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RESUMO 

 

Objetivou-se com este trabalho avaliar as alterações histopatológicas e morfométricas renais 

e hepáticas em ratos Wistar diabéticos submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina. Para a realização dos experimentos foram utilizados 

25 ratos machos, da linhagem Wistar, com 30 dias de idade mantidos em condições de 

biotério no Departamento de Morfologia e Fisiologia da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco. Esses animais foram distribuídos em aleatoriamente em cinco grupos de 

animais e, alimentados com dieta hiperlipídica e induzidos experimentalmente ao diabetes: 

(GD) grupo controle diabético; (GM) grupo tratado com metformina, (GMP) tratado com 

metformina e pentoxifilina (100 mg/kg), (GMM) tratados com metformina (500 mg/kg) e 

melatonina (5 mg/kg), (GMMP) tratados com metformina,  pentoxifilina e melatonina. Ao 

final do período experimental, os animais foram anestesiados e perfundidos, sendo coletados 

rins e fígado para análise qualitativa e quantitativa das lesões e soro sanguíneo para dosagem 

de ureia, creatinina, ALT, AST, ALP e GGT. Com relação às lesões histopatológicas, as 

mais frequentes nos rins foram glomerulonefrite membranosa, glomerulonefrite 

proliferativa, glomerulonefrite membranoproliferativa, atrofia glomerular, hidropsia de tubo 

contorcido, tubo contorcido com debris celulares, necrose e congestão. Com relação às 

lesões histopatológicas encontradas no fígado, as mais frequentes foram microesteatose, 

macroesteatose, hipertrofia de hepatócitos, estreitamento de capilares sinusoides, necrose de 

coagulação, congestão de veia centro-lobular, congestão do parênquima hepático, atrofia de 

cordões de hepatócitos e dilatação de capilares sinusoides. Quanto à histomorfometria não 

houve diferença no percentual de hepatócitos necróticos, hepatócitos mononucleares, 

hepatócitos binucleado, vasos sanguíneos e ductos biliares, células de Kupffer. Com relação 

ao percentual de capilares sinusoides, o grupo tratado com metformina associada à 

melatonina apresentou valor maior estatisticamente que os demais grupos. As concentrações 

séricas de ureia não apresentaram diferença estatística entre os grupos tratados e o grupo 

controle. Porém, os valores médios dos animais tratados permaneceram acima dos padrões 

da normalidade para espécie. Os animais diabéticos submetidos e tratados com metformina 

+ pentoxifilina e a associação destas com a melatonina proporcionaram uma tendência de 

redução dos valores dos níveis séricos de ureia em relação aos animais diabéticos sem 

tratamento. Em relação à albumina também não foi possível constatar diferença estatística 

entre os grupos. Os valores de creatinina nos grupos tratados com metformina+melatonina e 

a associação entre metformina+pentoxifilina+melanina tiveram redução estatisticamente 

significativa de 62% e 67%, respectivamente, em relação ao grupo diabético sem tratamento. 

Conclui-se que a pentoxifilina potencializa a redução dos níveis glicêmicos decorrentes da 

administração de metformina. No entanto, não é capaz de reduzir as lesões glomerulares e 

hepáticas decorrentes do diabetes e a administração de dieta hiperlipídica. A metformina 

associada a melatonina ou em associação com pentoxifilina e melatonina, protege o 

parênquima renal de lesões histopatológicas e reduz os níveis séricos de creatinina, além de 

influenciar na redução dos níveis séricos de ALT e nos danos compatíveis com a doença 

hepática gordurosa não alcoólica em animais diabéticos submetidos à dieta hiperlipídica. 

 

Palavras chave: Nefropatia diabética. Esteatose hepática. Diabetes. Glicose. Hiperlipídica. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the histopathological and morphometric changes 

in renal and hepatic patients in diabetic Wistar rats submitted to the hyperlipidic diet and 

treated with metformin, pentoxifylline and melatonin. For the experiments were performed 

25 male Wistar rats, 30 days old, kept under animal conditions in the Department of 

Morphology and Physiology of the Federal Rural University of Pernambuco. These animals 

were randomly distributed in five groups of animals and fed a hyperlipid diet and 

experimentally induced to diabetes: (GD) diabetic control group (GMP) treated with 

metformin (500 mg/kg) and melatonin (5 mg/kg), treated with metformin (GMP) treated 

with metformin and metformin (100 mg/kg) Pentoxifylline and melatonin. At the end of the 

experimental period, the animals were anesthetized and perfused, and the kidneys and liver 

were collected for qualitative and quantitative analysis of the lesions and blood serum for the 

determination of urea, creatinine, ALT, AST, ALP and GGT. With respect to 

histopathological lesions, the most frequent in the kidneys were membranous 

glomerulonephritis, proliferative glomerulonephritis, membranoproliferative 

glomerulonephritis, glomerular atrophy, contorted tube hydropsy, tube deformed with 

cellular debris, necrosis and congestion. The most frequent histopathological lesions in the 

liver were microsesteatosis, macroesteatosis, hepatocyte hypertrophy, narrowing of 

sinusoidal capillaries, coagulation necrosis, central lobular vein congestion, hepatic 

parenchyma congestion, hepatocyte cord atrophy, and dilatation of Sinusoidal capillaries. As 

for histomorphometry there was no difference in the percentage of necrotic hepatocytes, 

mononuclear hepatocytes, binucleated hepatocytes, blood vessels and bile ducts, Kupffer 

cells. Regarding the percentage of sinusoidal capillaries, the group treated with metformin 

associated with melatonin presented statistically higher value than the other groups. Serum 

urea concentrations were not statistically different between the treated groups and the 

control group. However, the mean values of the treated animals remained above normal for 

species. Diabetic animals submitted and treated with metformin + pentoxifylline and the 

association of these with melatonin provided a tendency to reduce serum urea levels in 

relation to untreated diabetic animals. No statistical difference was found between groups 

either. The creatinine values in the groups treated with metformin + melatonin and the 

association between metformin + pentoxifylline + melanin had a statistically significant 

reduction of 62% and 67%, respectively, in relation to the untreated diabetic group. It is 

concluded that pentoxifylline potentiates the reduction of the glycemic levels resulting from 

the administration of metformin. However, it is not able to reduce the glomerular and 

hepatic lesions due to diabetes and the administration of a hyperlipidic diet. Metformin 

associated with melatonin or in combination with pentoxifylline and melatonin protects the 

renal parenchyma from histopathological lesions and reduces serum creatinine levels, in 

addition to influencing the reduction of serum ALT levels and damage compatible with non-

alcoholic fatty liver disease in Diabetic animals submitted to the hyperlipidic diet. 

 

 

Keywords: Diabetic nephropathy. Hepatic steatosis. Diabetes. Glucose. Hyperlipidemic. 

 



10 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

SEÇÃO 2 

 

Tabela 1 Lista de ingredientes utilizados para a preparação da dieta rica em 

lipídios......................................................................................................... 

 

36 

Tabela 2 Peso corporal (g) e renal (g) de ratos Wistar adultos induzidos ao 

diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina...................................................... 

 

 

39 

Tabela 3 Concentrações séricas de ureia, creatinina e albumina (mg/dL) de ratos 

Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina...................................................................................................  

 

 

41 

Tabela 4 Medidas de diâmetro glomerular (µm), área capsular (µm²), área 

subcapsular (µm²) e área de tufoglomerular (µm²) de rim de ratos Wistar 

adultos induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta 

hiperlipídicae submetidos e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina................................................................................................ 

 

 

 

 

43 

Tabela 5 Frequência das lesões renais de ratos Wistar adultos induzidos ao 

diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina............................................ 

 

 

45 

Tabela 6 Intensidade das lesões renais de ratos Wistar adultos induzidos ao 

diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina...................................................... 

 

 

46 

 
SEÇÃO 3 

 

Tabela 1 Lista de ingredientes utilizados para a preparação da dieta rica em 

lipídios......................................................................................................... 

 

62 

Tabela 2 Concentrações séricas de ALT, AST, GGT e ALP (U/L) de ratos Wistar 

adultos induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina................................................................................................... 

 

 

 

66 



11 

 

 

 

Tabela 3 Peso corporal, hepático (g) e níveis de glicose (ng/dL) de ratos Wistar 

adultos induzidos experimentalmente ao diabetes e submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina................................................................................................... 

 

 

66 

Tabela 4 Densidade volumétrica dos componentes hepáticos de ratos Wistar 

adultos induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina............................. 

 

 

67 

Tabela 5 Densidade volumétrica dos componentes hepáticos de ratos Wistar 

adultos induzidos ao diabetes experimental e submetidos e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina...................................................... 

 

 

68 

Tabela 6 Intensidade das lesões renais de ratos Wistar adultos induzidos ao 

diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina...................................................... 

 

 

71 

Tabela 7 Frequência das lesões renais de ratos Wistar adultos induzidos ao 

diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina...................................................... 

 

 

71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 SEÇÃO 2  

Figura 1 Concentrações séricas de ureia, creatinina e albumina (mg/dL) de ratos 

Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina.................................................................................................. 

 

 

 

42 

Figura 2 Medidas de diâmetro glomerular (µm), área subcapsular, área da cápsula 

de Bowman e área do tufo glomerular (µm
2
) de ratos Wistar adultos 

induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e 

tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina................................ 

 

 

 

44 

Figura 3 Fotomicrografia do parênquima renal de ratos Wistar adultos induzidos 

ao diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados 

com metformina, pentoxifilina e melatonina - HE, Tricrômico e 

Gomori........................................................................................................ 

 

 

 

49 

Figura 4 Fotomicrografia do parênquima renal de ratos Wistar adultos induzidos 

ao diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados 

com metformina, pentoxifilina e melatonina - HE, Tricrômico 

Gomori........................................................................................................ 

 

 

 

50 

   

 SEÇÃO 3  

Figura 1 Densidade volumétrica (%) dos componentes hepáticos de ratos Wistar 

adultos     induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina.................................................................................................. 

 

 

 

68 

 

Figura 2 

 

DensidadDensidade volumétrica (%) dos componentes hepáticos (capilares 

sinusoides, células de Kupffer, vasos sanguíneos, ducto biliar e tecido 

conjuntivo) de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, 

pentoxifilina e melatonina........................................................................... 

 

 

 

 

 

69 



13 

 

 

 

 

Figura 3 Fotomicrografia de fígado ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes 

experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina - HE, PAS, Tricrômico de 

Gomori........................................................................................................ 

 

 

 

74 

 

Figura 4 Fotomicrografia de fígado ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes 

experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, pentoxifilina e melatonina - HE............................................. 

 

 

75 

 

 

 



14 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 ADA American Diabetes Association 

AGes Produtos finais de glicação avançada 

ALT  Alanina aminotransferase 

ALP Fosfatase alcalina 

AST Aspartato aminotransferase 

AMPK Proteína ativada por adenosina monofostato 

AMP Adenosina monofosfato 

AMPK Adenosina monofosfato  

ANOVA Análise de variância 

AA-NAT N-Acetiltransferase 

ATP Adenosina trifosfato 

EROs Espécies reativas do oxigênio 

GLUT Transportador de glicose 

GGT Gama glutamil transferase 

g Grama 

HIONT Hidroxil-indol-O-metiltransferase 

IL-1 Interleucina-1 

IL-6 Interleucina-6 

IRC Insuficiência renal crônica 

IRS Substrato receptor de insulina 

NAS N-acetiltransferase 

P Nível de significância estatístico 

PI3-quinase Fosfatidilnositol 3 quinase 

PKC Proteína quinase C 

TNF-α Fator de necrose tumoral 

% Percentual 

® Marca registrada 

Kg Quilograma 

µm Micrômetro 

µL Microlitro 



15 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

SEÇÃO 1 

1       INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 18 

2       REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................. 20 

2.1    DIABETES MELLITUS..............................................................................................20 

2.1    DIABETES MELLITUS TIPO 1.................................................................................20 

2.2    DIABETES MELLITUS TIPO 2 ............................................................................... 20 

2.4    OBESIDADE ............................................................................................................. 22 

2.5    NEFROPATIA DIABÉTICA ..................................................................................... 23 

2.6    TRATAMENTO DA DIABETES MELLITUS TIPO 2 ............................................ 24 

2.6.1 Metformina ................................................................................................................. 24 

2.6.2 Pentoxifilina ............................................................................................................... 25 

2.6.3 Melatonina .................................................................................................................. 25 

3 OBJETIVOS  .................................................................................................................26 

3.1 OBJETIVO GERAL........................................................................................................26 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS..........................................................................................26 

REFERÊNCIAS................................................................................................................27  

 

SEÇÃO 2 

AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA E MORFOMÉTRICA DE RIM DE RATOS 

WISTAR DIABÉTICOS TRATADOS COM METFORMINA, PENTOXIFILINA E 

MELATONINA ...................................................................................................................31 

RESUMO ......................................................................................................................... 32 

ABSTRACT ..................................................................................................................... 33 

1       INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 34 

2       MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................. 35 

2.1    ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ............................................... 35  



16 

 

 

 

2.2    PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS .................................................................. 36 

2.3    PERFUSÃO TECIDUAL E PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO ........................ 37 

2.4    ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS GLOMÉRULOS..............................................37 

2.5    ANÁLISE BIOQUÍMICA .......................................................................................... 38 

3       ANÁLISE ESTATÍSTICA .................................................................................... 38 

4      RESULTADO E DISCUSSÃO .............................................................................. 38 

4.1     ANÁLISE BIOQUÍMICA ......................................................................................... 39 

4.2     ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA DOS GLOMÉRULOS ................................ 42 

4.3    ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DOS RINS .......................................................... 44 

5      CONCLUSÃO ......................................................................................................... 51 

REFERÊNCIAS .............................................................................................................. 52 

 

SEÇÃO 3 

AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA E MORFOMÉTRICA DE FÍGADO DE 

RATOS WISTAR DIABÉTICOS TRATADOS COM METFORMINA, 

PENTOXIFILINA E MELATONINA...............................................................................57 

RESUMO ......................................................................................................................... 58 

ABSTRACT ..................................................................................................................... 59 

1        INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 60 

2       MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................. 61 

2.1    ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL..................................................61  

2.2     PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ................................................................. 62 

2.3     PERFUSÃO TECIDUAL E PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO ....................... 63 

2.4     ANÁLISE MORFOMÉTRICA DO FÍGADO .......................................................... 63 

2.5     ANÁLISE BIOQUÍMICA ......................................................................................... 64 

3        ANÁLISE ESTATÍSTICA ................................................................................... 64 

4       RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................... 64 



17 

 

 

 

4.1    AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA ................................................................................... 64 

4.2     ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA DO FÍGADO .......................................... ....67 

4.3 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DO FÍGADO .........................................................70 

5       CONCLUSÕES ...................................................................................................... 76 

REFERÊNCIAS .............................................................................................................. 77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

SEÇÃO 1 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

O excesso de peso corporal, incluindo o sobrepeso e a obesidade, é um dos 

principais problemas mundiais de saúde pública da atualidade. A obesidade é uma 

condição que gera aumento no risco de morbidade para diversas doenças crônicas, tais 

como a hipertensão arterial, as dislipidemias, o diabetes tipo 2, a doença coronariana e 

alguns tipos de câncer. Sua prevenção e tratamento são grandes desafios para a atual 

geração (RUIZ et al., 2009).  

