, 10 e 20 dias após tratamento. 

Para isso, os ratos foram imobilizados em contensor mecânico e o sangue coletado por punção 

da veia caudal lateral com uso de cateter (24G) (PEREIRA., 2001). Após centrifugação 

refrigerada, o plasma foi acondicionado em microtubo eppendorf, em duplicata, e congelado a 

-20°C até o momento das dosagens (TEIXEIRA et al., 2004). A testosterona plasmática foi 

determinada pelo método de ELISA utilizando "kit" comercial específico para rato 

(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA - EUA). 
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2.5. Níveis glicêmicos 

A glicemia dos animais foi monitorada durante o período experimental, sendo medida 

com o auxílio de um Glicosímetro Kit Accu-Chek Activ, nos momentos antes da indução, 

confirmação do diabetes, 10 e 20 dias das administrações de melatonina ou insulina.  

 

2.6. Exame histopatógico dos testículos. 

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 

(80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular e em seguida foram retirados os 

testículos. Após esse procedimento os animais foram eutanasiados com tiopental sódico 100 

mg/kg. O material foi fixado em formol tamponado por 24 h e posteriormente, processado 

para inclusão em parafina e historesina. Posteriormente os cortes dos testículos foram 

submetidos à coloração de hematoxilina-floxina para análise histopatológica em microscópio 

de luz, da marca OLYMPUS BX-49. Tirando fotos na objetiva de 10x e 40x. 

 

2.7.  Morfometria 

          Foram feitas duas mensurações morfométricas: altura média do epitélio e diâmetro 

médio do epitélio. Para isso foram utilizadas fotos com um aumento de 10x e foram 

selecionados somente os túbulos em corte transversal e os mais circulares possíveis. Foram 

empregadas cinco lâminas de cada grupo, provinda de animais diferentes, e de cada lâmina 

foram tiradas fotos e selecionadas três túbulos de cada lâmina, totalizando 15 valores para 

cada grupo. Para a altura média do epitélio foram contabilizados quatro raios de cada túbulo 

pegando toda altura epitelial germinativa até o espermatozóide ou espermátide. 

Posteriormente esses quatro valores foram somados e divididos por quatro para se ter a altura 

média. Os mesmos túbulos utilizados para quantificar a altura do epitélio foram usados para 

medir o diâmetro tubular. Nesse caso mediram-se dois diâmetros em posição cruzada, então 
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esses valores foram somados e divididos por dois para se ter o diâmetro médio (TAKASHIBA 

et al., 2011). Essas quantificações foram feitas através do programa IMAGE J calibrado em 

micrômetros. 

2.8. Cálculo do Índice gonadossomático 

Foi utilizado para observação do aumento do peso dos testículos como um indicativo da 

ação do DM. Para tanto foi calculado a razão entre os pesos dos órgãos pelo peso corpóreo de 

cada animal, para a obtenção de seus respectivos índices gonadossomático (MORAIS et al., 

2009), como na figura abaixo:  

 

Onde: 

IO: Índice gonadossomático / PO: Peso do órgão / PC: peso corporal. 

 

2.9.  Estresse Oxidativo Tecidual 

A mensuração dos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

realizada pelo método de Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Fragmentos do testículo foram 

macerados em banho de gelo com 5 mLK de KCl 1, 15% + EDTA 3mM por grama de tecido. 

Em seguida, 10 mg de tecido foram adicionados a um meio de reação contendo dodecil 

sulfato de sódio (SDS) 0,4%, ácido tricloroacético (TCA) 7,5% e ácido tiobarbitúrico 0,3%. 

Os tubos de reação foram selados e incubados a 95ºC por 60 minutos. Após resfriamento em 

água corrente, foi adicionado um volume de n-butanol para cada volume de reação e os tubos 

foram centrifugados a 1000 x g por 10 minutos. A absorbância da fase orgânica foi mensurada 

em 535nm. O resultado foi corrigido pela concentração de proteína do homogentato. A 
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dosagem de proteína foi realizada pelo método de Folin, utilizando BSA como padrão 

(LOWRY et al., 1951). 

Os níveis da glutationa reduzida (GSH) foram determinados através da mensuração de 

grupamentos sulfridilas não protéicos (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A partir do homogenato 

obtido para avaliação da peroxidação lipídica, 80 a 160 mg do tecido foram precipitados em 

solução de TCA 5%. Em seguida, um volume do sobrenadante foi adicionado a um volume de 

meio de reação contendo TRIS 4mM, EDTA 4mM e DTNB 4mM a um pH 8,9. A reação foi 

incubada em temperatura ambiente por 5 minutos e a absorbância foi mensurada em 412 nm. 

