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ALTERAÇÕES TESTICULARES NO DIABETES ALOXÂNICO NO RATO 

ESTUDO MORFOMÉTRICO E ULTRA-ESTRUTURAL DOS TÚBULOS 
SEMINÍFEROS

RESUMO 
Objetivo – Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar, no longo prazo, 

os parâmetros morfométricos e ultraestruturais dos tubulos seminíferos dos 

testículos de ratos diabéticos aloxânicos. Material e Métodos - 60 ratos Wistar, 

machos, pesando de 250 a 280 gramas foram divididos em 2 grupos 

experimentais: N ou grupo normal, constituído de 30 animais sadios, não-

daibéticos; D ou grupo diabético, constituído de 30 animais diabéticos sem 

qualquer tratamento da doença. Cada grupo experimental foi posteriormente 

dividido, por sorteio, em 3 subgrupos de ratos, com 10 animais cada um, para 

serem avaliados e sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento. O 

diabetes experimental foi induzido pela administração endovenosa de aloxana 

2%, na dose de 42 mg/kg de peso corporal. Somente animais com sinais 

clínicos evidentes de diabetes grave e com glicemia >250 mg/dl e glicose 

urinária > 3000 mg/dl foram utilizados neste experimento. Com 1, 6 e 12 meses 

de seguimento o peso corporal, a ingestão hídrica, a ingestão alimentar, a 

diurese e os níveis de glicose sanguínea foram avaliados em todos os animais. 

Com 1 e 6 meses de seguimento também foram analisados os níveis de 

insulina plasmática, hemoglobina glicosilada (HbA1C) e de testosterona sérica 

Após os sacrifício dos animais, ambos os testículos foram removidos, sendo o 

testículo esquerdo preparado para a microscopia ótica e o direito para a 

microscopia eletrônica. As medidas morfométricas à M.O. e M.E. foram 

realizadas por análise digital de imagens utilizando o software Quin Lite 2.5 - 



LEICA . A ultraestrutura dos túbulos seminíferos foi analisada ao microscópio 

de transmissão PHILIPS, pela análise descritiva comparativa. Neste 

experimento foram analisados os seguintes parâmetros: a) área total dos 

túbulos seminíferos; b) espessura do epitélio tubular; c) área do lúmen tubular; 

d) espessura do epitélio germinativo; e) porcentagem de lúmen tubular ou 

proporção da área do lúmen em relação a área total; f) porcentagem do epitélio 

ou proporção da área do epitélio em relação  área total; g) número de túbulos 

por mm2. Os resultados dos parâmetros clínicos e laboratoriais foram 

analisados pelos testes de comparação múltipla de Dunn e de Tukey, no nível 

de significância de 5% ou P<0,05. Os resultados dos parâmetros morfométricos 

foram analisados pelo teste ANOVA para um critério, complementado pelo 

teste de Tukey, adotando-se o nível de significância p<0,05. Resultados – 

Animais diabéticos apresentaram parâmetros clínicos de diabetes grave, 

caracterizado por diminuição do peso corporal e aumento significante da 

ingestão hídrica, ingestão alimentar e diurese quando comparados com ratos 

normais não-diabéticos (P<0,01). Animais diabéticos também apresentaram 

níveis significantemente elevados de glicose sanguínea, HbA1C e de glicose 

urinária, com valores baixos de insulina plasmática quando comparados com 

ratos controles (P<0,01). Os níveis séricos de testosterona também foram 

significantemente diminuídos em ratos diabéticos em relação aos seus 

controles. Em relação aos achados morfométricos dos testículos: a área total, 

área do epitélio e a espessura do epitélio foram menores (P< 0,01) e a 

densidade numérica tubular maior nos animais diabéticos (P < 0,05). A 

porcentagem do lúmen ou proporção da área do lúmen em relação a área total 

foi maior  e a porcentagem do  epitélio ou proporção  da área do epitélio em 



relação a área total menor nos animais diabéticos sacrificados com 1 mês de 

seguimento, (P<0,01).  Esses parâmetros morfométricos não se mostraram 

alterados nos animais diabéticos sacrificados com 6 meses de seguimento.  