O diabetes mellitus é uma doença milenar que se tornou um dos principais 

problemas de saúde mundial (TAVEIRA et al., 2008), consiste em uma síndrome que pode 

ser definida como uma condição de distúrbios metabólicos heterogêneos caracterizados por 

hiperglicemia resultante de defeitos na secreção e ação da insulina, ou ambos 

(ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 2014). Segundo Leahy (2005), a 

deficiência de insulina resulta em níveis elevados de glicose sanguínea, que, por sua vez, 

pode causar prejuízos em vários sistemas do organismo, lesões, disfunção e falência de 

vários órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, coração e vasos sanguíneos (ADA, 2014). 

Conforme a ADA (2012), o diabetes mellitus é classificado em tipo 1 (DM1), 

insulino-dependente, que ocorre por destruição das células β do pâncreas, geralmente 

levando à deficiência absoluta de insulina e diabetes tipo 2 (DM2), não insulino-

dependente, que ocorre por resistência à insulina e deficiência de insulina; outros tipos 

específicos de diabetes provenientes de outras causas, tais como defeitos genéticos do 

funcionamento das células β do pâncreas ou da ação da insulina, doenças exógenas ou 

endógenas que danifiquem o pâncreas, indução por drogas ou produtos químicos, infecções 

e formas incomuns de diabetes mellitus gestacional. 

Estima-se que até 2030, 366 milhões de pessoas no mundo terão diabetes. No 

Brasil, o número de pessoas acometidas passará de 4,5 para 11,3 milhões, ocupando assim 

a oitava posição entre os países com maior número de pessoas com a doença (FREITAS e 

GARCIA, 2008). Atualmente, o DM2 é um dos principais agravos de saúde pública em 

nível global, tendo grande impacto na economia dos governos e dos indivíduos portadores 

(ASHCROFT; RORSMAN, 2012), constitui-se a forma mais comum da doença, 

representando cerca de 90% dos casos e seu surgimento está correlacionado a hábitos de 
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vida inadequados, os quais prejudicam a ação e produção da insulina ou predispõem a 

resistência à mesma (MAZZINI et al., 2013).  

Prejuízos associados à hiperglicemia crônica possuem relação direta com o 

desenvolvimento das diversas complicações micro e macrovasculares relacionadas ao DM 

(MADONNA; DE CATERINA, 2011; FORBES; COOPER, 2013). Como manifestações 

frequentes, pode-se citar a aterosclerose, retinopatia, nefropatia e a neuropatia periférica. A 

combinação de má circulação, neuropatia e dificuldade de cicatrização de feridas aumenta 

significativamente o risco de amputação de membros (ABDULLAH et al., 2014).  

Portanto,  as complicações de órgãos secundária o diabetes, especialmente micro e 

macro complicações vasculares serão alvo das  mais importantes preocupações médicas no 

futuro próximo. Devido a isso, um número crescente de pesquisas concentraram-se em 

diabetes e suas complicações, com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre os 

mecanismos patogênicos e fisiopatológicos, estratégias preventivas e de potenciais novas 

terapias. 

Diversos agentes com mecanismos distintos são utilizados no tratamento, são eles: 

biguanidas (metformina, amplamente usado), tiazolidinedionas (pioglitazona), 

sulfonilureias, inibidores da alfa-glicosidase, inibidores da proteína cotransportadora de 

sódio/glicose 2 (SGLT2) e, os inibidores da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) (WOOK & 

JOSEPHINE, 2008). A metformina atualmente é um dos principais fármacos no tratamento 

da DM2, devido ao seu perfil de toxicidade favorável e eficácia clínica. Esse fármaco 

reduz os níveis de glicose principalmente diminuindo a gliconeogênese hepática, o que 

leva a um declínio médio nos níveis de insulina e também promove a captação de glicose 

no músculo (ALEXANDER et al., 2008).  

A hiperglicemia tem ligação com a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) formadas através da redução de um ou dois elétrons de oxigênio (O2). Nesse 

sentido, as ERO podem ser prejudiciais para as células porque reagem com ácidos graxos 

insaturados das membranas plasmáticas produzindo peróxidos lipídicos resultando na 

diminuição da fluidez da membrana. Em situações de estresse, nosso organismo gera 

desequilíbrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes para se proteger, resultando no 

quadro de estresse oxidativo (DALLACQUA; DAMASCENO, 2011). Dentre os 

antioxidantes naturais tem-se a melatonina que é um hormônio produzido, principalmente, 

pelas células da pineal, durante o período noturno, desempenhando função no controle do 



20 

 

 

 

ritmo circadiano. Além disso, vários estudos demonstram o alto poder antioxidante e anti-

apoptótico do referido hormônio. Em indivíduos diabéticos, a melatonina, por possuir 

relação antagônica com os níveis circulantes de insulina, encontra-se normalmente em 

baixas concentrações.  

Por esse motivo, o uso de melatonina exógena tem se mostrado importante para 

manutenção da proteção antioxidante do organismo de animais diabéticos além de ter 

influência na melhoria da sensibilidade à insulina e controle glicêmico. 

A pentoxifilina é um inibidor não seletivo da fosfodiesterase, derivado da 

metilxantina, com efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores (RENKE et al., 2010). 

Estudos realizados com a pentoxifilin obtiveram resultados positivo no tratamento da 

nefropatia diabética e de outras patologias inflamatórias (LEYVA-JIMÉNEZ et al., 2009). 

A atual pandemia de diabetes mellitus tem estimulado a realização de pesquisas 

para elucidar a fisiopatologia da doença, a fim de que haja melhora na detecção, na 

prevenção e no tratamento das complicações associadas. Portanto, o objetivo deste trabalho 

foi avaliar as alterações histopatológicas e morfométricas renais e hepáticas em ratos 

Wistar diabéticos submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina 

e melatonina. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 DIABETES MELLITUS  

 

O diabetes mellitus é uma desordem metabólica crônica de múltiplas etiologias, 

causada pela falta de produção de insulina pelas células beta (β)-pancreáticas ou pelo 

defeito nos receptores de insulina nas células-alvo, resultando em doença metabólica 

hiperglicêmica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION - ADA, 2009). 

O diabetes mellitus (DM) está entre as principais causas de morbimortalidade. 

Observa-se mundialmente um rápido aumento em sua prevalência, especialmente entre os 

países em desenvolvimento (GUARIGUATA et al., 2011). No Brasil, em 2010, a 

prevalência geral estimada, incluindo DM tipos 1 (DM1) e 2 (DM2) entre adultos, foi de 

6,4% (aproximadamente 12 milhões). Destaca-se, no entanto, que o aumento da 

prevalência da doença é verificado em todo o mundo. Havia 371 milhões de diabéticos no 
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mundo em 2012. Estima-se que, em 2030, cerca de 552 milhões de pessoas terão diabetes 

(IDF, 2012).  

 

2.2 DIABETES TIPO 1 

 

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doença crônica multifatorial, presente em 5 

a 10% dos casos dessa doença, causada pela destruição autoimune  parcial ou total das 

células betapancreáticas, que resulta na incapacidade progressiva de produzir insulina. Esse 

processo pode levar meses ou anos, mas só aparece clinicamente após a destruição de pelo 

menos 80% da massa de ilhotas. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009; 

FRAGUAS; SOARES; BRONSTEIN, 2009). 

O desencadeamento da autoimunidade contra a célula beta é causado, 

provavelmente, por agentes ambientais que atuam quando existe predisposição genética. 

Uma vez ativadas, células imunes invadem as ilhotas, provocando efeitos deletérios que 

levam a apoptose dessas células. Em geral, o desenvolvimento dessa autoimunidade e o 

aparecimento da doença ocorrem de forma abrupta e podem levar à falência total ou quase 

total das células beta pancreáticas. (PIROT; CARDOZ; EIZIRIK, 2008). 

O DM1 promove diversas consequências resultantes de alterações micro e 

macrovasculares que levam a disfunções e insuficiências em diferentes órgãos. Dentre as 

complicações agudas, destacam-se a cetoacidose diabética, a hipoglicemia e a convulsão 

(BEM; KUNDE, 2006; ADA, 2010; OLIVEITA et al., 2010). Dentre as complicações 

crônicas, ressaltam-se a nefropatia, a retinopatia, a artropatia, a neuropatia periférica e a 

neuropatia autonômica diabética (BEM; KUNDE, 2006; ADA, 2010; RHEE et  al., 2011)). 

 

2.3 DIABETES TIPO 2 

 

O diabetes mellitus do tipo 2 é uma desordem metabólica de etiologia múltipla 

caracterizada por hiperglicemia resultante tanto da resistência à insulina quanto da 

deficiência na secreção desse hormônio (GOIS et al., 2012). No início da doença, em 

resposta a esta resistência, ocorre hiperinsulinemia compensatória, continuando por meses 

ou anos. Com o avanço do DM2, por causa da disfunção e redução das células β 
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pancreáticas, a síntese e a secreção de insulina poderão ficar comprometidas (MATTHAEI 

et al., 2000; MCLELLAN et al., 2007) 

Dentre os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da doença podem ser citadas 

algumas irregularidades metabólicas ou hormonais, as quais contribuem para o 

desenvolvimento da hiperglicemia: a baixa secreção de insulina, o efeito diminuído da 

incretina, alta lipólise, reabsorção de glicose nos rins, baixa reabsorção de glicose no 

músculo esquelético, disfunção de neurotransmissores, produção hepática de glicose 

aumentada e aumento na secreção de glucagon (DEFRONZO et al., 2012).  

 Sabe-se que a DM2 é a mais frequentemente diagnosticada nas populações, 

correspondendo a cerca de 90% dos casos de DM. Fatores genéticos e ambientais 

encontram-se fortemente relacionados à patologia. Esses últimos relacionam-se em grande 

parte com as alterações nos estilos de vida (hábitos alimentares inadequados, sedentarismo, 

etc.) observadas nas últimas décadas (SHAW et al., 2010; IDF, 2013; SBD, 2014), as quais 

contribuem, particularmente para a obesidade, reconhecida como eixo central no 

desenvolvimento da resistência à insulina (JANSSEN, KATZMARZYK; ROSS, 2002; 

MENEZES et al., 2014) e como o principal fator associado à DM2 (SCHEEN, 2005; 

SICREE; SHAW, 2007; ADA, 2007; DEFRONZO; TRIPATHY, 2009; SHAW et al., 

2010).  

 

 

2.4 OBESIDADE 

  

 A obesidade é um processo de doença caracterizada pelo acúmulo de gordura 

corporal excessiva, com uma complexa etiologia genética-ambiental, resultando em 

múltiplas consequências patológicas específicas nos órgãos (HAN et al., 2013). A 

prevalência da obesidade vem aumentando nas últimas décadas em todo o mundo, 

principalmente nos países desenvolvidos, acometendo também aqueles em 

desenvolvimento, como o Brasil (SCHMIDT et al., 2011).  

No Brasil, segundo os dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE, 2012), a obesidade e o excesso de peso têm aumentado rapidamente nos 

últimos anos, em todas as faixas etárias. Neste levantamento, 50% dos homens e 48% das 

mulheres são encontrados com excesso de peso, sendo que 12,5% dos homens e 16,9% das 
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mulheres são considerados obesos. Entre as crianças, 33,5% de crianças entre cinco a nove 

anos apresentam excesso de peso, sendo que 16,6% do gênero masculino e 11,8 % do 

feminino eram obesos. Estes dados despertam um alerta já que, a obesidade e o diabetes 

mellitus tipo 2 são condições crônicas estreitamente inter-relacionadas.  

Segundo a American Diabetes Association (ADA, 2014), a maioria dos indivíduos 

com DM2 são obesos ou apresentam níveis elevados de gordura abdominal. Por essa razão, 

esses indivíduos desenvolvem algum grau de resistência à insulina nos tecidos periféricos 

(fígado, músculo, tecido adiposo e miocárdio), conduzindo aos primeiros sinais da 

manifestação da diabetes.  Mundialmente, em 2014, estimou-se que 422 milhões de adultos 

estavam vivendo com diabetes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). 