O resultado foi corrigido pela concentração de proteína do homogenato. Todas as dosagens 

foram realizadas em triplicata. 

 

2.10.  Imunohistoquímica (IL-6, TNF-α e Receptor de andrógeno) 

A expressão de citocinas inflamatórias foi determinada utilizando os anticorpos para IL-

6, TNF-α (Santa Cruz Biotechnology), e para a quantificação de receptores de andrógenos foi 

utilizado o anticorpo AR (441): SC-7305 (Santa Cruz Biotechnology) na diluição de 1:100. 

As lâminas foram desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcoóis. A recuperação antigênica 

foi realizada através de uma solução de tampão citrato (pH 8.0 para IL-6 e TNF-α, e pH 6 

para AR) em alta temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase endógena foi 

inibida através de uma solução de peróxido de hidrogênio (3%) em metanol. A reação 

antígeno-anticorpo inespecífica foi bloqueada através da incubação das lâminas em PBS e 

albumina sérica bovina (BSA) 5% por 1 hora. Todos os anticorpos foram diluidos em 

PBS/BSA 1% (IL-6 e TNF-α) e 5% (AR) (por 1 hora. Subsequentemente as lâminas foram 

tratadas com o anticorpo secundário por 30 minutos. A reação antígeno-anticorpo foi 

observada através de um precipitado marron após aplicação de 3,3 diaminobenzidina por 4 

minutos e contracorados com hematoxilina (Oberholzer et al., 1996; Lee et al., 2001). em 
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microscópio de luz, da marca OLYMPUS BX-49. Tirando fotos na objetiva de 40x. Foram 

tiradas fotos de 5 campos por rato, totalizando 25 campos por grupo. As imagens foram 

mensuradas através do programa GIMP 2.0 através da quantificação da tonalidade da cor em 

pixels. 

 

2.11. Índice apoptótico (Apoptose por Imunofluorescência) 

Os cortes foram inicialmente desparafinizados e hidratados e, logo em seguida incubados 

em PBS (pH 7,4) por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida a proteinase K foi 

aplicada sobre as lâminas por 15 minutos. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em 

tampão equilíbrio por 10 segundos em temperatura ambiente. Depois os cortes foram 

incubados em TdT a 37 ºC por 1 hora em câmara úmida. Então foi aplicada a solução stop por 

10 minutos em temperatura ambiente. Os cortes em seguida foram lavados em PBS e 

incubados em antidigoxigenina por 30 minutos em temperatura ambiente. As lâminas foram 

enxaguadas em PBS e foram montadas com o meio de montagem presente no kit e observadas 

e tirada as fotos em um microscópio confocal de fluorescência com varredura a laser da marca 

LSM 700 Carl Zeiss. O índice apoptótico foi determinado pela contagem da porcentagem de 

células positivas a partir de pelo menos 500 núcleos subdivididos em 10 campos escolhidos ao 

acaso (WU et al., 2013). 

 

2.12. Análise estatística. 

Os dados da quantificação dos níveis de testosterona e glicose, índice organossomático, 

pesos dos animais, peso dos órgãos, altura do epitélio, diâmetro tubular médio, índice 

apoptótico, expressão do TNF-α, IL-6, Receptor de andrógeno e dos níveis de TBARS e GSH 
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(estresse oxidativo) foram submetidos ao método não paramétrico de Kruskal-Wallis com pos-

hoc em Dunn (P<0,05). 

 

3. Resultados 

3.1. Níveis glicêmicos 

Antes do início do tratamento e indução (que está referido como dia BASAL) os animais 

apresentavam normoglicemia, em um estado não diabético. No dia zero (cinco dias após indução 

– confirmação do diabetes), os animais apresentaram níveis de glicose acima de 200mg/dl, o que 

confirmou o diabetes, exceto o grupo controle (GC) e o grupo diabético e tratado com 

melatonina simultânea (GDMS), que não diferiram significativamente. No décimo dia os animais 

do grupo diabético e tratado com insulina (GDI) e o grupo diabético e tratado com melatonina 

simultânea (GDMS) apresentaram valores que não diferiram do grupo controle. Já o grupo 

diabético tratado com melatonina (GDM) não apresentou diferenças em relação aos animais do 

grupo diabético (GD). No último dia de tratamento (20 dias) os animais dos grupos controle e o 

diabético tratado com insulina apresentavam-se semelhantes. Embora os animais do GDMS 

tenham apresentado níveis de glicose menores que os dos animais dos grupos GD e GDM, que 

apresentaram maiores níveis, diferiram significativamente dos animais dos grupos GC e GDI 

(Figura 1). 