Ratos diabéticos também apresentaram alterações ultraestruturais das células 

germinativas e das organelas dos testículos, desde o 1º mês de seguimento, 

acometendo as espermatogônias, espermátides maduras, células de Sertoli e 

mitocôndrias, caracterizadas por vacuolização citoplasmática, acúmulo de 

material eletrodenso e corpúsculos residuais localizados no citoplasma, em 

membranas celulares e mitocôndrias, e a presença de degeneração e apoptose 

celular nos estádios finais da agressão celular. Essa alterações também foram 

observadas em ratos normais não-diabéticos de longo tempo de seguimento, 

porém, sempre foram menos freqüentes e menos graves neste grupo de ratos. 

Palavras-chaves: Diabetes Mellitus. Aloxana. Testículos. Túbulos 

Seminíferos. Morfometria. Ultraestrutura. Ratos. 





ABSTRACT

Purpose - This study was conducted to evaluate, in the long term, 

ultrastructural and morphometric parameters of seminiferous tubules of the 

testis of diabetic rats alloxan. Material and Methods - 60 male Wistar rats 

weighing 250-280 grams were divided into two groups: group N or normal, 

consisting of 30 healthy animals, non-daibetics; D or diabetic group, consisting 

of 30 diabetic animals without  in treatment. Each experimental group was then 

divided in three subgroups of rats with 10 animals each to be evaluated and 

sacrificed at 1, 6 and 12 months of follow-up. Experimental diabetes was 

induced by intravenous administration of alloxan 2% at a dose of 42 mg / kg 

body weight. Only animals with obvious signs of severe diabetes and blood 

glucose> 250 mg / dl and urine glucose> 3000 mg / dl were used in this 

experiment. At 1, 6 and 12 months of follow-up body weight, water intake, food 

intake, diuresis and blood glucose levels were evaluated in all animals. At 1 and 

6 months of follow-up were also analyzed the levels of plasma insulin, 

glycosylated hemoglobin (HbA1C) and serum testosterone after the animal 

sacrifice, both testis were removed, the left was prepared for light microscopy 

and the right to the electron microscopy. Morphometric measures at M.Ö. and 

ME were performed by using digital image analysis software Quin Lite 2.5 - 

LEICA. The ultrastructure of the seminiferous tubules was analyzed by 

transmission microscope PHILIPS, by comparative descriptive analysis. In this 

experiment we analyzed the following parameters: a) total area of seminiferous 

tubules, b)  epithelium area, c) lumen area,  d) thickness of the germinal 

epithelium, e) percentage of tubular lumen or proportion of lumen area in 

relation to the total area, f) percentage of epithelium or proportion of epithelium 

area in relation to the total area; g) number of tubules per mm2. The results of 

clinical and laboratory parameters were analyzed by multiple comparison 

Tukey's and Dunn, the significance level of 5% or p <0.05. The results of the 

morphometric parameters were analyzed by ANOVA for one criterion, 

complemented by Tukey test, adopting a significance level of 5% or p <0.05. 

Results - diabetic rats showed clinical parameters of severe diabetes 

characterized by decreased body weight and significant increase in water 



intake, food intake and urine output when compared with normal rats without 

diabetes (P <0.01). Diabetic animals also had significantly elevated levels of 

blood glucose, HbA1c and urinary glucose, with low plasma insulin levels 

compared with control rats (P <0.01). The serum testosterone levels were also 

significantly decreased in diabetic rats compared to their controls. Regarding 

the morphometric findings of the testis:  the total area, area of the epithelium 

and the thickness of the epithelium were lower (P <0.01) and the numerical 

density tubular greater in diabetic animals (P <0.05). The percentage of tubular 

lumen or  proportion of the lumen area in relation to total area was higher and 

the percentage  of epithelium or proportion of epithelial area in relation to total 

area  was lower in diabetic animals sacrificed at 1 month follow-up (P <0.01) . 