 

2.5 NEFROPATIA DIABÉTICA 

 

A nefropatia diabética ocorre em 20 a 40% dos pacientes com diabetes mellitus e é 

uma das complicações crônicas do diabetes mellitus que está associada a um aumento de 

mortalidade, principalmente relacionado à doença cardiovascular (ADA, 2010). A 

fisiopatologia da doença renal diabética é complexa, abrangendo fatores hemodinâmicos, 

concentração plasmática dos produtos finais de glicolisação avançada, disfunção 

endotelial, entre outros, e os principais fatores de risco são hiperglicemia, hipertensão 

arterial sistêmica, dislipidemia e susceptibilidade genética (ZANATTA et al., 2008). No 

entanto, a dislipidemia e posterior lipotoxicidade desempenham um importante papel no 

desenvolvimento deste processo patológico (ATHYROS et al., 2010; RUTLEDGE et al., 

2010; KIM et al., 2013). Níveis elevados de lipoproteínas plasmáticas também estão 

associados com o alto risco de desenvolvimento de complicações macro e microvasculares, 

além de nefropatias em pacientes diabéticos (JUNG et al., 2014; TORO et al., 2015). 

A nefropatia diabética é uma complicação crônica microvascular que compromete a 

função renal, especificamente os glomérulos renais, por aumento da membrana basal 

glomerular, espessamento da membrana basal tubular e esclerose mesangial difusa. Estas 

alterações fisiológicas conduzem a insuficiência renal crônica (IRC), com 

macroalbuminúria ou proteinúria persistente. O processo de esclerose dos glomérulos 

renais inicia-se com a multiplicação das células mesangiais, nas quais o transporte de 

glicose para o meio intracelular não diminui com a hiperglicemia crônica, causando maior 
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concentração citoplasmática de glicose (MURUSSI et al., 2003; BROWNLEE, 2005; 

GROSS et al., 2005; LAGRANHA et al.,2007; ZANNATA et al., 2008). 

A célula mesangial glomerular participa na manutenção da estrutura e do 

funcionamento fisiológico do glomérulo renal. A glicose do meio extracelular passa para o 

citoplasma da célula mesangial por difusão facilitada, mediado por transportador de glicose 

(GLUT). O excesso de glicose no meio intracelular ativa a via da PKC (proteína quinase 

C), estimulando a síntese de proteínas da matriz extracelular, como a fibronectina, 

laminina, tenascina e o colágeno. Por causa do aumento da produção celular, ocorre 

acúmulo de componentes proteicos na matriz extracelular do glomérulo renal, 

principalmente de colágeno (tipo I e III) e tenascina, com consequente modificação da 

matriz mesangial e formação do glomérulo renal esclerótico (LAGRANHA et al., 2007; 

ZANNATA et al., 2008).  

 

2.6 TRATAMENTO DA DIABETES MELLITUS  

2.6.1 Metformina 

 

A metformina é o fármaco de primeira escolha para tratamento de DM2, sendo o 

anti-hiperglicemiante oral mais amplamente prescrito, devido ao seu perfil de toxicidade 

favorável e eficácia clínica. O cloridrato de metformina é um derivado da guanidina, 

composto ativo da Galega officinalis. Essa planta medicinal, tendo como sinonímia 

popular Lilac francês, foi usada por séculos na Europa como tratamento do diabetes desde 

a época medieval (GRAHAM et al., 2011). O fármaco reduz os níveis de glicose 

principalmente diminuindo a gliconeogênese hepática, o que leva a um declínio médio nos 

níveis de insulina, e também promove a captação de glicose no músculo (ALEXANDER et 

al., 2008; BRASIL, 2010). 

A metformina exerce os seus efeitos através do aumento da sensibilidade à insulina 

e da diminuição da produção hepática e absorção intestinal de glicose, o que em teoria é 

benéfico para a preservação das células pancreáticas-β (WAHEED, MALIK; MAZHAR , 

2013). Os seus efeitos são exercidos pela inibição do complexo I da cadeia respiratória 

mitocondrial (BERTOLDO et al., 2014), levando a maior produção de ATP e, 

consequentemente, de AMP. Este ativa a proteína-cinase ativada por (AMP) adenosina 
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monofosfato (AMPK), que está frequentemente inativada na obesidade e 

insulinorresistência (SIVALINGAM et al., 2014). 

2.6.2 Pentoxifilina 

 

A pentoxifilina 3,7 dimetil-1 (5’- oxo-hexil) é um inibidor não seletivo da 

fosfodilesterase, derivado da metilxantina, com propriedades imunomoduladoras, incluindo 

a regulação negativa da síntese de Fator de necrose tumoral (TNF-α) e inibição da 

apoptose, proliferação celular e trombose (RENKE et al., 2010). A pentoxifilina, 

originalmente, era usada como um fármaco hemorreológico. No entanto, ao ser constatado 

o seu potencial antiinflamatório, passou a ser clinicamente utilizada para tratar um amplo 

espectro de patologias inflamatórias, incluindo hepatite, esteatose hepática, doença renal e 

artrite reumatoide. Com efeitos antiinflamatórios a pentoxifilina atua no alívio de dor 

inflamatória experimental, na prevenção da migração de neutrófilos e na redução do 

estresse oxidativo (SUNIL et al., 2014; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2013; SEDGER; 

MECDERMOTT, 2014). 

2.6.3 Melatonina 

 

A melatonina é sintetizada a partir do aminoácido triptofano que é captado da 

circulação e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da enzima triptofano 

hidroxilase 1 (TPH1). O 5-HTP é descarboxilado pela enzima 5-HTP descarboxilase 

gerando a serotonina que é metabolizada durante o período escuro à acetilserotonina 

(NAS) pela ação da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT). Posteriormente 

a NAS é utilizada como substrato para enzima hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIONT), 

sendo o produto final a melatonina (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005). Embora os 

níveis de glicose e insulina estejam relacionados à alimentação, existe uma variação 

circadiana, que indica também a participação de fatores endógenos, como a melatonina, 

que funcionaria como um mediador na regulação dos níveis sanguíneos de glicose e 

insulina. Portanto, a ausência ou diminuição de secreção de melatonina, em decorrência, 

por exemplo da exposição ao trabalho noturno, altera essa organização temporal das 

funções metabólicas (CIPOLLA-NETO et al., 2014). 
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3 OBJETIVOS 

 

3. 1  GERAL 

 

Avaliar as alterações histopatológica e morfométricas renais e hepáticas em ratos 

Wistar diabéticos submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilna 

e melatonina. 

 

3. 2 ESPECÍFICOS 

 

 Quantificar parâmetros bioquímicos: ureia, creatinina e albumina dos animais 

experimentais. 

 Avaliar a integridade hepática pela dosagem das enzimas aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ASL), gama glutamil 

transferase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP). 

 Analisar os seguintes parâmetros morfométricos: área do glomérulo, área da 

cápsula de Bowman, área do espaço subcapsular. 

 Determinar a proporção dos componentes hepáticos (hepátocitos mononucleados, 

binucleados, capilares sinusoides, vasos sanguíneos e células de Kupffer). 

 Realizar a análise histopatológica e do tecido renal de ratos Wistar adultos 

induzidos ao diabetes experimental submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, melatonina e pentoxilina. 

 Realizar a análise histopatológica e do tecido hepático de ratos Wistar adultos 

induzidos ao diabetes experimental submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, melatonina e pentoxilina. 
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RESUMO 

 

A nefropatia diabética representa a principal complicação microvascular do diabetes, sendo 

a maior causa de insuficiência renal terminal do mundo. Objetivou-se com este trabalho 

avaliar os efeitos dos tratamentos com metformina, melatonina e pentoxilina sobre os 

parâmetros quantitativos e qualitativos do parênquima renal, bem como alterações na 

bioquímica sérica relacionada com a função renal de ratos Wistar adultos diabéticos. Para a 

realização do experimento foram utilizados 25 ratos machos, da linhagem Wistar, com 30 

dias de idade mantidos em condições de biotério no Departamento de Morfologia e 

Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Esses animais foram 

distribuídos em aleatoriamente em cinco grupos, alimentados com dieta hiperlipídica e 

induzidos experimentalmente ao diabetes: (GD) grupo controle diabético; (GM) grupo 

tratado com metformina, (GMP) grupo tratado com metformina e pentoxifilina (100 

mg/kg), (GMM) grupo tratado com metformina (500 mg/kg) e melatonina (5 mg/kg), 

(GMMP) grupo tratado com metformina,  pentoxifilina e melatonina. Ao final do período 

experimental, os animais foram anestesiados e perfundidos, sendo coletados rins para 

análise qualitativa e quantitativa das lesões e soro sanguíneo para dosagem de ureia e 

creatinina. Com relação às lesões histopatológicas, as mais frequentes foram 

glomerulonefrite membranosa, glomerulonefrite proliferativa, glomeruonefrite 

membranoproliferativa, atrofia glomerular, hidropsia de tubo contorcido, tubo contorcido 

com debris celulares, necrose e congestão. A glicemia plasmática obtida, expressa em 

mg/dL, foi diferente estatisticamente entre grupo diabético sem tratamento (419,1± 28,1) e 

o grupo tratado com metformina (198,6 ± 142,4) e em relação ao grupo tratado com 

metformina e pentoxifilina. As concentrações séricas de ureia não apresentaram diferença 

estatística entre os grupos tratados e o grupo controle. Porém, os valores médios dos 

animais tratados permaneceram acima dos padrões da normalidade para espécie. Os 

animais diabéticos submetidos ao tratamento com metformina + pentoxifilina e a 

associação destas com a melatonina proporcionaram uma tendência de redução dos valores 

dos níveis séricos de ureia em relação aos animais diabéticos sem tratamento. Com relação 

à albumina também não foi possível constatar diferença estatística entre os grupos. Os 

valores de creatinina nos grupos tratados com metformina+melatonina e a associação entre 

metformina+pentoxifilina+melanina tiveram redução estatisticamente significativa de 62% 

e 67%, respectivamente, em relação ao grupo diabético sem tratamento. A pentoxifilina 

potencializa a redução dos níveis glicêmicos decorrentes da administração de metformina. 

No entanto, não é capaz de reduzir as lesões glomerulares decorrentes do diabetes e a 

administração de dieta hiperlipídica. A metformina associada à melatonina ou em 

associação com pentoxifilina e melatonina, protege o parênquima renal de lesões 

histopatológicas e reduz os níveis séricos de creatinina de ratos diabéticos do tipo 2 

submetidos a dieta hiperlipídica. 

 

 

Palavras chave: Glomerulonefrite. Hiperglicemia. Hiperlipidemia. Diabetes. 
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ABSTRACT 

 

Diabetic nephropathy represents the main microvascular complication of diabetes, being 

the largest cause of end-stage renal failure in the world. The objective of this study was to 

evaluate the effects of metformin, melatonin and pentoxiline on the quantitative and 

qualitative parameters of the renal parenchyma, as well as alterations in serum 

biochemistry related to the renal function of diabetic adult Wistar rats. For the experiments 

were performed 25 male Wistar rats, with 30 days old were kept under animal conditions 

in the Department of Morphology and Animal Physiology of the Federal Rural University 

of Pernambuco. These animals were randomly distributed into five groups, fed a hyperlipid 

diet and experimentally induced to diabetes: (GD) diabetic control group; (GMM) group 

treated with metformin (GMP) group treated with metformin and pentoxifylline (100 

mg/kg), (GMM) group treated with metformin (500 mg/kg) and melatonin (5 mg/kg) 

Treated with metformin, pentoxifylline and melatonin. At the end of the experimental 

period, the animals were anesthetized and perfused, and kidneys were collected for 

qualitative and quantitative analysis of the lesions and blood serum for the determination 

of urea and creatinine. With respect to the histopathological lesions, the most frequent 

were membranous glomerulonephritis, proliferative glomerulonephritis, 

membranoproliferative glomeruonephritis, glomerular atrophy, contorted tube hydropsy, 

tube contorted with cellular debris, necrosis and congestion. The plasma glucose obtained, 

expressed in mg/dL, was statistically different between the untreated diabetic group (419.1 

± 28.1) and the metformin group (198.6 ± 142.4) and in the group treated with Metformin 

and pentoxifylline. Serum urea concentrations were not statistically different between the 

treated groups and the control group. However, the mean values of the treated animals 

remained above normal for species. Diabetic animals submitted to treatment with 

metformin + pentoxifylline and their association with melatonin provided a tendency to 

reduce serum urea levels in relation to untreated diabetic animals. It was also not possible 

to establish a statistical difference between groups. The creatinine values in the groups 

treated with metformin + melatonin and the association between metformin + 

pentoxifylline + melanin had a statistically significant reduction of 62% and 67%, 

respectively, in relation to the untreated diabetic group. Pentoxifylline potentiates the 

reduction of glycemic levels resulting from the administration of metformin. However, it is 

not able to reduce the glomerular lesions due to diabetes and the administration of a 

hyperlipidic diet. Metformin associated with melatonin or in combination with 

pentoxifylline and melatonin protects the renal parenchyma from histopathological lesions 

and reduces serum creatinine levels in type 2 diabetic rats submitted to a hyperlipidemic 

diet. 

 

Keywords: Glomerulonephritis. Hyperglycemia. Hyperlipidemia. Diabetes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O diabetes mellitus é uma doença metabólica caracterizada por uma hiperglicemia 

crônica como consequência de uma deficiência na produção de insulina ou por uma 

diminuição da resposta dos tecidos a esta (SCHIFF et al., 2009; CHICCO; SPARAGNA, 

2007; REES; ALCOLADO, 2005). A insulina tem um papel importante na utilização da 

glicose, dos lipídios e das proteínas como substrato energético. Desse modo, a deficiência 

de insulina provoca aumento do uso metabólico da gordura, aumenta as concentrações 

plasmáticas de colesterol e de fosfolipídios, e permite a depleção das proteínas e aumento 

dos aminoácidos plasmáticos. Ainda assim, a insulina aumenta a utilização da glicose pela 

maioria dos tecidos corporais, exceto o cérebro que utiliza a glicose sem o intermédio da 

insulina (GUYNTON e HALL, 2006). 