3.2. Peso dos Animais 

 Os pesos dos animais dos grupos experimentais aferidos antes do início do tratamento e 

da indução (referido no gráfico como dia BASAL), no dia zero (confirmação do diabetes), no 

décimo dia (meio do tratamento) e no vigésimo dia (final do tratamento) estão expressos na 

figura 5. No dia basal não houve diferenças significativas entre os grupos. Após a indução do 

diabetes (dia zero) houve uma redução significativa dos pesos dos animais com exceção do 
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grupo GC. Do décimo ao vigésimo dia de tratamento, os animais do grupo GC apresentaram 

maior peso, seguidos dos animais dos grupos GDI e GDMS, que não diferiram entre si. Os 

menores valores foram observados nos animais dos grupos GD e GDM (Figura 2).  

 

3.3. Peso dos Testículos 

            Não houve diferenças significativas em nenhum dos grupos experimentais quanto ao peso 

dos testículos (Figura 3). 

 

3.4.  Morfometria  

3.4.1. Diâmetro Tubular Médio dos Túbulos Seminíferos. 

            Os maiores valores de diâmetro tubular foram encontrados nos animais do grupo GC que 

diferiu de todos os outros. Os menores valores estavam presentes nos grupos GD e GDI que não 

diferiram entre si. Já o grupo GDM e GDMS apresentaram valores intermediários entre todos os 

grupos, porém não diferindo entre si, mas diferindo de todos os outros grupos (Figura 4B). 

           3.4.2. Altura Média do Epitélio dos Túbulos Seminíferos. 

          A maior média de altura epitelial foi encontrada nos animais dos grupo GC que diferiu 

somente dos grupos GD e GDMS. O grupo GD apresentou menores valores. (Figura 4A). 

 

3.5. Índice Organossomático 

           Para o índice organossomático dos testículos não houve diferenças estatísticas 

significativas, ou seja, todos os grupos foram semelhantes estatisticamente entre si (Figura 5). 

3.6. Estresse Oxidativo 
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            Na análise das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) nos testículos 

(Figura 6A) demonstrou que as maiores taxas foram encontrados nos animais dos grupos GD, 

GDM e GDMS que não diferiram entre si. Os animais do grupo GC apresentaram as menores 

taxas diferindo significativamente dos outros. E o grupo GDI não diferiu de nenhum dos grupos 

apresentados.  

            Os níveis de Glutationa Reduzida (GSH) testiculares (Figura 6B) demonstraram que os 

maiores valores foram verificados nos grupos GDMS, seguido do GC que não diferiram entre si. 

Já os grupos GD e GDI apresentaram as menores taxas e foram significativamente semelhantes 

entre si. O grupo GDM apresentou valores maiores que GD/GDI e menores que o GDMS, porém 

não diferiu significativamente do grupo controle.  

3.7. Níveis de Testosterona Total 

           No décimo dia de tratamento a menor taxa de testosterona foi no grupo GD que diferiu de 

todos os outros. As taxas maiores foram encontradas nos grupos GC, GDI, GDM e GDMS que 

não diferiram entre si (Figura 7A). Já no vigésimo dia os níveis hormonais apresentaram o 

mesmo comportamento do décimo dia, porém assumindo valores mais próximo do controle 

(Figura 7B) 

3.8. Índice Apoptótico 

            Na apoptose para Imunofluorescência não foi visto nenhuma marcação luminescente 

positiva (em vemelho – rodamina) para apoptose em nenhum dos grupos experimentais  

3.9. Histopatologia 

           De acordo com a avaliação qualitativa da estrutura dos testículos dos animais de todos os 

grupos, não se observou alterações compatíveis com degeneração testicular. Todos os testículos 
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dos animais de todos os grupos apresentaram seus componentes morfológicos estruturais, como 

os túbulos seminíferos (estrela), com suas células da linhagem espermatogênica (seta curta) sem 

alterações. Como também não foi visto nenhuma alteração no interstício (asterisco) (Figura 8). 