These morphometric parameters were not changed in diabetic animals 

sacrificed at 6 months of follow up. Diabetic rats also showed ultrastructural 

changes of germ cells and organelles of testis, since the first months of follow 

up, affecting the spermatogonia, mature spermatids Sertoli cells and 

mitochondria, characterized by vacuolization, accumulation of eletrodense 

material and  waste corpuscles located in the cytoplasm, in cells membranes 

and mitochondria, and the presence of degeneration and apoptosis in the later 

stages of cellular injury. These changes were also observed in normal rats 

without diabetes of long follow-up, but they were less frequent and less severe 

in this group of rats. 

Keywords: Diabetes Mellitus. Alloxan. Testis. Seminiferous Tubules. 
Morphometry. Ultrastructure. Rats.
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1. Definição

Diabetes é uma doença crônica que ocorre quando o pâncreas não 

produz insulina suficiente ou quando o organismo não utiliza eficazmente a 

insulina que produz 1. A função principal da insulina é promover a entrada de 

glicose para as células do organismo de forma que ela possa ser 

aproveitada para as diversas atividades celulares. A falta da insulina ou 

defeito na sua ação resulta, portanto em acúmulo de glicose no sangue, o 

que chamamos de hiperglicemia.  

Podemos classificar o diabetes em dois grupos: Diabetes tipo 1 e 

Diabetes tipo 2. O Diabetes tipo 1 é resultado da destruição das células beta 

das ilhotas pancreáticas por uma apoptose autoimune, acarretando a perda 

da produção de insulina. O Diabetes tipo 2, também chamado não insulino 

dependente caracteriza-se pela produção de insulina pela células beta 

pancreáticas, porém com sua ação dificultada, ocorrendo quadro de 

resistência insulínica que acarretará aumento da produção de insulina para 

tentar manter a glicose m níveis normais. Quando isso não é mais possível 

surge o diabetes. Ao contrário do diabetes tipo 1, há geralmente associação 

com aumento de peso e obesidade acometendo principalmente adultos a 

partir dos 50 anos. Contudo observa-se cada vez mais o desenvolvimento o 

quadro em adultos jovens e até crianças. Isso se deve, principalmente, pelo 

aumento do consumo de gordura e carboidratos aliados a falta de atividade 

física. Outros tipos de diabetes são bem mais raros e incluem defeitos 

genéticos da função a célula beta (MODY 1,2,3), defeitos genéticos na ação 

da insulina, doença do pâncreas (pancreatite, tumores pancreáticos, 
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hemocromatose), outras doenças endócrinas (Síndrome de Cushing, 

hiperpatireoidismo e acromegalia) e uso de certos medicamentos. Diabetes 

gestacional – Pode ser transitório ou não e, ao término da gravidez, a 

paciente deve ser investigada e acompanhada. Na maioria das vezes ele é 

detectado no 3� trimestre da gravidez, através de um teste de sobrecarga de 

glicose. 2  

O diagnostico precoce do diabetes é importante para prevenção da 

complicações agudas e crônicas. 

 

2. Aspectos Gerais 

O diabetes está se tornando a epidemia do século, e já afeta cerca de 

246 milhões de pessoas em todo o mundo. Até 2025 a previsão é de que 

esse número chegue a 380 milhões.3  No Brasil, de acordo com o Vitigel 

(Sistema de Monitorização de Fatores de Risco e Proteção de Doença 

Crônicas e Transmissíveis), a ocorrência média de diabetes na população 

adulta (acima de 18anos) é de 5,2% representando 6.399.187 pessoas, que 

confirmaram serem portadoras da doença. A prevalência aumenta com a 

idade: o diabetes atinge 18,6% da população com idade superior a 65anos.  