No diabetes mellitus tipo 2, a obesidade é um dos fatores mais preponderantes no 

desenvolvimento da doença, sendo definida como um excesso de tecido adiposo que 

prejudica largamente a saúde e capacidade físicas, a interação e postura sociais e o bem 

estar individual (HELLMANN et al., 2011; AL-GOBLAN, AL-ALFI; KHAN, 2014). 

Atualmente é considerada um problema global que afeta tanto países desenvolvidos, como 

países em desenvolvimento e tem recebido, por parte de algumas nações, grande 

investimento, no sentido de controlar esta doença que afeta a mobilidade, a 

morbimortalidade (AL-GOBLAN, AL-ALFI; KHAN, 2014). Diabetes mellitus pode 

resultar em complicações crônicas macro e microvasculares, resultantes da ativação de 

mecanismos que aumentam a inflamação, o estresse oxidativo e apoptoses celulares, pela 

presença da hiperglicemia (BROWLEE, 2005). 

A nefropatia diabética vem sendo a principal complicação microvascular do 

diabetes mellitus e a maior causa de insuficiência renal terminal do mundo (MOREIRA et 

al., 2008). O aumento na geração de espécies reativa de oxigênio (ERO) e a diminuição da 

atividade de enzimas antioxidantes resulta em estresse oxidativo nos rins de ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina (LING et al, 2013). A disfunção renal 

relacionada ao diabetes resulta da interação de diversos fatores: ambientais, metabólicos e 

hemodinâmicos que, atuando em conjunto, promovem o enfraquecimento da membrana 

glomerular, a expansão da matriz mesangial, a diminuição do número de podócitos, 

glomeruloesclerose e fibrose tubulointersticial (GIUNTI et al., 2006). 
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O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos dos tratamentos com 

metformina, melatonina e pentoxilina sobre os parâmetros quantitativos e qualitativos do 

parênquima renal, bem como alterações na bioquímica sérica relacionada com a função 

renal de ratos Wistar adultos diabéticos.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para a realização dos experimentos foram utilizados 25 ratos machos, da linhagem 

Wistar, livres de patógenos específicos, com idade de 30 dias, fornecidos e mantidos no 

Biotério da Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE. Os animais foram 

alocados em gaiolas de polipropileno coletivas, a temperatura média de 22 ± 2ºC, com 

ciclos de 12 horas de luminosidade, sendo das 07:00 as 19:00 horas (período claro) e 19:00 

as 07:00 horas (período escuro), durante o período de aclimatação  durante15 dias. 

Ao final do 15° dia, os animais foram aleatoriamente distribuídos em cinco grupos 

experimentais (Quadro 1).  

 
Quadro 1 -  Disposição dos grupos experimentais por tratamento e sua duração, número de animais e vias de 

administração. 

 

Grupos Experimentais Número de 

Animais 

Duração do 

Tratamento (dias) 

GD: Controle diabético  5 30 

GDM: Grupo diabético/ metformina (500 mg/kg/VO).   5 30 

GDMP: Grupo diabético/ metfomina (500 mg/kg/VO), 

pentoxifilina (100 mg/kg/VO).   

5 30 

GDMM: Grupo diabético/metformina (500 mg/kg), 

melatonina (5 mg/kg/VS)   

5 30 

GMMP: Grupo diabético/metformina (500 mg/kg), 

melatonina (5 mg/kg) , pentoxifilina(100mg/Kg/VO) 

5 30 

 

Durante o período experimental, os animais foram alimentados com a ração 

hiperlipídica (Tabela 1) e água de torneira foi fornecida ad libitum.  

 O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, Protocolo nº 23082/20034/2016-29, sob Registro de 
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Licença nº 16/2017 - CEUA/UFRPE em conformidade com os princípios básicos para 

pesquisa com animais. 

 

Tabela 1 - Lista de ingredientes utilizados para a preparação da dieta hiperlipídica. 

 

Ingredientes Quantidade (g) 

Amido de milho 509,48  

Caseína 200  

Sacarose 100  

Mix mineral 35  

Mix vitamínico 10  

Metionina 3  

Colina 2,5  

Óleo de soja 140  

Fonte: FRANCO; CAMPOS; DEMONTE, 2009 

 

2.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

Os animais foram pesados semanalmente e anteriormente à eutanásia para a 

determinação do ganho de peso diário. As rações fornecidas e o desperdício foram pesados 

para a determinação do consumo de ração médio diário. A conversão alimentar foi obtida 

por meio da relação entre o consumo de ração e o ganho de peso no período. 

A indução ao diabetes foi realizada através da administração de estreptozotocina 

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

14 horas. A verificação da glicose sanguínea ocorreu após o jejum de 14 horas e o 

estabelecimento do diabetes foi confirmado entre sete e 14 dias após a indução, sendo 

incluídos no experimento apenas aqueles animais que possuíam glicemia acima de 200 

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

verificada (tiras reagentes Accu-Chek Active
®

) semanalmente em todos os grupos através 

da coleta de gotas de sangue da ponta da cauda dos animais. 
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2.3 PERFUSÃO TECIDUAL E PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

 

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

injeção intraperitoneal de quetamina (25 mg/kg) associada à xilazina (10 mg/kg) na mesma 

seringa e aprofundamento anestésico com tiopental (100 mg/kg) (FANTONI; 

CORTOPASSI, 1994). Posteriormente, foi realizada a coleta de sangue por punção no seio 

venoso (confluência das veias cavas), centrifugação e acondicionamento de duas alíquotas 

de 1 mL de soro sanguíneo em tubos plásticos e mantidos à -20°C para posterior dosagem 

de ureia e creatinina. Após coleta de sangue foi feita perfusão intracardíaca com solução 

fisiológica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sódica (500 UI/L; AKZO ORGANON 

TEKNIKA) e nitroprussiato (100mg/L; SIGMA
®

), por um período de tempo entre 5 e 10 

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

(VETEC
®
, Brasil) a 4%, em tampão fosfato de sódio, pH 7,2 e 0,01M, durante 25 minutos. 

 Após a perfusão com solução fixadora os rins foram removidos e pesados. 

Seccionou-se os órgãos em fragmentos de até 2 mm de espessura, os quais foram 

submetidos à refixação em formalina tamponada a 10%. Para os estudos ao microscópio de 

luz, os fragmentos foram processados rotineiramente para inclusão em parafina. Cortes 

histológicos de 4 µm de espessura foram feitos, posteriormente corados em hematoxilina-

eosina e tricrômico de Gomori segundo metodologia de (TOLOSA, 2003) e analisados 

morfologicamente e morfometricamente.  A classificação das lesões foi feita através de 

cinco escores, de acordo com a variação da intensidade. O escores 0 foi atribuído a 

ausência de lesões, o escore 1 foi dado às lesões leves, o 2 às lesões de leves a moderadas, 

o 3 às moderadas, o 4 às moderadas a intensas e 5 às  intensas.  

 

2.4 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS GLOMÉRULOS 

 

Para as análises morfométricas das áreas do glomérulo e da cápsula de Bowman 

foram realizadas 20 imagens por corte renal de cada animal dos diferentes grupos 

experimentais, obtidas através de uma câmera acoplada ao microscópio. O programa 

utilizado foi o software de análise de imagens Image J. As áreas do glomérulo e da cápsula 

de Bowman foram delimitadas manualmente através do contorno do glomérulo e da 

cápsula de Bowman. Através da diferença da área da cápsula de Bowman e do glomérulo, 
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obteve-se a área do espaço urinário. As imagens dos cortes histológicos foram processadas 

e armazenadas referindo sua magnificação final de aumento em escala de pixels 

proporcional às propriedades de cada campo histológico selecionado. A determinação do 

diâmetro glomerular foi realizada em 25 campos aleatórios por animal, através de duas 

medidas lineares, em dois eixos diferentes, de cada glomérulo (DANILEWICZ et al., 

1998). Os resultados foram expressos em µm. 

 

2.5 ANÁLISE BIOQUÍMICA 

 

Para a determinação dos valores séricos dos marcadores de função renal, creatinina, 

ureia e albumina utilizaram-se Kits comerciais (Labtest ®, Minas Gerais, Brasil). Esta 

análise foi realizada no laboratório de histopatologia e imunohistoquímica do hospital 

veterinário da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A concentração de ureia, 

creatinina e albumina expressa em mg/dl foram estimadas num aparelho em analisador 

semi-automático TP- Analyzer Basic ®. 

 

3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados obtidos foram expressos através da estatística descritiva de tendência de 

centralidade e dispersão (média e desvio padrão) e, quando necessárias, estas médias foram 

avaliadas mediante técnica de análise de variância (ANOVA), com post-hoc de Tukey-

Kramer como teste de múltiplas comparações com o intuito de analisar quais grupos 

diferiram entre si. Para dados que não seguiram as tendências de normalidade, realizou-se 

o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, com posterior teste post-hoc de Dunn. Para as 

construções gráficas, utilizou-se o programa GraphPad Prism (versão 5.0). O tratamento 

estatístico foi delineado com nível de significância para p<0,05. 

 

4 RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

Os valores do peso corporal e dos rins não tiveram diferenças significativas entre os 

grupos estudados. Alguns autores que utilizaram modelos experimentais similares, com 
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aumento de carga de lipídeos apenas, relataram maior depósito de tecido adiposo sem 

alteração no peso corporal (WOODS et al., 2003). 

O padrão de distribuição da gordura corporal visceral está associado ao aumento de 

alterações metabólicas, hormonais, inflamatórias e hemodinâmicas, capazes de provocar 

maior acometimento sobre a microvasculatura e sobre os órgãos-alvo (SOWERS, 1998; 

SHI; CREGG, 2009; BROWN; CLEGG, 2010). Existem evidências que a obesidade 

também pode ser um fator de risco independente para o desenvolvimento de lesões renais, 

mesmo na ausência de doença hipertensiva ou diabética (KAMBHAM et al., 2001; FOX et 

al., 2004), e o seu efeito na iniciação e progressão da doença renal tem sido recentemente 

reconhecido (SAXENA; CHOPRA, 2004; DO CARMO et al., 2009). 

 

Tabela 2 - Peso corporal (g) e renal (g) de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental do e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

 Peso corporal Peso do Rim Glicose* 

GD 265,3 ± 49,7 1,617 ± 0,307 419,1± 28,1
a
 

GDM 306,3 ± 80,9 1,492 ± 0,169 198,6 ± 142,4
b
 

GDMP 285,8 ± 70,6 1,441 ± 0,229 170,0 ± 85,5
b
 

GDMM 272,5 ± 70,1 1,415 ± 0,222 268,5 ± 149,4
a
 

GDMMP 275,5 ± 39,8 1,426 ± 0,176 281,5 ± 99,4
a
 

p 0,826 0,537 0,009 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas -  Os valores representam a média ± desvio padrão. Letras diferentes na mesma coluna indicam 

diferença estatística. 

          * Valor de referência em ratos (138,72 ± 30,17) mg/dL (LIMA et al 2014).   

 

4.1 ANÁLISE BIOQUÍMICA 

 

A glicemia plasmática obtida, expressa em mg/dL, foi diferente estatisticamente 

entre grupo diabético sem tratamento (419,1± 28,1) e o grupo tratado com metformina 

(198,6 ± 142,4) e em relação ao grupo tratado com metformina e pentoxifilina (170,0 ± 

85,5). Tal constatação ocorre devido a potencialização do efeito hipoglicemiante com o uso 

concomitante da pentoxifilina (SOTOS et al., 1987). 

A lesão renal é uma complicação crônica microvascular muito frequente em 

pacientes diabéticos (BASTOS et al., 2010). Estudos clínicos demonstraram que a 

hiperglicemia é um importante fator para o desenvolvimento e progressão de doenças 
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renais em pacientes diabéticos (HAIDARA et al., 2009). Os níveis glicêmicos 

persistentemente elevados são danosos ao organismo e o descontrole prolongado resultaria 

em complicações, incluindo danos em diversos tecidos, perda da função normal e falência 

de vários órgãos (SUMITA; ANDRIOLO 2008), 

As concentrações séricas de ureia não tiveram diferença estatística entre os grupos 

tratados e o grupo controle, porém, os valores médios dos animais tratados permaneceram 

acima dos padrões da normalidade para espécie (Tabela 3). Os animais diabéticos 

submetidos ao tratamento com metformina + pentoxifilina e a associação destas com 

melatonina não tiveram redução dos níveis séricos de ureia em relação aos animais 

diabéticos sem tratamento. A elevação da ureia sérica pode ser considerada um indicador 

para desidratação, perda peso, disfunção renal e hepática (CALIXTO-LIMA; REIS et al., 

2012). O elevado nível de ureia verificado no diabetes tem origem na alteração do 

metabolismo de proteínas. Esta alteração manifesta-se por deficiência da síntese de 

proteínas, ativação da proteólise e redução na captação de aminoácidos pelos tecidos, 

efeitos esses causados pela falta de insulina. A maior concentração de aminoácidos no 

sangue leva a uma maior oferta de substratos para a neoglicogênese hepática, pelo 

aproveitamento da cadeia carbônica dos mesmos e o grupo amino no fígado dá origem a 

maior produção de ureia (TAYLOR et al., 1998). 

Com relação à albumina também não foi possível constatar diferença estatística 

entre os grupos. Contudo, observou-se discreta tendência na elevação dos níveis séricos de 

albumina com o uso da metformina (GM) isoladamente ou em associação com a 

pentoxifilina (GMP) ou com as três associadas (GMMP). A albumina também é uma 

alternativa como marcador glicêmico de períodos curtos (duas a quatro semanas) 

(YOSHIUCHI, 2008) e, um importante marcador de lesão renal, seja uma lesão renal 

primária ou em consequências a doenças sistêmicas como hipertensão e diabetes. Os 

achados referentes aos níveis de albumina nos diferentes grupos experimentais indicam 

que pelo menos até o momento da eutanásia as lesões hepáticas e renais não foram 

determinantes para redução deste parâmetro sérico.  