3.10.  Imunohistoquímica 

3.10.1. Citocinas Inflamatórias IL-6 e TNF-α  

           Para a IL-6 os animais do grupo GD foram os que apresentaram as maiores taxas dessa 

citocina pela quantificação em pixels, diferindo de todos os outros. Já os grupos GC, GDI, GDM 

e GDMS apresentaram valores menores, porém não diferindo entre si (Figura 9). 

         A marcação para TNF-α demonstrou que esse marcador inflamatório foi encontrado em 

maior quantidade no grupo GD diferindo de todos os grupos. E as taxas menores estavam 

presentes nos grupos GC, GDI e GDMS que não diferiram significativamente entre si (Figura 

10). 

3.10.2. Receptor de Andrógeno (RA) 

         Os grupos que apresentaram as maiores taxas de marcação para RA foram os grupos GC e 

GDI, que não diferiram entre si, porém diferiram de todos os outros grupos exceto do GDM. O 

grupo GD apresentou os menores valores diferindo de todos os outros. Já o GDMS apresentou-se 

com valores menores que o GC, porém bem maiores que o GD, diferindo de todos exceto do 

GDM (Figura 11). 

 

Discussão 

           O estresse oxidativo é um agravante das complicações diabéticas, e este estava 

estabelecido nos grupos diabéticos no presente estudo. Além disso existe uma relação entre a 



 

63 

 

hiperglicemia e o estresse oxidativo. O estado hiperglicemiante do diabetes, com consequente 

aumento de ROS, reduz os níveis de óxido nítrico (NO) ativando a aldose redutase. E atua no 

aumento do fluxo de glicose pela via dos polióis, induzido pelo aumento de ROS, determinando 

maior conversão de glicose a sorbitol, reduzindo NADPH e glutationa (antioxidante intracelular) 

e aumentando o estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia. O sorbitol é convertido à frutose, 

resultando em um aumento da relação NADH: NAD+, que está associado com o aumento da 

síntese de diacilglicerol (DAG), principal ativador fisiológico da proteína kinase C (PKC) 

(DARLEY-USMAR; WISEMAN; HALLIWELL, 1995). Isso demonstra que a hiperglicemia é 

uma causa do estresse oxidativo bem como este estresse agrava a hiperglicemia. Além disso essa 

cascata bioquímica também explica os baixos níveis de gluationa tecidual encontrados nos 

testículos dos animais somente induzidos ao diabetes, e mostra que a melatonina tanto aumentou 

os níveis desse antioxidante nos grupos já diabéticos como barrou o declínio dessa molécula em 

tratamentos simultâneos.  

Segundo  Reiter et al. (2003), essa ação antioxidante da melatonina parece agir por 

diferentes vias: como neutralizador direto de radicais livres; como antioxidante indireto via 

estimulantes de enzimas antioxidantes; aumentando a eficiência da fosforilação oxidativa 

mitocondrial e reduzindo o vazamento de elétrons (diminuindo, com isso, a geração de radicais 

livres); aumentando a eficiência de outros antioxidantes. No presente estudo a melatonina atuou 

provavelmente através da segunda via. Porém não conseguiu diminuir os níveis de moléculas 

pró-oxidantes, mas isso pode ser esclarecido devido ao fato que esse processo da cadeia 

oxidativa seja comparada a uma balança, que na homeostase está equilibrada entre as 

quantidades de agentes oxidantes e antioxidantes (SOUZA; MORAIS, 2016; TANIYAMA; 

GRIENDLING, 2003), então quando no diabetes há uma produção exagerada de TBARS que 

indica a instalação do estresse oxidativo,  a melatonina entra aumentando os níveis de moléculas 

antioxidantes para tentar equilibrar novamente a balança (REITER, 2000; REITER et al., 
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2003b). Por isso os níveis altos de TBARS vieram acompanhados de altos níveis de GSH.  