O aumento da incidência do diabetes mellitus entre crianças e 

adolescentes é observado em diversas comunidades. Nos últimos anos, 

tem-se observado aumento crescente na prevalência do diabetes tipo 2 

entre jovens. Nos Estados Unidos, essa forma correspondia a 1-2% dos 

casos de diabetes na juventude e atualmente, observa-se que 8% a 45% 

dos casos novos de diabetes diagnosticados nessa faixa etária não tem 

etologia auto-imune demonstrada.4 Este aumento em jovens foi observado 



Introdução 3

inicialmente em certa minorias étnicas, como os índios Pima, habitantes do 

estado do Arizona (EUA). Nestes, observou-se a freqüência acima de 1% de 

indivíduos diabéticos na população com idade entre 15 e 24anos, em sua 

maioria não dependentes de insulina exógena, apresentando significativa 

associação com obesidade.5 Na região metropolitana de Cincinnati (EUA), 

em 1994, o diabetes mellitus tipo 2 já correspondia a 33% dos casos de 

diabetes recém-diagnosticados em indivíduos com idade entre 10 e 19 anos. 

O aumento do diabetes mellitus tipo 2 na juventude não é fato exclusivo da 

América do Norte. Entre os japoneses em idade escolar, a incidência elevou-

se, em vinte anos, de 0,2 para 7,6 por 100 mil indivíduos.6 O aumento na 

prevalência da obesidade na adolescência registrado nos últimos anos 

explicaria, em grande parte o avanço do diabetes mellitus tipo 2 em 

populações jovens.7,8  

Segundo a Organização Mundial da Saúde em 2005 faleceram mais de 

1,1 milhão de pessoas por diabetes mellitus e que 80% das mortes são 

registradas em países em desenvolvimento médio ou baixo; a Organização 

Mundial da Saúde faz a previsão de que as mortes por diabetes se 

multipliquem entre 2005 e 2030. 

 

3. Aparelho reprodutor masculino e diabetes 

 
Os efeitos do sistema reprodutor masculino no diabetes incluem 

impotência resultante de complicações neurovasculares e alterações 

testiculares determinante de espermatogênese alterada.9,10  
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Pesquisas iniciais indicavam menores volumes dos testículos e de 

sêmen que não se confirmaram posteriormente11,12; com a realização de 

biopsias de pacientes com oligoespermia foram verificadas importantes 

anormalidades que afetavam as células de Sertoli, o tecido tubular, as 

estruturas vasculares e o interstício.13,14 Faerman e cols (1972)15 estudando 

serie de 7 biopsias testiculares de pacientes diabéticos insulino dependentes 

encontraram hipoespermatogene e esfoliação do epitélio germinativo. 

Cameron e cols13 estudaram por microscopia ótica e eletrônica, 

biopsias testiculares de 10 pacientes adultos diabéticos insulino 

dependentes portadores de impotência  por períodos variáveis comparando-

os com controles normais. O quadro histológico constou de depleção de 

células germinativas nos túbulos, túbulos de diâmetros diminuídos, parede 

tubular espessada, e esfoliação de células germinativas no lúmen indicando 

espermatogênese alterada. A microscopia eletrônica identificou vacuolizaçao 

intensa das céluas de Sertoli e perda do processo juncional intercelular 

especializado nessa células. O interstício demonstrava invasão de matriz 

extra celular rico em colágeno e as paredes vasculares eram espessadas. 

Para esses autores essas alterações microvasculares nos pacientes 

impotentes podem afetar a função da célula de Leydig e a espermatogênese 

da mesma forma como ocorre nos testículos senescentes.16,17 . 

Em relação a estudos referentes à qualidade de sêmen, Dinulovic & 

Radonjic18 estudando 54 pacientes diabéticos comparando-os com 38 

normais com estratificação quanto a idade e duração da doença, 

encontraram diminuição da motilidade de espermatozóides. 
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Ambos os tipos de diabetes, tipo 1 e tipo 2 são causas bem 

reconhecidas de disfunção sexual e da função reprodutiva masculina em 

vários níveis, incluindo controle endócrino da espermatogênese , a 

espermatogênese, a ereção peniana e a ejaculação19,20,21 

O diabetes mellitus é considerado um problema de saúde pública 

mundial (WHO 2009).1   

O diabetes é usualmente acompanhado pela produção aumentada de 

radicais livres ou pela diminuição de antioxidantes; as mitocôndrias são a 

fonte principal das espécies reativas de oxigênio nas células  e a diminuição 

de sua função está intrinsecamente relacionada ao diabetes.22,23 

Atualmente tem sido proposto que os radicais livres de oxigênio são 

um mediador comum de várias patologias que afetam a função reprodutiva e 

que a função  mitocondrial está diminuído na infertilidade.24,25  

O esperma de mamíferos tem especifica composição lipídica 

consistindo de alto conteúdo de ácidos graxos poliinsaturados, 

plasmalogenos e esfingomielina; os lipídios nos espermatozóides são o 

principal substrato para a peroxidação. Aitken e cols. (1989)26 demonstraram 

que o excesso de espécies reativas de oxigêncio e radicais livres produzem 

um efeito adverso sobre a motilidade dos espermatozóides e na fertilidade. 