Os valores de creatinina nos grupos tratados com metformina+melatonina (0,355 ± 

0,06) e com metformina+pentoxifilina+melanina (0,305 ± 0,19) tiveram redução 

estatisticamente significativa de 62% e 67%, respectivamente, em relação ao grupo 

diabético sem tratamento (Figura 1). A creatinina sérica é utilizada para a avaliação da 
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função renal, ou mais precisamente da taxa de filtração glomerular (KIRSZTAJN; 

NISHIDA, 2009). Podemos inferir que neste estudo, as propriedades antioxidantes da 

melatonina e pentoxifilina foram capazes de minimizar os danos na barreira de filtração 

causados aos rins em resposta à hiperglicemia prolongada. No diabetes a maior parte das 

lesões envolvidas com a perda da capacidade de filtração está relacionada ao espessamento 

da membranas basais vasculares e dos túbulos renais devido à acumulação de AGEs. 

Modelos experimentais em animais para o estudo da diabetes, exibiram níveis de 

deposição de AGEs superiores neste órgão, estando relacionados com alterações estruturais 

do rim reportados na nefropatia diabética, como é exemplo o espessamento da membrana 

glomerular, glomerulosclerose, expansão mesangial e fibrose túbulo-intersticial. A 

acumulação destes produtos não só avalia os níveis de hiperglicemia como também a 

hiperlipidemia, o stress oxidativo e inflamação (BARLOVIC et al., 2011; HEGAB et al., 

2012; MEERWALDT et al., 2008).   

 

Tabela 3 - Concentrações séricas de ureia, creatinina e albumina (mg/dL) de ratos Wistar adultos induzidos 

ao diabetes experimental do e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, 

pentoxifilina e melatonina. 

 

  Ureia* Creatinina** Albumina*** 

GD 140,7 ± 14,0 0,937 ± 0,19 
a
 3,9 ± 0,2 

GDM 134,8 ± 42,5 0,670 ± 0,25 
ab

 4,4 ± 0,5 

GDMP 116,1 ± 27,4 0,570 ± 0,25 
ab

 4,5 ± 0,6 

GDMM 146,2 ± 31,8 0,355 ± 0,06 
b
 3,8 ± 0,4 

GDMMP 124,8 ± 17,7 0,305 ± 0,19 
b
 4,2 ± 0,7 

P 0,902 0,001 0,217 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas -  Os valores representam a média ± desvio padrão. Letras diferentes na mesma coluna indicam 

diferença estatística. 

           - Valores de referência para ureia*, (39,97± 6,78) mg/dL, creatinina** (0,58 ± 0,24) mg/dL e         

albumina*** (2,65 ± 0,30) mg/dL em ratos (LIMA et al 2014). 
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Figura 1 - Concentrações séricas de ureia, creatinina e albumina (mg/dL) de ratos Wistar adultos induzidos 

ao diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, 

pentoxifilina e melatonina. 
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4.2 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA DOS GLOMÉRULOS 

 

 O glomérulo representa uma unidade de filtração altamente estruturada, composto 

de células endoteliais glomerulares, células mesangiais, podócitos e células epiteliais 

parietais (SCELL et al., 2014). No diabetes, o controle dos níveis glicêmicos é 

fundamental para redução de lesões vasculares e de membrana basal de glomérulos 

evitando o espessamento desta e consequentemente redução da taxa de filtração glomerular 

(SALGADO et al., 2006).  

Na comparação dos parâmetros morfométricos relacionados ao glomérulo não se 

observou diferença significativa entre os grupos (Tabela 4, Figura 2).  Porém, no grupo 

diabético não tratado percebeu-se redução no diâmetro dos glomérulos, área da cápsula de 

Bowman, área do espaço subcapsular. Estes achados morfométricos corroboram a 

descrição histopatológica quanto à presença de glomerulonefrite membranoproliferativa e 
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atrofia glomerular.  Estas lesões juntamente com o número de glomérulos afetados podem 

interferir na taxa de filtração glomerular (TFG). Este parâmetro é um importante indicativo 

na avaliação da função renal e também é utilizado no estadiamento da Doença Renal 

Crônica (DRC) (PECOITS-FILHO, 2004).  O diabetes caracteriza-se como uma doença de 

caráter crônico que afeta progressiva e irreversivelmente a função renal, diminuindo a 

capacidade de filtração glomerular (BASTOS et al., 2010). Dentre as alterações mais 

comumente observadas na nefropatia diabética estão: espessamentos das membranas basal 

glomerular e basal tubular, a expansão mesangial, degeneração hialina das arteríolas e 

capilares glomerulares e a expansão fibrótica do interstício (AVANCINI et al., 2016). 

 

Tabela 4 – Medidas de diâmetro glomerular (µm), área capsular (µm²), área subcapsular (µm²) e área de 

tufoglomerular (µm²) de rim de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

 
Diâmetro 

glomerular 

Área  

capsular  

Área  

subcapsular  

(Espaço de Bowman) 

Área  

glomerular  

GD 95,9 ± 7,1 7507,7 ± 1041,9 1029,9 ± 348,2 6477,9 ± 841,3 

GDM 105,9 ± 3,8 8619,1 ± 345,2 1780,7 ± 327,4 6938,5 ± 499,6 

GDP 105,1 ± 13,1 9234,1 ± 2536,2 2429,7 ± 1001,9 6806,2 ± 2059,2 

GDMM 96,4 ± 5,0 8184,9 ± 1565.9 1771,1 ± 1082,1 6413,9 ± 560,4 

GDMMP 100,6 ± 11,4 8112,8 ± 686,4 1593,7 ± 545,4 7012,8 ± 805,2 

P 0,279 0,188 0,092 0,876 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas -  Os valores representam a média ± desvio padrão.  
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Figura 2 - Medidas de diâmetro glomerular (µm), área capsular (µm²), área subcapsular (µm²) e área de 

glomerular (µm²) de rim de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 
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Fonte: Autor, 2017. 

 

  

4.3 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DOS RINS    

 

Os rins são órgãos responsáveis pela excreção de resíduos metabólicos e controle 

da homeostase, que por sua vez, consiste em regular o volume extracelular, metabolismo 

do cálcio, balanço eletrolítico e controle do balanço ácido-básico. Lesões severas nestes 

órgãos promovem hipotensão e falência irreversíveis (MIDDENDORF e WILLIAMS, 

2000).  

No grupo diabético sem tratamento os glomérulos estavam atrofiados, havia a 

presença de glomerulonefrite membranoproliferativa, congestão glomerular e necrose dos 

túbulos renais (Tabelas 5, 6; Figuras 3A, 3B). Houve redução do espaço subcapsular 

interferindo no processo de filtração glomerular. A lesão glomerular severa prejudica o 

fluxo por meio do sistema vascular peritubular e também envia produtos potencialmente 

tóxicos para os túbulos; por outro lado, a destruição tubular, por aumentar a pressão 

intraglomerular, pode induzir à atrofia (BERNARDES; GÁSPARI, 2004). 
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Estudos mostraram que camundongos submetidos a dieta hiperlipídica 

apresentaram resistência à insulina associada a importantes alterações renais, como 

aumento da síntese e do acúmulo renal de triglicerídeos, expansão mesangial, lesão dos 

podócitos, acúmulo de matriz extracelular de proteínas glomerular e tubulointersticial 

(DEJI et al., 2009; JIANG et al., 2005).  

 No diabetes, as células mesangiais do glomérulo renal estão entre as células 

especialmente afetadas pela hiperglicemia. Isso se deve à incapacidade desses tipos 

celulares regularem o transporte de glicose para o meio interno, ficando suscetíveis às altas 

concentrações de glicose durante os estados hiperglicêmicos. Essas altas concentrações 

intracelulares de glicose, por sua vez, estimularão as vias bioquímicas responsáveis pelas 

alterações fisiopatológicas do diabetes, quais sejam, via do poliol, via da hexosamina, via 

dos produtos finais de glicação avançada (AGEs) e via da proteína quinase C, entre as 

quais destaca-se a via de formação dos AGEs (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005). 

 

Tabela 5 - Frequência das lesões renais de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

Notas – FA: Frequência absoluta, FR: Frequência relativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lesões encontradas 
GD 

(n=5) 

GDM 

(n=5) 

GDMP 

(n=5) 

GDMM 

(n=5) 

GDMMP 

(n=5) 

 FA FR 

(%) 

Atrofia glomerular 5 (100%) 4 (80%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 24 96 

Necrose tubular 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 25 100 

Hidropsia tubular 4 (88%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 24 96 

Congestão 5 (100%) 3 (60%) 4 (80%) 5 (100%) 5 (100%) 23 92 

Glomerulonefrite proliferativa 1 (20%) - - - - 1 4 

Glomerulonefrite membranosa 1 (20%) - - - - 1 4 

Glomerulonefrite 

membranoproliferativa 
5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 25 100 
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Tabela 6 - Intensidade das lesões renais de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

Lesões encontradas 
GD 

(n=5) 

GDM 

 (n=5) 

GDMP 

 (n=5) 

GDMM 

(n=5) 

GDMMP 

(n=5) 
P 

Atrofia 1,4 ± 0,5
a
 2,4 ± 1,1

ab
 3,8 ± 1,3

b
 3,0 ± 0,7

ab
 1,8 ± 0,8

a
 0,006 

Necrose tubular 4,0 ± 0,0 3,6 ± 0,6 3,6 ± 0,6 3 ± 0 3,2 ± 0,4 0,020 

Congestão 3,2 ± 0,4 1 ± 1,2 1,4 ± 0,9 2,6 ± 1,3 2,8 ± 1,6 0,034 

Glomerunefrite proliferativa 0,2 ± 0,4 0,4 ± 0,5 0,4 ± 0,5 0,4 ± 0,5 - 0,700 

Hidropsia em túbulos contorcidos 5,0 ± 0,0 4,0 ± 0,7 4,6 ± 0,5 5 ± 0 5 ± 0 0,002 

Debris celulares em túbulos contorcidos 5,0 ± 0,0 4,4 ± 0,5 3,4 ± 0,9 4,4 ± 0,5 0,4 ± 0,2 0,005 

Glomerulonefrite membranosa 0,9 ± 0,2 0,7 ± 0,2 0,6 ±0,2 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,2 0,001 

Glomerulonefrite membranoproliferativa 5,0 ± 0,0 4,4 ± 0,8 5,0 ± 0,0 5,0 ± 0,0 5,0 ± 0,0 0,100 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas -  Os valores representam a média ± desvio padrão. Diferentes letras na mesma linha indicam diferença 

estatística. 

 Escores de lesões: 0 - ausência, 1 - leve, 2 - leve a moderada, 3 - moderada, 4 - moderada a intensa e 

5 -  intensa. 

 

Nos animais tratados apenas com metformina constatou-se aumento de celularidade 

dos glomérulos com proliferação mesangial e intenso espessamento da matriz, redução do 

espaço de Bowman, necrose de túbulos coletores (Tabela 6; figuras 3C, 3D). A membrana 

basal glomerular, as células mesangiais, os podócitos e as células tubulares renais 

acumulam altos níveis de produtos finais de glicação avançada (AGEs). Este conjunto 

heterogéneo de moléculas tem em comum a capacidade de ativar receptores específicos 

(RAGE) aumentando a liberação do fator de crescimento β (TGF-β), que estimula a síntese 

de componentes da matriz do colágeno, fenômeno este que deve contribuir, ao menos 

parcialmente, para o espessamento da membrana basal, característico da nefropatia 

diabética (VLASSARA; PELACE, 2002). Recentemente foi demonstrado que a 

administração de metformina atenuou a nefropatia diabética e aterosclerose em ratos 

diabéticos por indução com estreptozotocina (ZHANG et al., 2009; ALHAIDER et al., 

2011). No grupo tratado com metformina houve também vacuolização do epitélio cúbico 

simples. A formação de vacúolos dentro ou adjacente às células, frequentemente refere-se 

à área da zona da membrana basal de células basais, estando diretamente relacionada à 

degeneração hidrópica (figura 3C), que provocada por transtornos no equilíbrio 

hidroeletrolítico resulta em retenção de eletrólitos e água nas células (ISHIGAMI et al., 

1997). O trânsito de eletrólitos por meio das membranas depende de mecanismos de 

transporte feito pelos canais iônicos, chamados bombas eletrolíticas como a Na
+
/K

+
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ATPase. Estudos confirmam que a diminuição da atividade da bomba de Na
+
/K

+
 ATPase 

leva a disfunção renal e a degeneração hidrópica causa compressão dos capilares renais 

diminuindo o suprimento sanguíneo do órgão (ISHIGAMI et al.,1997; BOGLIOLO, 1998). 

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da função renal associados à dieta 

hiperlipídica, são complexos e não completamente entendidas.  

  No grupo tratado com metformina e pentoxifilina foram constatadas hiperemia 

glomerular, diminuição do espaço capsular (Figura 3F). Nos túbulos contorcidos foram 

identificados degeneração celular, descamação celular com obstrução parcial do lúmen por 

debris celulares.  Estudos com pentoxifilina (PTF) têm sugerido que a inibição do TNF-α 

pode ter um efeito benéfico no tratamento da nefropatia diabética. PTF é uma metilxantina 

inibidora da fosfodiesterase que possui propriedades anti-inflamatórias significativas. 

Além disso, o fármaco inibe a transcrição do gene de TNF-α. Estudos experimentais 

demonstraram que a administração de PTF impede um aumento na expressão renal, síntese 

e excreção de TNF-α em ratos diabéticos com nefropatia, a qual foi diretamente associada 

com uma redução na retenção de sódio renal, hipertrofia renal e excreção urinária de 

albumina. Além destes resultados experimentais, os ensaios clínicos demonstraram que o 

PTF reduz significativamente os marcadores clínicos de lesões glomerulares e túbulo-

intersticial em indivíduos diabéticos (DOBERTY et al., 1991). 