A hiperglicemia e estresse oxidativo também estão associados na promoção do perfil 

inflamatório no diabetes. A hiperglicemia pode estar associada com uma elevação dos níveis 

circulantes de citocinas inflamatórias, esse aumento pode também estar associado ao aumento do 

estresse oxidativo (ESPOSITO et al., 2002). Isso pode ser explicado pela formação de produtos 

avançados da glicosilação não-enzimática (AGEs) que são proteínas ou lipídios que se tornam 

glicados pelo alto tempo de exposição a açucares oxidados e contribuem para o avanço das 

complicações (BROWNLEE, 2005; GOLDIN et al., 2006). Algumas dessas moléculas 

modificadas ativam receptores de AGEs (RAGEs), estimulando a produção de citocinas 

inflamatórias como IL-6, TNF-α e algumas prostaglandinas (REIS et al., 2012). Isso atesta 

alguns de nossos resultados que mostram o aumento do estresse oxidativo, glicose e consequente 

aumento dos níveis de IL-6 e TNF-α nos testículos de ratos diabéticos. E ainda nesse interim, é 

notório que a melatonina pôde agir diminuindo os níveis de estresse oxidativo e de citocinas 

inflamatórias teciduais de forma independente e dependente de sua ação hipoglicemiante, visto 

que no grupo tratado com melatonina após a indução, não houve melhora na hiperglicemia, 

porém houveram melhores nos outros parâmetros e no grupo de tratamento simultâneo houve a 

ação hipoglicemiante e melhora nas outras análises. 

          A redução de peso em órgãos de animais são achados comuns no diabetes (RIBEIRO et 

al., 2006). O que atesta em parte nossos achados, que demonstrou uma diminuição do peso nos 

testículos direitos dos animais diabéticos, isso provavelmente está relacionado com baixos níveis 

de testosterona encontrado nestes animais. E a melatonina não demonstrou efetividade em 

diminuir essa perda de peso testicular, mesmo com concentrações normais de testosterona. Esses 

achados coadunam com os resultados de (GOBBO et al., 2015), que verificaram que a 

melatonina não alterou peso de testículos de ratos diabéticos tratados na mesma dosagem, isso 
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também independente dos níveis de andrógenos. 

           Muitas das modificações no peso de órgãos e em parâmetros histopatológicos visuais 

ocorrem em diabetes mais tardias com mais de trinta dias (SOARES et al., 2011; TRINDADE, 

2010), isso explica o por que não houve modificações histopatológicas qualitativas nem 

diferenças significativas nos pesos dos animais de nenhum dos grupos experimentais. 

             Na altura média do epitélio o grupo GDMS conservou a altura epitelial que foi 

diminuída no GD. Essa capacidade de preservar morfometricamente estruturas que foram 

modificadas no diabetes também foi observada no trabalho de(COSTA, 2014) onde a melatonina 

reverteu o aumento da frequência epitelial, redução do volume do lúmen e frequência estromal 

elevada causadas pelo diabetes. 

           O peso dos animais foi diminuído pelo diabetes o que já é esperado, pois é umas das suas 

principais complicações (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014), além disso, foi 

observado que a insulina melhorou significativamente o ganho de peso o que também é relatado 

na literatura (HISSA; HISSA; BRUIN, 2001), porém nos grupos tratados com melatonina não foi 

visto aumento de peso em comparação ao grupo diabético. No trabalho feito por (ARMAGAN et 

al., 2006), foi observado também que a melatonina administrada em ratos diabéticos na mesma 

dosagem que a nossa não atuou modificando o peso corporal nos ratos tratados. Isso se deve ao 

fato que a melatonina não atua naturalmente no ganho de peso, e sim está relacionada mais na 

perda de peso, porém essa relação melatonina/peso é controversa principalmente relacionada 

com o diabetes (MOSTAFAVI et al., 2017).      

Evidenciou-se também na análise imunohistoquímica para receptor de andrógenos que o 

grupo diabético (GD) foi o que apresentou menor marcação e o tratado com insulina (GDI) foi o 

que apresentou maior marcação para esse receptor o que já é notório na literatura, como exemplo 

do experimento feito por (BAHEY et al., 2014) onde foi observado que o grupo diabético 
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expressou menos receptores androgênicos que o grupo tratado com insulina. Já a melatonina 

administrada de forma simultânea apresentou níveis de marcação desse receptor maiores que o 

GD, porém menores que o grupo controle.  

Acreditava-se até pouco tempo atrás que a melatonina tinha papel primordial na 

regulação da produção de testosterona, porém de forma inibitória, ou seja, diminuindo os níveis 

circulantes desse andrógeno (QIN et al., 2015). Porém dados recentes na literatura vêm 

demonstrando que assa indolamina pineal pode atuar estimulando a produção de testosterona, 

isso através de uma regulação Sertoli-Leydig (DENG et al., 2018; (YU et al., 2018). Porém os 

mecanismos moleculares dessa via de síntese estimularória, ainda não estão claros. Isso pode 

explicar no nosso trabalho o aumento dos níveis de testosterona nos grupos tratados com essa 

indolamina.  