Sabe-se que o processo oxidativo nos lípides e no DNA dos 

espermatozóides é associado com o declínio na motilidade e fertilidade do 

esperma humano.27,28,29 Foi demonstrado que espermatozóides 

apresentando defeitos nas mitocôndrias não apenas produzem ATP de 

forma menos eficiente, mas também geram estresse oxidativo elevado, 
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levando a declínio na fertilidade.30 Embora atualmente avanços importantes 

em alguns mecanismo celulares já ocorreram, os mecanismos da 

espermatogênese alterada em homens diabéticos são pouco entendidos. 

Considerando que as projeções indicam aumento da prevalência do 

Diabetes mellitus em todo o mundo e como conseqüência mais pacientes 

serão afetados em  fase pré-reprodutiva e reprodutiva,31 torna-se relevante o 

estudo das alterações testiculares em modelos de diabetes no rato o qual 

produz algumas similaridades relacionadas ao diabetes tipo I. 

 

4. Estudos das lesões testiculares em animais 

Animais diabéticos por pancreatectomia32, por indução com 

aloxana33,34; ou induzidos pela streptozotocina35,36 demonstraram lesões 

testiculares relacionadas ao nível da glicemia e tempo de exposição à 

condição hiperglicêmica, e constaram principalmente de redução do epitélio 

germinativo e das células de Leydig, e de alterações no processo da 

espermatogênese. 

SEETHALAKSHMI e cols. (1987)37 encontraram contagem de 

espermatozóides e mobilidade significativamente diminuídas em ratos 

diabéticos e Scarano e cols. (2006)38, disfunção reprodutora duas semanas 

após o diabetes. 

Ratos normais apresentam alterações dos túbulos seminíferos com o 

aumento da idade, aparecendo túbulos regredidos com freqüência variável 

e, em ratos Brown Norway este processo se manifesta aos 18 meses39. Em 

hamsters normais não foram detectadas alterações histológicas aos 6 meses 



Introdução 7

de idade mas com 12 meses era evidente uma diminuição da altura do 

epitélio do túbulo seminífero, hipoespermatogênese e a presença de 

descamação celular40,41. Aos 2 anos de idade 40% dos túbulos seminíferos 

era anormal. 

À microscopia eletrônica células germinativas de túbulos regredidos de 

ratos Brown Norway normais de 2 anos demonstraram alterações 

citoplasmáticas, predomínio da células de Sertoli ou de sustentação e 

grande lisossomos que  apresentavam composição heterogênea e inclusões 

semelhantes a lipofucsina42. 

Camundongos diabéticos não obesos (NOD), animais que se tornam 

obesos na 30ª semana de vida, estudados por Gondos & Bevier (1995)43 aos 

3 meses de idade com glicemia entre 238 e 543mg/ apresentavam depleção 

de células espermatogênicas, atrofia tubular e degeneração das células 

germinativas. 

Nesse grupo de animais (NOD) em fase de insulite e pré-diabetes,  

Sainio-Pöllänen et al (1997)44 em estudo à microscopia eletrônica, 

encontraram apoptose das células germinativas espermatogônia, 

espermatócitos e espermatides.  

Estudos ultra estruturais de túbulos seminíferos em animais diabéticos 

são escassos, a maioria tem como objetivo o estudo da célula de Leydig 

intersticial45,46,47. 

5.  Parênquima testicular 

O parênquima testicular consiste de túbulos seminíferos que são os 

maiores componentes dos testículos e do tecido intersticial. Os túbulos 
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seminíferos são compostos por células espermatogenicas: espermatogonia 

espermatócitos e espermátides entremeados por células de suporte, as 

células de Sertoli. 