Nos rins dos animais tratados com metformina e melatonina foram observadas 

glomerulonefrite proliferativa (figura 4A), glomerulonefrite membranosa, congestão 

corticomedular, degeneração hidrópica e necrose tubular em intensidade semelhante aos 

outros grupos, mesmo a melatonina possuindo propriedades antioxidantes que agem 

diretamente sobre radicais de oxigênio e nitrogênio, com evidências na redução da lesão 

oxidativa em rins e em outros órgãos (MAHIEU, et al., 2009, BELLÉS et al., 2007, EL-

SOKKARY, ABDEL-RAHMAN, KAMEL, 2005). 

Nos animais tratados com metformina, melatonina e pentoxifilina observou-se 

congestão renal corticomedular difusa e discreta, atrofia de glomérulo, glomerulonefrite 

membranoproliferativa (Tabela 6, Figuras 4C, 4D), degeneração hidrópica de túbulos 

contorcidos proximal e distal, necrose de túbulos contorcidos, presença de albumina no 

lume de alguns túbulos renais. É a hiperglicemia crônica, acompanhada de distúrbios 

hemodinâmicos, são os responsáveis pelas alterações funcionais e estruturais dos vasos e 

capilares glomerulares que resultam em perdas urinárias de proteínas e a aterogênese 
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acelerada da macrovasculatura (AGUIAR, 2007; TESAURO, 2009). No entanto, os 

animais diabéticos tratados com a associação MMP tiveram presença de glomerulonefrite 

membranosa e de debris celulares nos túbulos contorcidos em menor intensidade em 

relação aos demais grupos, além de ausência de glomerulonefrite proliferativa. 
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Figura 3 - Fotomicrografia do parênquima renal de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 
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Notas: A: corpúsculos renais do grupo controle com presença de glomerulonefrite membranosa (G). Notar congestão 

(estrela); espaço subcasular diminuido (ES). Túbulo renal necrosado (*). HE. B: Corpúsculos renais do grupo controle 

com presença de glomerulonefrite membranoproliferativa (G). Notar hiperemia glomerular (seta); espaço subcapsular 

diminuído (ES). HE. C - corpúsculo renal do grupo diabético tratado com metformina com glomerulonefrite 

membranoproliferativa (G). Notar hiperemia glomerular (seta); espaço subcapsular diminuído (ES). Túbulo renal 

necrosado (*); túbulo parcialmente obstruído por fragmentos citoplasmáticos (DC). Túbulo renal com degeneração 

hidrópica (cabeça de seta). HE. D: corpúsculo renal do grupo diabético tratado com metformina com presença de 

glomerulonefrite membranoproliferativa (G). Notar espaço subcapsular diminuído (ES). Túbulo renal com debris 

celulares (DC). Tricrômico de Gomori. E: corpúsculos renais do grupo diabético tratado com metformina e pentoxifilina 

com presença de glomerulonefrite membranosa membranoproliferativa (G) e glomerulonefrite membranosa (GM). 

Túbulo renal em necrose (*). HE. F: corpúsculos renais do grupo diabético tratado com metformina e pentoxifilina com 

presença de glomerulonefrite membranoproliferativa (G). HE. 
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Figura 4 - Fotomicrografia do parênquima renal de ratos Wistar de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes 

experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina. 
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Notas: A: corpúsculo renal do grupo diabético tratado com metformina e melatonina. Notar espaço 

subcapsular diminuído (ES). Túbulo renal necrosado (*); túbulo obstruído por fragmentos citoplasmáticos 

(DC). HE. B: corpúsculo renal do grupo diabético tratado com metformina e melatonina com 

glomerulonefrite membranoproliferativa (G); Notar Túbulo renal necrosado (*); túbulo parcialmente 

obstruído por fragmentos citoplasmáticos (DC). HE. C: corpúsculo renal do grupo diabético tratado com 

metformina, melatonina e pentoxifilina com glomerulonefrite membranoproliferativa (G); Notar hiperemia 

glomerular (Seta). HE. D: corpúsculo renal do grupo diabético tratado com metformina, melatonina e 

pentoxifilina com glomerulonefrite membranoproliferativa (G). Tricrômico de Gomori. 
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5 CONCLUSÃO  

 

 A pentoxifilina potencializa a redução dos níveis glicêmicos decorrentes da 

administração de metformina. No entanto, não é capaz de reduzir as lesões glomerulares 

decorrentes do diabetes e a administração de dieta hiperlipídica. A metformina associada à 

melatonina ou em associação com pentoxifilina e melatonina, minimiza as lesões 

glomerulares e tubulares no parênquima renal, além de reduzir os níveis séricos de 

creatinina de ratos diabéticos submetidos a dieta hiperlipídica. Contudo o tratamento MMP 

oferece maior proteção às estruturas e a função renal de ratos com diabéticos submetidos à 

dieta hiperlipídica.  
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RESUMO 

 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é uma importante 

complicação da obesidade, sua prevalência varia de 2,8% a 88 %, dependendo da 

população estudada e dos métodos de investigação. Os principais fatores de risco 

associados à síndrome metabólica são obesidade abdominal, resistência à insulina, diabetes 

e dislipidemia. O estudo teve como objetivo avaliar as alterações histopatológicas e 

morfométricas hepáticas pela determinação da densidade volumétrica dos componentes 

hepáticos (hepátocitos mononucleados, binucleados, capilares sinusoides, vasos sanguíneos 

e células de Kupffer), e avaliação da integridade hepática pela dosagem das enzimas 

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (AST), gama 

glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP) e análise histopatológica e do tecido 

hepático de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, melatonina e pentoxilina. Para a realização dos 

experimentos foram utilizados 25 ratos machos, da linhagem Wistar, com 30 dias de idade 

mantidos em condições de biotério no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco. Esses animais foram divididos em cinco 

grupos experimentais: distribuídos em aleatoriamente em cinco grupos de animais e, 

alimentados com dieta hiperlipídica e induzidos experimentalmente ao diabetes: (GD) 

grupo controle diabético; (GM) grupo tratado com metformina, (GMP) tratado com 

metformina e pentoxifilina (100 mg/kg), (GMM) tratados com metformina (500 mg/kg) e 

melatonina (5 mg/kg), (GMMP) tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. Ao 

final do período experimental animais foram anestesiados e perfundidos, sendo coletados 

fígados para análise histopatológica e histomorfométrica. Com relação às lesões 

histopatológicas, as mais frequentes foram microesteatose, macroesteatose, hipertrofia de 

hepatócitos, estreitamento de capilares sinusoides, necrose de coagulação, congestão de 

veia centro-lobular, congestão do parênquima hepático, atrofia de cordões de hepatócitos e 

dilatação de capilares sinusoides. Quanto à densidade volumétrica (%) não houve diferença 

no percentual de hepatócitos necrótico, hepatócitos mononucleados, hepatócitos 

binucleado, vasos, células de Kupffer e ductos biliares. Com relação ao percentual de 

capilares sinusoides, o grupo tratado com metformina associada à melatonina teve aumento 

em relação aos demais grupos. A utilização da metformina associada à pentoxifilina 

reduziu significativamente os níveis glicêmicos, porém não foi suficiente para minimizar 

os danos hepáticos. A associação de metformina com a melatonina e pentoxifilina 

influenciou na redução dos níveis séricos de ALT e nos danos compatíveis com a doença 

hepática gordurosa não alcoólica em animais diabéticos submetidos à dieta hiperlipídica. 

  

 

Palavras chave: Microesteatose. Macroesteatose. Metformina. Melatonina. Pentoxifilina. 
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ABSTRACT 

 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is an important complication of obesity, its 

prevalence varies from 2.8% to 88%, depending on the population studied and research 

methods. The main risk factors associated with the metabolic syndrome are abdominal 

obesity, insulin resistance, diabetes and dyslipidemia. The aim of the study was to evaluate 

the histopathological and morphometric changes in the liver by determining the volumetric 

density of hepatic components (mononuclear hepatocytes, binucleate, sinusoidal 

capillaries, blood vessels and Kupffer cells), and evaluation of hepatic integrity by dosing 

aspartate aminotransferase ), Alanine aminotransferase (AST), gamma glutamyltransferase 

(GGT) and alkaline phosphatase (ALP), and histopathological and liver tissue analysis of 

adult Wistar rats induced by experimental diabetes undergoing a hyperlipidic diet and 

treated with metformin, melatonin and pentoxylin. To perform the experiment, 25 male 

Wistar rats with 30 days old were kept under animal conditions in the Department of 

Morphology and Animal Physiology of the Federal Rural University of Pernambuco.five 

groups of animals and fed a hyperlipid diet and experimentally induced to diabetes: (GD) 

diabetic control group; (GMM) treated with metformin (GMG) treated with metformin 

(GMP) treated with metformin (500 mg/kg) and melatonin (5 mg/kg), metformin treated 

with metformin and pentoxifylline , Pentoxifylline and melatonin. At the end of the 

experimental period animals were anesthetized and perfused, and livers were collected for 

histopathological and histomorphometric analysis. The most frequent histopathological 

lesions were microesteatosis, macroesteatosis, hepatocyte hypertrophy, narrowing of 

sinusoidal capillaries, coagulation necrosis, central lobular vein congestion, hepatic 

parenchyma congestion, hepatocyte cord atrophy and dilation of sinusoidal capillaries. As 

to volume density (%) there was no difference in the percentage of necrotic hepatocytes, 

mononucleated hepatocytes, binucleated hepatocytes, vessels, Kupffer cells and bile ducts. 

Regarding the percentage of sinusoidal capillaries, the group treated with metformin 

associated with melatonin had an increase in relation to the other groups. The use of 

metformin associated with pentoxifylline significantly reduced glycemic levels, but was 

not sufficient to minimize liver damage. The association of metformin with melatonin and 

pentoxifylline has influenced the reduction of serum ALT levels and damage compatible 

with non-alcoholic fatty liver disease in diabetic animals submitted to the hyperlipid diet. 

 

Keywords: Microsesteatosis. Macroesteatosis. Metformin. Melatonin. Pentoxifylline. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A degeneração gordurosa do fígado de etiologia não-alcoólica (DHGNA) termo 

utilizado para designar um amplo espectro de desordens hepáticas, que vai desde a 

esteatose até a cirrose está relacionada, principalmente, ao diabetes mellitus e a obesidade 

(FARRELL e LATER, 2006; SMITH e ADAMS, 2011; SILVA; ESCANHOELA, 2009; 

AHMADIEH e AZAR, 2014).  

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é uma doença espectral e 

está subdividida em dois grupos principais, de acordo com seus aspectos clínico-

morfológicos básicos: esteatose hepática ou simplesmente fígado gorduroso e a esteato-

hepatite não alcoólica (EHNA). O primeiro estado caracteriza-se pelo acúmulo lipídico nos 

hepatócitos. Essa gordura heterotópica desencadeia graus variáveis de fenômenos 

necroinflamatórios, o que corresponde à esteato-hepatite, condição associada à doença 

progressiva (BRUNT, 2010). 

 O fígado é o principal alvo da insulina. Ele exerce um papel de extrema 

importância na glicemia, sendo responsável pela manutenção da glicose e, respondendo a 

ação dos hormônios insulina e do glucagon (NELSON e COX, 2011). 

O mecanismo de resistência à ação da insulina causa inibição da lipase lipoproteica 

insulino-sensível no tecido adiposo. Há aumento do influxo de ácidos graxos para a 

circulação sanguínea e daí para o fígado. Em decorrência da hiperinsulinemia 

compensatória, a b-oxidação e a liberação de triglicerídeos na forma de VLDL estão 

inibidas no fígado. Os ácidos graxos em excesso são convertidos em triglicerídeos que se 

acumularão no fígado, levando ao quadro de esteatose hepática.  

Estudos recentes vêm mostrando que o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é um fator 

de risco agravante para a fibrose hepática, independentemente de outros fatores 

relacionados à DHGNA (ORTIZ-LOPEZ, 2012). A doença hepática em pacientes com 

DHGNA e DM2 é mais intensa e, há um risco maior de evoluir para cirrose e aumentar a 

taxa de mortalidade (BOSQUES-PADILLA et al., 2008). 

Objetivou-se com este estudo avaliar as alterações histopatológicas e morfométricas 

hepáticas pela determinação da densidade volumétrica dos componentes hepáticos 

(hepátocitos mononucleados, binucleados, capilares sinusoides, vasos sanguíneos e células 

de Kupffer), e avaliação da integridade hepática pela dosagem das enzimas aspartato 
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aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT) 

e fosfatase alcalina (ALP) e análise histopatológica e do tecido hepático de ratos Wistar 

adultos induzidos ao diabetes experimental submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com 

metformina, melatonina e pentoxilina. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para a realização dos experimentos foram utilizados 25 ratos machos, da linhagem 

Wistar, livres de patógenos específicos, com idade de 30 dias, fornecidos e mantidos no 

Biotério da Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE. Os animais foram 

alocados em gaiolas de polipropileno coletivas, a temperatura média de 22 ± 2ºC, com 

ciclos de 12 horas de luminosidade, sendo das 07:00 as 19:00 horas (período claro) e 19:00 

as 07:00 horas (período escuro), durante o período de aclimatação durante 15 dias. 

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

grupos experimentais (Quadro 1). 

 

Quadro 1. Disposição dos grupos experimentais por tratamento e sua duração, número de animais e vias de 

administração. 

 

Grupos Experimentais Número de 

Animais 

Duração do 

Tratamento 

(dias) 

GD: Controle diabético (n=5) 5 30 

GDM: Grupo diabético/ metformina (500 mg/kg/VO).   5 30 

GDMP: Grupo diabético/ metfomina (500 mg/kg/VO), 

pentoxifilina (100 mg/kg/VO).   