Conclusão 

Assim sendo a melatonina aplicada na dosagem de 10mg/kg em ratos diabéticos atuou 

diminuindo níveis glicêmicos, melhorando parâmetros morfométricos testiculares, aumentando 

níveis de glutationa reduzida (GSH), diminuindo a expressão de marcadores inflamatórios como 

IL-6 e TNf-α. Além de atuar aumentando níveis plasmáticos de testosterona total e receptor de 

andrógenos. Mostrando a partir disso o alto potencial terapêutico, entretanto, são necessárias 

mais avaliações para atestar a capacidade desse hormônio de se transformar em um agente 

alternativo. 
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Figura 1. Níveis de glicose (mg/dl). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético 

tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado 

com melatonina simultânea. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si 

pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05). 

 

Figura 2. Peso dos animais dos grupos experimentais (g).  GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo 

diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado 

com melatonina simultânea. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste 

de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05) 
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Figura 3. Peso dos testículos dos grupos experimentais (g). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; 

GDI- grupo diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo 

diabético tratado com melatonina simultânea. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05). 

 

Figura 4. Altura média do epitélio testicular (A) e Diâmetro tubular médio testicular (B) (µm). GC- grupo 

controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado 

com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado com melatonina simultânea. *Médias seguidas pela 

mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn 

(p<0.05) 
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Figura 5. Índice organossomático (%). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético 

tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado com 

melatonina simultânea. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo 

teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05). 

 

 

Figura 6. Análise do Estresse Oxidativo. (A) Níveis de TBARS testicular (nm/mg); (B) Niíveis de 

glutationa (GSH) testicular (nm/mg). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo 

diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo 

diabético tratado com melatonina simultânea. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05). 
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Figura 7. Níveis séricos de testosterona total no décimo (A) e vigésimo (B) dia de tratamento dos animais dos 

grupos experimentais (ng/mL). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético tratado com 

insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado com melatonina 

simultânea. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-

Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05) 

 



 

75 

 

 

   Figura 8. Secção transversal dos túbulos seminíferos de ratos Winstar adultos dos grupos experimentais corado 

com hematoxilina-floxina. A) GC- Grupo controle, B) GD- Grupo diabético; C) GDI- Grupo diabético tratado 

com insulina; D) GDM- Grupo diabético tratado com melatonina; E) GDMS- Grupo diabético tratado com 

melatonina simultânea. Observar túbulos seminíferos (estrela); células da linhagem espermatogênica (seta) e 

interstício (asterisco). 
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Figura 9. Imunohistoquímica para IL-6 nos testículos dos animais dos grupos experimentais – Objetiva 40X. 

A) GC- Grupo controle B) GD- Grupo diabético C) GDI- Grupo diabético tratado com insulina  D) GDM- 

Grupo diabético tratado com melatonina, e E) GDMS- Grupo diabético tratado com melatonina simultânea F) 

Gráfico da quantificação em pixels da marcação positiva em marrom da IL-6. *Médias seguidas pela mesma 

letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).  
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Figura 10. Imunohistoquímica para TNF-α nos testículos dos animais dos grupos experimentais – Objetiva 

40X. A) GC- Grupo controle B) GD- Grupo diabético C) GDI- Grupo diabético tratado com insulina  D) 

GDM- Grupo diabético tratado com melatonina, e E) GDMS- Grupo diabético tratado com melatonina 

simultânea F) Gráfico da quantificação em pixels da marcação positiva em marrom do TNF-α. *Médias 

seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc 

Dunn (p<0.05).  
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Figura 11. Imunohistoquímica para receptor de andrógenos nos testículos dos animais dos grupos 

experimentais – Objetiva 40X. A) GC- Grupo controle B) GD- Grupo diabético C) GDI- Grupo diabético 

tratado com insulina  D) GDM- Grupo diabético tratado com melatonina, e E) GDMS- Grupo diabético tratado 

com melatonina simultânea F) Gráfico da quantificação em pixels da marcação positiva em marrom do 

receptor de andrógenos. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste 

de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).  
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