O espaço entre os túbulos seminíferos contém tecido frouxo onde se 

encontram nervos, células de Leydig e outras células como fibroblastos, 

mastócitos, macrófagos48. 

Os testículos tem função dupla, espermatogênese que ocorre nos 

túbulos seminíferos e secreção de hormônios esteróides ou androgênicos 

pelas células de Leydig; a síntese de testosterona é necessária para a 

produção dos espermatozóides e para o comportamento sexual normal. 

A hipófise anterior controla estas funções pela secreção de 

gonadotrofinas, hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo estimulante 

(FSH). A hipófise anterior é regulada através da secreção hipotalâmica de 

hormônio liberador de gonadotrofina (LHRH). Este eixo hipotalamo-hipófise-

gonada consiste de mecanismo controlado por feedback49.  A figura 1 abaixo 

representa essas relações: 
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Fig. 1 – O LHRH liberado no Hipotálamo, age sobre a Hipófise que libera FSH e LH que atuam na 
célula de Sertoli e Leydig, estimulando a síntese e liberação de inibina e testosterona que atuam como 
feedback negativo na Hipófise e Hipotálamo. 

 

O hormônio luteinizante (LH) produzido pela hipófise afeta a 

espermatogenese indiretamente, estimulando a produção de testosterona 

endógena. 

As células de Sertoli tem afinidade para o FSH por possuir receptores 

específicos; a Testosterona e o FSH são os hormônios direcionados para o 

epitélio do túbulo seminífero. 

A proximidade das células de Leydig e o túbulo seminífero e a 

produção de proteína ligadora de androgênio pelas células de Sertoli fazem 
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com que seja mantido alto nível de androgênio necessário no microambiente 

dos espermatozóides em desenvolvimento. 

Na figura 2 está representado esquematicamente o túbulo seminífero 

contendo espermatogonia, espermatócitos, espermatídes e 

espermatozóides. 

 

Fig. 2 – Representação do Túbulo Seminífero mostrando o hormônio folículo-estimulante (FSH) e 
testosterona (T) agindo nas células de Sértoli que produzem proteína de ligação do Androgênio (ABP) 
e inibina e, as células germinativas até a liberação de espermatozóides dentro do lúmen. (MacClure, 
RD: Endocrine investigations and therapy. Urol. Clin. North. AM. 14:471-488, 1987.  

 
Os túbulos seminíferos contém células germinativas em vários estágios 

de maturação e células de Sertoli; estas constituem 85 a 90% do volume 

testicular. 

As células de Sertoli são células de sustentação, não se dividem, são 

uma população fixa e parecem estar envolvidas na nutrição das células 

germinativas bem como na fagocitose de células lesadas. A relação entre as 

células de Sertoli e as células germinativas inclui os seguintes componentes: 

receptores para o FSH nas células de Sertoli; produção de uma proteína de 
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ligação ao androgênio, encontrado no túbulo seminífero que serve como 

reservatório do hormônio androgênico no túbulo; produção pelo túbulo 

seminífero de macromolécula que inibe a secreção do FSH - inibina e a 

conversão da testosterona em desitrotestosterona com maior potencia 

biológica que a testosterona nas células de Sertoli50. 

As células espermatogênicas são dispostas de forma ordenada desde 

a membrana basal até a luz do túbulo seminífero. Heller e Clermont (1964)51 

revelaram 13 diferentes células germinativas representantes dos diferentes 

estágios no processo de desenvolvimento e o seu desenvolvimento conta 

com íntima associação com as células de Sertoli, de forma que múltiplos 

tipos de células espermatogênicas estão em contato com uma única célula 

de Sertoli, conforme fica demonstrado na figura 3 abaixo. 