5 30 

GDMM: Grupo diabético/metformina (500 mg/kg), 

melatonina (5 mg/kg/VS)   

5 30 

GMMP: Grupo diabético/metformina (500 mg/kg), 

melatonina(5 mg/kg) , pentoxifilina(100mg/Kg/VO) 

5 30 
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Durante o período experimental, os animais foram alimentados com a ração 

hiperlipídica (Tabela 1), água de torneira foi fornecida ad libitum.  

 O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, Protocolo nº 23082/20034/2016-29, sob Registro de 

Licença nº 16/2017 - CEUA/UFRPE em conformidade com os princípios básicos para 

pesquisa com animais. 

 

Tabela 1 - Lista de ingredientes utilizados para a preparação da dieta hiperlipídica. 

 

Ingredientes Quantidade (g) 

Amido de milho 509,48  

Caseína 200  

Sacarose 100  

Mix mineral 35  

Mix vitamínico 10  

Metionina 3  

Colina 2,5  

Óleo de soja 140  

Fonte: FRANCO; CAMPOS; DEMONTE, 2009 

 

2.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

Os animais foram pesados semanalmente e anteriormente à eutanásia para a 

determinação do ganho de peso diário. A ração fornecida e o desperdício foram pesados 

para a determinação do consumo de ração médio diário. A conversão alimentar foi obtida 

por meio da relação entre o consumo de ração e o ganho de peso no período. 

A indução ao diabetes foi realizada através da administração de estreptozotocina 

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

14 horas. A verificação da glicose sanguínea ocorreu após o jejum de 14 horas e o 

estabelecimento do diabetes foi confirmado entre 7 e 14 dias após a indução, foram 

incluídos no experimento apenas aqueles animais que possuíam glicemia acima de 200 

mg/dL (Glicosímetro Kit Accu-Chek Active). Após isso, a glicose sanguínea foi verificada 
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(tiras reagentes Accu-Chek Active) semanalmente em todos os grupos através da coleta de 

gotas de sangue da ponta da cauda dos animais. 

 

2.3 PERFUSÃO TECIDUAL E PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

 

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

injeção intraperitoneal de quetamina (25 mg/kg) associada à xilazina (10 mg/kg) na mesma 

seringa e aprofundamento anestésico com tiopental (100 mg/kg) (FANTONI; 

CORTOPASSI, 1994). Posteriormente foi realizada a coleta de sangue por punção no seio 

venoso (confluência das veias cavas), centrifugação e acondicionamento de duas alíquotas 

de 1 mL de soro sanguíneo em eppendorfs e mantidos à -20°C para posterior dosagem de 

AST, ALT, GGT, ALP. Após a coleta de sangue foi feita perfusão intracardíaca com 

solução fisiológica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sódica (500 UI/L; AKZO 

ORGANON TEKNIKA) e nitroprussiato (100mg/L; SIGMA
®
), por um período de tempo 

entre 5 e 10 minutos. Em seguida, os animais foram perfundidos com solução fixadora de 

glutaraldeído (VETEC
®
, Brasil) a 4%, em tampão fosfato de sódio, pH 7,2 e 0,01M, 

durante 25 minutos. 

Após a perfusão com solução fixadora o fígado foi removido e pesado. 

Seccionaram-se os órgãos em fragmentos de até 2 mm de espessura, os quais foram 

submetidos à refixação em formalina tamponada a 10%. Para os estudos ao microscópio de 

luz, os fragmentos foram processados rotineiramente para inclusão em parafina. Cortes 

histológicos de 4 µm de espessura foram feitos, posteriormente corados em hematoxilina-

eosina e PAS e analisados morfologicamente e morfometricamente. A classificação das 

lesões foi feita através de cinco escores, de acordo com a variação da intensidade. O 

escores 0 foi atribuído a ausência de lesões, o escore 1 foi dado às lesões leves, o 2 às 

lesões de leves a moderadas, o 3 às moderadas, o 4 às moderadas a intensas e 5 às  

intensas. 

 

2.4 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DO FÍGADO 

 

A densidade volumétrica relativa (%) dos componentes hepáticos (hepatócitos 

necróticos anucleados, mononucleados, binucleados, capilares sinusoides, vasos 
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sanguíneos e células de Kupffer) foi determinada utilizando uma grade com 400 pontos 

intersecções observando-se dez campos por animal no aumento de 40X, totalizando quatro 

mil pontos por animal. 

 

2.5 ANÁLISE BIOQUÍMICA 

 

Determinação da atividade da alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) e gamaglutamiltransferase (GGT) plasmática e atividade das 

transaminases foi determinada no soro, utilizando-se kit comercial (Labtest ®, Minas 

Gerais, Brasil) em analisador automático Labmax 240 da Labtest ® (Minas Gerais, Brasil). 

 

3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados obtidos foram expressos através da estatística descritiva de tendência de 

centralidade e dispersão (média e desvio padrão) e, quando necessárias, estas médias foram 

avaliadas mediante técnica de análise de variância (ANOVA), com post-hoc de Tukey-

Kramer como teste de múltiplas comparações com o intuito de analisar quais grupos 

diferiram entre si. Para dados que não seguiram as tendências de normalidade, realizou-se 

o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, com posterior teste post-hoc de Dunn. Para as 

construções gráficas, utilizou-se o programa GraphPad Prism (versão 5.0). O tratamento 

estatístico foi delineado com nível de significância para p<0,05. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA 

 

 Com relação às enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e gama glutamiltransferase (GGT), não houve diferença 

significativa entre os grupos experimentais. No entanto, a concentração sérica dessas 

enzimas estava acima dos níveis considerados normais (Tabela 2). A administração de 

dieta hipercalórica pode ocasionar lesões histopatológicas, tais como esteatose, 
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esteatohepatite, fibrose e cirrose, que são responsáveis pela elevação destas enzimas e 

alterações na função hepática (CHAVES et al., 2012). AST e ALT são enzimas 

intracelulares presentes nos hepatócitos e de escolha para o auxílio de diagnóstico 

(MOTTA, 2009). Essas enzimas catalisam a conversão de aspartato e alanina em 

oxilacetato e piruvato, respectivamente e são parâmetros úteis na avaliação das lesões.  

Observou-se também que mesmo estando acima do nível de concentração normal, 

houve uma tendência a diminuição dos níveis plasmáticos de ALT no grupo submetido ao 

tratamento com a metformina associada à melatonina e pentoxifilina em relação aos 

demais grupos (Tabela 2). A comparação da metformina com a pioglitazona no tratamento 

da esteatose hepática constatou que a metformina é capaz de reduzir os níveis de alanina 

aminotransferase (ALT), mas não de melhorar a deposição de gordura no fígado (GUPTA 

et. al. 2010). No presente experimento, esta tendência de redução pode estar relacionada 

devido à administração da pentoxifilina e melatonina. Segundo Moraes (2014), o 

tratamento com melatonina foi capaz de reduzir as concentrações séricas de ALT e GGT, 

desempenhando um papel protetor no fígado desses animais. A melatonina atua como um 

potente antioxidante, interagindo e neutralizando ERO através de transferência de elétrons 

e aumentando expressão gênica de enzimas antioxidantes como glicose 6-fosfato 

desidrogenase, superóxido desmutase, catalase, glutationa peroxidase e glutadiona redutase 

(HARDELAND, 2011). A pentoxifilina, por sua vez, promove a diminuição na produção 

de TNF-α e interleucinas 1 e 6 (citocina pró-fibróticas) e consequentemente dano hepático 

(MARTINO et al., 2010). 

Os níveis séricos de GGT não tiveram diferença significativa e estavam diminuídos. 

No que diz respeito às concentrações séricas de fosfatase alcalina (ALP) não houve 

diferença estatística, apesar de estarem elevadas em todos os grupos, principalmente nos 

animais diabéticos sem tratamento (Tabela 2), sendo condizente com os achados da 

literatura em que no diabetes a atividade de ALP sérica é elevada no estágio inicial da 

doença (KOYAMA ET AL., 1998). A fosfatase alcalina (ALP) está presente em vários 

tecidos, principalmente ósseo, no sistema hepatobiliar e na mucosa gastrointestinal e é 

indicadora da ocorrência de colestase (SANTOS et al., 2008). Elevações em sua 

concentração sérica também podem ser consideradas indicadores de Doença Hepática 

Gordurosa Não-Alcoólica (HANLEY et AL., 2005).  
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Tabela 2 - Concentrações séricas de ALT, AST, GGT e ALP (U/L) de ratos Wistar adultos 

induzidos ao diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, 

pentoxifilina e melatonina. 

 

 ALT* AST** GGT*** ALP**** 

GD 78,79 ± 29,53 172,49 ± 85,51 0,61 ± 1,37 1436,31± 705,31 

GDM 92,47 ± 75,24 267,69 ± 89,04 1,96 ± 3,05 323,17 ±707,26 

GDMP 141,38 ± 233,06 529,33 ±736,26 0,32 ± 0,33 391,74 ± 233,25 

GDMM 98,18 ± 49,25 294,98 ± 94,76 0,67 ± 1,51 508,67 ± 262,44 

GDMMP 67,91 ± 36,75 294,98 ± 94,76 0,67 ± 0,97 493,62 ± 258,98 

P 0,871 0,534 0,601 0,431 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas -  Os valores representam a média ± desvio padrão.  

           - Valores de referência para Alanina Aminotransferase - ALT* (57,55 ± 11,95) U/L, Aspartato 

Aminotransferase - AST** (131,33 ± 43,98 ) U/L, Gamaglutamil Transferase - GGT*** (3,47 ± 

1,74) U/L e Fosfatase Alcalina – ALP****
 
(91,63 ± 28,70) U/L em ratos (LIMA et al 2014). 

 

 

Tabela 3 - Peso corporal (g), peso hepático (g), índice hepatossomático – IHS (%) e níveis de glicose (ng/dL) 

de ratos Wistar adultos induzidos experimentalmente ao diabetes submetidos à dieta hiperlipídica 

e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

 Peso corporal Peso hepático IHS (%) Glicose* 

GD 265,3 ± 49,7 8,84 ± 1,8 3,6 ± 0,7 419,1 ± 28,1
a
 

GDM 306,3 ± 80,9 10,09 ± 0,9 3,2 ± 1,0 198,6 ± 142,4
b
 

GDMP 285,8 ± 70,6 8,36 ± 1,8 3,3 ± 1,7 170,0 ± 85,5
b
 

GDMM 272,5 ± 70,1 8,65 ± 1,4 3,4 ± 0,7 268,5 ± 149,4
a
 

GDMMP 275,5 ± 39,8 9,21 ± 0,8 3,4 ± 0,25 281,5 ± 99,4
a
 

p 0,826 0,300 0,984 0,009 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas - Os valores representam a média ± desvio padrão. Diferentes letras na mesma coluna indicam 

diferença estatística. 

         - Valores de referência para glicose* (138,72 ± 30,17) ng/dL em ratos (LIMA et al 2014). 

 

O fígado, devido sua associação direta com a manutenção da glicemia, é 

caracterizado como um dos órgãos mais afetados por mudanças metabólicas e moleculares 

que culminam em processos de deterioração das funções hepáticas (SADI, 2007). Após 

avaliação da glicemia plasmática constatou-se redução nos animais tratados somente com 

metformina e com a associação desta com a pentoxifilina (Tabela 3). Não foi observada, 

diferença para o índice hepatossomático e de peso corporal entre os grupos. 
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4.2 ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA DO FÍGADO 

 

A densidade volumétrica relativa (%) dos constituintes hepáticos está registrada nas 

tabelas 5 e 6. De acordo com os resultados não houve diferença na densidade volumétrica 

relativa dos hepatócitos necróticos, hepatócitos mononucleados, hepatócitos binucleados, 

vasos e ductos biliares. No entanto, constatou-se uma tendência de redução no número de 

hepatócitos necróticos no grupo dos animais diabéticos tratados com metformina associada 

a melatonina.  No grupo GDMMP o resultado semelhante ao descrito anteriormente. 

Contudo, no grupo GMM se constatou tendência de diminuição no número de hepatócitos 

binucleados. 

 

Tabela 4 - Densidade volumétrica (%) dos componentes hepáticos de ratos Wistar adultos induzidos ao 

diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina 

e melatonina. 

 

  Hepatócitos necrótico 
Hepatócitos 

mononucleados 
Hepatócitos binucleados 

GD 35,13 ± 3,29 32,13 ± 3,94 5,47 ± 19,6 

GDM 37,33 ± 6,73 34,70 ± 8,92 5,53 ± 23,9 

GDMP 38,91 ± 6,43 35,21 ± 6,64 5,53 ± 15,5 

GDMM 28,42 ± 10,02 36,06 ± 6,09 3,18 ± 14,2 

GDMMP 32,0 ± 12,26 40,92 ± 5,28 2,42 ± 10,8 

P 0,314 0,261 0,805 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas - Os valores representam a média ± desvio padrão.  
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Figura 1 - Densidade volumétrica (%) dos componentes hepáticos de ratos Wistar adultos induzidos ao 

diabetes experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina 

e melatonina. 
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Tabela 5 -  Densidade volumétrica (%) dos componentes hepáticos (capilares sinusoides, células de Kupffer, 

vasos sanguíneos, ducto biliar e tecido conjuntivo) de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes 

experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e  tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina. 