 

Note a célula de Leydig, no espaço intersticial, em íntimo contato com os vasos sanguíneos. 
(Fonte: http://faculty.washington.edu/kepeter/118/photos/testes_cells.jpg).49 

 

Figura 3-  
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Quando o desenvolvimento das células germinativas se completa, as 

espermátides maduras são liberadas pelas células de Sertoli dentro do 

lumen, e estas passam por um sistema de duto coletor ou “rete-testes” antes 

de entrarem no epidídimo via dutos eferentes. A transformação das 

espermátides em espermatozóides nos túbulos seminíferos se faz em 

processo denominado espermiogenese e inclui condensação do núcleo 

celular, formação de acrossomo, perda da maior parte do citoplasma, 

desenvolvimento de uma cauda e disposição das mitocondrias na porção 

média do espermatozóide. O ciclo espermatogênico no rato é de 12 dias52,53. 

Na figura 4 abaixo está esquematizado o processo de espermiogenese. 

 

Fonte: http://faculty.washington.edu/kepeter/118/photos/sperm-development.jpg49 

Por muitos anos se presumiu que as células de Sertoli eram o maior 

fator que controlava o desenvolvimento das células germinativas, porém 

estudos recentes demonstraram que as células germinativas controlam o 

Figura 4 - 
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seu desenvolvimento54. 

Para Ozaki - Kuroda et al (2002)55 as junções celulares entre as células 

de Sertoli e células germinativas desempenham papel crucial na 

morfogenese e diferenciação das células germinativas, além do papel 

mecânico de adesão entre as células. 

A decomposição e a recomposição das junções aderentes é um evento 

essencial durante a espermatogenese porque as células germinativas 

precisam se deslocar da região basal para o compartimento ad luminal do 

epitélio seminífero para completar a espermatogenese. Esta dinâmica é 

regulada por ampla rede de moléculas incluindo, fatores de crescimento, 

quinases e fosfatases56. 





Objetivo 14

Nosso objetivo foi o de avaliar os parâmetros morfométricos: área total, 

área do epitélio, área do lúmen, espessura do epitélio germinativo, 

densidade numérica tubular, porcentagem do lúmen ou proporção da área 

do lúmen em relação a área total e porcentagem do epitélio ou proporção da 

área do epitélio em relação a área total  nos túbulos seminíferos de ratos  

diabéticos  induzidos pela aloxana e de ratos não-diabéticos sacrificados 

com 1 e 6 meses de seguimento, e as alterações ultraestruturais dos túbulos 

seminíferos dos animais sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento. 
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1. Animais utilizados 

No presente estudo foram utilizados 60 ratos machos, adultos, da 

linhagem Wistar, sadios ao exame clínico, pesando aproximadamente 250-

280 gramas, oriundos do Biotério Central do Campus da Unesp de Botucatu. 

O estudo apresentado, de protocolo nº 650, foi aprovado pelo Comitê de 

Ética na Experimentação Animal (CEEA), da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – Unesp, no dia 10 de janeiro de 2008. 

 

2. Ambiente de experimentação, profilaxia e tratamento de infecções 

Os animais foram mantidos em gaiolas de poliuretano, forradas com 

palha autoclavada, em grupos de 4 animais/caixa, colocadas em 

“containers”, com temperatura, exaustão e iluminação controladas. O 

controle de insetos foi feito utilizando dispositivos foto-eletrônicos. 

Na semana que antecedeu a indução do diabetes experimental, os 

animais foram vermifugados com mebendazol (Abbott – Cifarma, São Paulo 

– SP), administrado por via oral e adicionado à água de beber, e tratados 

profilaticamente de pediculose com fipronil/metoprene (Merial Saúde Animal 

Ltda., Paulínia –SP), colocado na superfície da pele. Na evidência de sinais 

clínicos de piodermite e/ou pneumonia no seguimento, os animais foram 

tratados, respectivamente, com cuidados locais das lesões com solução 

degermante de digluconato de clorohexedina (NeoQuimica, São Paulo – SP) 

e administração de cloridrato de tetraciclina, na dose de 100mg/kg (Bristol – 

M – Squibb, São Paulo – SP) colocada na água de beber, durante 7-10 dias. 
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3. Distribuição e sorteio dos animais 

Oriundos do biotério, os animais foram inicialmente sorteados em dois 

grupos de ratos; o primeiro, destinado aos animais que permaneceram como 

controles (normais não-diabéticos) e o segundo, aos animais que foram 

submetidos à indução do diabetes experimental (animais diabéticos). 