 

 
Capilares 

sinusoides 

Célula de 

Kupffer 

Vasos 

sanguíneo * 
Ducto biliar Tecido conjuntivo 

GD 17,51 ±2,38
a
 1,84 ± 1,00 6,87 ± 3,29 0,16 ± 0,45 0,88 ± 1,97 

GDM 17,3 ± 5,66
a
 2,41 ± 1,09 2,69± 1,50 0,02 ± 0,27 0 

GDMP 13,23 ± 2,61
a
 2,48 ± 0,88 8,65± 0,75 0,26 ± 0,18 0 

GDMM 25,09± 2,85
b
 1,95 ± 1,01 4,37 ± 2,92 0,15 ± 22 0 

GDMMP 14,86 ± 4,15
a
 5,38 ± 3,28 1,34 ± 1,85 0,05 ± 0,73 0 

P 0,001 0,023 0,069 0,913 0,431 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas - Os valores representam a média ± desvio padrão. Diferentes letras na mesma coluna indicam 

diferença estatística.  

         - *Artérias e veias hepáticas. 

 

Com relação ao percentual de capilares sinusoides, o grupo tratado com metformina 

associada à melatonina teve maior densidade volumétrica em relação aos demais grupos 
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(Tabela 5; Figura 2). Por outro lado, não houve diferença significativa entre os grupos para 

os percentuais de células de Kupffer e vasos sanguíneos (veia centro lobular, artéria e veia 

hepática). Embora o grupo tratado com metformina, melatonina e pentoxifilina tenha 

apresentado um percentual elevado de células de Kupffer (19%) em relação ao controle. 

Este dado não foi considerado significativo em relação aos demais grupos experimentais 

(Tabela 5; Figura 2). 

 

Figura 2 -  Densidade volumétrica (%) dos componentes hepáticos (capilares sinusoides, células de Kupffer, 

vasos sanguíneos, ducto biliar e tecido conjuntivo) de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes 

experimental e submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e 

melatonina. 
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4.3 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DO FÍGADO 

 

Nos animais do grupo diabético foram constatadas alterações hepáticas 

relacionadas à necrose de hepatócitos, degeneração gordurosa micro e macrovesicular, à 

esteatohepatite e à fibrose periportal associados à presença de dilatação dos capilares 

sinusoides e perda progressiva da estrutura geral do órgão (Tabela 6; Figura 3A e 3B). A 

doença hepática gordurosa não alcoólica pode ser associada à obesidade, ao diabetes 

mellitus tipo 2, dislipidemia e a resistência à insulina inclui, em seu espectro, desde a 

esteatose simples e apenas acúmulo de gordura no fígado, até esteatohepatite com 

componente necroinflamatório, com ou sem fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular 

(SCHILD et al., 2013; ZHANG et al., 2014). Sabe-se que o estresse oxidativo celular tem 

importante papel na gênese e evolução das lesões diabéticas crônicas sobre os vasos, rins, 

retina e nervos, e muito possivelmente, também, sobre o fígado de homens e animais 

diabéticos (EVELSON et al., 2005; KHAN; FARHANGKHOE e CHAKRABARTI, 2006; 

KANETO et al., 2006). 

 Segundo Méndez-Sánchez et al. (2004), a persistência de um estado diabético e de 

estresse crônico das células hepáticas parece ser um dos fatores preditivos mais 

importantes para o desenvolvimento de cirrose em pacientes diabéticos com degeneração 

gordurosa do fígado de etiologia não-alcoólica (DGFNA), particularmente nos obesos. 

As lesões hepáticas dos animais pertencentes ao grupo diabético tratado com 

metformina foram semelhantes em todos os fígados com presença de grande quantidade de 

hepatócitos binucledos, hepatócitos necróticos distribuídos aleatoriamente pelo parênquima 

hepático e hipertrofia dos hepatócitos com consequente diminuição dos capilares 

sinusoides delgados (Tabela 6,7, Figura 3C e D) e subsequente prejuízo à microcirculação 

(KARABULUT et al., 2004). Observou-se também infiltrado inflamatório composto por 

linfócitos e macrófagos, proliferação de ductos biliares e células de Kupffer mais visíveis. 

As células de Kupffer estão envolvidas na defesa do organismo contra agentes infecciosos 

e materiais tóxicos da circulação portal (CULLEN, 2009).  Estas células, assim como os 

hepatócitos, produzem grandes quantidades de radicais livres em resposta ao danos celular 

e podem ter esta atividade amplificada com o esgotamento dos mecanismos antioxidantes 

(FRIEDMAN; ARTHUR, 2002). No diabetes ocorre aumento do estresse oxidativo e dano 

ao hepatócito com consequente ativação de células de Kupffer e outras células 
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inflamatórias (WEILER-NORMANN; HEKEL; LOHSE, 2007). Isto justifica em parte os 

achados descrito no grupos GD e GDM que não possuem no tratamento fármacos 

considerados antinflamatórios atípicos e antioxidantes.  

 

Tabela 6 -  Intensidade das lesões renais de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas -  Os valores representam a média ± desvio padrão. 

          -  Escores de lesões: 0 - ausência, 1 - leve, 2 - leve a moderada, 3 - moderada, 4 - moderada a intensa e 

5 -  intensa. 

 

Tabela 7 -  Frequência das lesões hepáticas de ratos Wistar adultos induzidos ao diabetes experimental e 

submetidos à dieta hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas – FA: Frequência absoluta, FR: Frequência relativa. 

 

Lesões histopatológicas GD GDM GDMP GDMM GDMMP P 

Macroesteatose 0,2 ± 0,4 0,4 ± 0,9 0,8 ± 0,8 0,8 ± 0,8 1,7 ± 0,8 0,567 

Microesteatose 0,4 ± 0,9 0,6 ± 1,3 2,6 ± 2,1 1,2 ± 2,2 0,6 ± 1,3 0,19 

Hipertrofia de hepatócitos 1,4 ± 0,8 2,8 ± 1,6 4,2 ± 0,4 3,2 ± 1,3 4,2 ± 0,4 0,002 

Necrose hepática 3,0 ± 0,0 3,2 ± 0,4 3,4 ± 0,5 3,0 ± 0,0 3,2 ± 0,4 0,431 

Congestão de veia centrolobular 0,0 ± 0,0 1,8 ± 1,7 1,4 ± 1,1 1,2 ± 0,8 1,2 ± 1,6 0,260 

Congestão do parênquima hepático 0,0 ± 0,0 0,4 ± 0,5 0,8 ± 0,4 1,4 ± 1,1 0,4 ± 0,5 0,03 

Atrofia de cordões de hepatócitos 2,4 ± 1,6 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,4 ± 0,8 0,0 ± 0,0 0,001 

Dilatação de sinusoides 2,2 ± 1,9 0,4 ± 0,8 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,006 

Estreitamento de sinusoides 0,8 ± 0,8 2,2 ± 1,8 4 ± 0,7 2,8 ± 1,3 4,2 ± 0,4 0,001 

 Grupos experimentais 

Lesões histopatológicas GD 

(n=5) 

GDM 

(n=5) 

GDMP 

(n=5) 

GDMM 

(n=5) 

GDMMP 

(n=5) 

FA FR 

(%) 

Macroesteatose 1 (20%) 1 (20%) 3 (60%) 3 (60%) 1 (20%) 9 36 

Microesteatose 1 (20%) 1 (20%) 4 (80%) 2 (40%) 1 (20%) 9 36 

Hipertrofia de hepatócitos 4 (80%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 2 92 

Necrose 5 (100%) 4 (80%) 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 24 96 

Congestão de vasos - 2 (40%) 4 (80%) 4 (80%) 3 (60%) 24 96 

Congestão de parênquima -  4 (80%) 4 (80%) 2 (40%) 10 40 

Atrofia de cordões de hepatócitos 5 (100%) - - - - 5 20 

Dilatação de sinusoides  5 (100%) - - - - 5 20 
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A ação da metformina no fígado reduz a atividade de enzimas chaves na síntese de 

triacilglicerol e colesterol e estimula o catabolismo de lipídios, e bloqueio na produção 

hepática de glicose (HARDIE, 2013). Ratos alimentados com dieta hiperlipídica que 

receberam 250 mg/kg de metformina apresentaram aumento da fosforilação da adenosina 

monofosfato (AMPK), uma enzima que atua como regulador metabólico (MILLER, 2013).  

No presente estudo, nos animais tratados com metformina e pentoxifilina 

constatou-se presença de hepatócitos volumosos com esteatose microvesicular e áreas de 

necrose de coagulação (Tabelas 6,7). Na busca de alternativas que possam ser úteis no 

tratamento da lesão hepática não alcoólica, a pentoxifilina, por causar diminuição na 

produção de citocinas pró-fibróticas, vem sendo empregada em estudos com humanos e 

animais visando a redução da esteatose (VAN et al., 2011; ZEIN et al., 2011).  

Nos animais diabéticos tratados com metformina em associação com melatonina, 

constatou-se tendência de aumento na hiperplasia e hipertrofia hepática, estreitamentos 

capilares de sinusoides, discreta microesteatose e necrose de coagulação (Tabela 6), e 

hepatócitos binucleados.  Guven et al., (2006) estudando os efeitos protetores da 

melatonina sobre as lesões do fígado de ratos diabéticos observaram congestão dos 

sinusoides e degeneração hidrópica, necrose focal e degeneração gordurosa microvesicular 

dos hepatócitos, associados à inflamação periportal moderada. Estes autores, no entanto, 

não observaram degeneração gordurosa macrovesicular e fibrose hepática evidenciando, 

muito possivelmente, o caráter crônico destas alterações.  

 Segundo Birkner et al. (2007) a administração prolongada de dieta 

hipercolesterolêmica é capaz de alterar estruturas de hepatócitos e levar a formação de 

esteatose, o que ocorreu em nosso modelo de diabetes mellitus de forma mais evidente, no 

entanto com intensidade de leve a moderada nos grupos GMP e GMM (Tabela 6, figuras 

4A, B). Provavelmente, devido à capacidade da melatonina em reduzir o dano hepático, a 

lipoperoxidação, o colágeno no fígado e aumentar a atividade da enzima antioxidante 

superóxido dismutase (ROSA et al., 2008). 

Nos animais do grupo metformina, pentoxifilina e melatonina notaram-se 

hepatócitos com esteatose discreta, generalizada, do tipo microvesicular em apenas um dos 

animais (Tabela 7, Figuras 4C, D). Nos outros animais constatou-se estreitamento dos 

sinusoides, tumefação celular difusa, presença de hepatócitos binucleados, congestão dos 
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capilares sinusoides, necrose de coagulação de hepatócitos e hiperplasia de ductos biliares. 

As alterações descritas anteriormente foram ausentes ou variaram entre moderada-intensa.  

A progressão da esteatose hepática está relacionada à ação de citocinas pró-

inflamatórias e ao estresse oxidativo (LEITE; JAMAR, CANTARI, 2014). Ou seja, o uso 

de um anti-inflamatório atípico (PTX) capaz de reduzir os níveis de TNF-α (ANTUNES et 

al., 2008) e mediadores pró-inflamatórios (D’HELLENCOURT et al, 1996; RAMANI et al 

1994) e um potente antioxidante (melatonina) associados à metformina minimizaram as 

lesões decorrentes da hiperglicemia.  
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Figura 3. Fotomicrografia de fígado ratos Wistar induzidos experimentalmente ao diabetes submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

 

Fonte: Autor, 2017.  

Notas - A: parênquima de fígado do grupo diabético sem tratamento com presença de Fibrose (estrela). Tricrômico 

de Gomori. B: parênquima de fígado do grupo controle mostrando veia porta (Vp), artéria (AR). PAS. C: 

parênquima de fígado do grupo diabético tratado com metformina com hepatócitos hipertrofiados com 

núcleos grandes (seta longa); estreitamento de sinusoides (Seta); hiperplasia de ductos biliares (Db). HE. 

D: cordões hepáticos (Ch) hipertrofiados do grupo diabético tratado com metformina com hepatócitos 

com núcleos grandes (seta longa); estreitamento de sinusoides (Seta); Ducto biliar (Db); Veia (Vc). HE. 

E: parênquima de fígado do grupo diabético tratado com metformina e pentoxifilina estreitamento de 

sinusoides (Seta); hiperplasia de ducto biliar (Db); Veia porta (Vp) e artéria (Ar). HE. F: cordões 

hepáticos (Ch) do grupo diabético tratado com metformina e pentoxifilina com estreitamento de 

sinusoides (Seta), necrose de hepatócitos (cabeça de seta). HE. 
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Figura 4. Fotomicrografia de fígado ratos Wistar induzidos experimentalmente ao diabetes submetidos à dieta 

hiperlipídica e tratados com metformina, pentoxifilina e melatonina. 

 

 

 

Fonte: Autor, 2017. 

Notas - A: parênquima de fígado do grupo diabético tratado com metformina e melatonina com hepatócitos 

com núcleos grandes (seta longa); estreitamento de sinusoides (Seta). Necrose de hepatócitos 

(cabeça de seta). HE. B: parênquima de fígado do grupo diabético tratado com metformina e 

melatonina com hepatócitos com núcleos grandes (seta longa); estreitamento de sinusoides (Seta); 

necrose de hepatócitos (cabeça de seta). HE. C: parênquima de fígado do grupo diabético tratado 

com metformina, melatonina e pentoxifilina com hepatócitos com formação de degeneração 

gordurosa microvesicular (Seta); necrose de hepatócitos (cabeça de seta). HE. D: parênquima de 

fígado do grupo diabético tratado com metformina, melatonina e pentoxifilina com hepatócitos com 

formação de degeneração gordurosa microvesicular de intensidade leve; hipertrofia de ductos 

biliares (Db), sinusoides (Si). HE. 
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5 CONCLUSÕES 

 

A utilização da metformina associada à pentoxifilina reduziu significativamente os 

níveis glicêmicos, porém não foi suficiente para minimizar os danos hepáticos. A 

associação de metformina com a melatonina e pentoxifilina influenciou na redução dos 

níveis séricos de ALT e nos danos compatíveis com a doença hepática gordurosa não 

alcoólica em animais diabéticos submetidos à dieta hiperlipídica. 
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