Decorridos 14 dias após a indução do diabetes ou de seguimento normal, os 

animais foram distribuídos em 2 grupos experimentais, como abaixo 

discriminados: 

 

4. Grupos experimentais 

 

N - Grupo normal: constituído de 30 animais normais, sadios, não-

diabéticos; 

D - Grupo diabético: constituído de 30 animais diabéticos aloxânicos, não-

tratados; 

 

Animais que evoluíram para o óbito no período pós-indução do 

diabetes, e no seguimento precoce ou tardio, foram repostos, de modo a não 

comprometer o número final de ratos de cada grupo ou subgrupo estudado. 

5. Momentos de avaliação e sacrifício 

Cada um dos 2 grupos experimentais foi dividido, por sorteio, em 3 

subgrupos de ratos, com 10 animais cada um, para serem avaliados e 

sacrificados, respectivamente, em 3 momentos do experimento, a saber: 

 

M1 – animais sacrificados com 1 mês de seguimento normal ou com 

diabetes; 
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M2 – animais sacrificados com 6 meses de seguimento normal ou com 

diabetes; 

M3 – animais sacrificados com 12 meses de seguimento normal ou 

com diabetes. 

 

Todos os animais do estudo também tiveram uma avaliação inicial 

(M0), realizada no 14º dia pós-indução do diabetes ou de seguimento 

normal, para obtenção de parâmetros clínicos e laboratoriais de confirmação 

do estado diabético ou de normalidade.  

 
 

6.  Parâmetros analisados 

No presente estudo foram avaliados os seguintes parâmetros: 

Clínicos: controles do peso corporal (g), ingestão hídrica (ml/24h), ingestão 

alimentar (g/12h) e diurese (ml/24h); 

Laboratoriais: dosagens de glicose sangüínea, glicose urinária, hemoglobina 

glicosilada , insulina plasmática e testosterona sérica; 

Morfologia dos testículos (M.O.): análise dos aspectos histopatológicos dos 

túbulos seminíferos, com ênfase à presença/ausência de: espermatogênese, 

vacuolização, degeneração, perda do epitélio germinativo e atrofia tubular; 

Morfometria dos túbulos seminíferos (MO), com avaliação das seguintes 

variáveis: área tubular total (μm2), área do epitélio germinativo (μm2), 

espessura do epitélio germinativo (μm), porcentagem de lúmen tubular (%) 

ou proporção da área do lúmen em relação à área total e densidade de 

túbulos seminíferos/mm2; 
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Ultraestrutura dos testículos (ME): com ênfase aos aspectos elétron-

microscópicos das espermatogônias, espermátides, células de Sertoli e 

mitocôndrias, em relação à presença/ausência de: vacuolização 

citoplasmática; acúmulo de materiais anômalos e corpúsculos residuais no 

citoplasma e/ou membranas celulares; alterações na cromatina nuclear; 

degeneração e morte celular. 

 
7. Técnicas utilizadas 

7.1. Anestesia, coleta de sangue e sacrifício 

O sacrifício dos animais foi realizado sob efeito de anestesia geral, 

utilizando ketamina, na dose de 100 mg/Kg de peso corporal, associada à 

xilazina, na dose de 25 mg/Kg de peso corporal, administradas por via 

intramuscular. Ambas as drogas foram fabricadas pela Rhobifarma Ind. 

Farmacêutica Ltda, Hortolândia – SP. A coleta de sangue no sacrifício foi 

feita por punção cardíaca, com o tórax aberto. A eutanásia foi feita por 

exsanguinação volêmica, seguida da secção da veia cava infradiafragmática. 

 
 

7.2. Obtenção de parâmetros clínicos e laboratoriais  

No início do experimento (14º dia após a indução do diabetes ou de 

seguimento nos animais normais) e, no dia anterior, a cada um dos 

momentos definidos para o sacrifício (1, 6 e 12 meses), os animais foram 

colocados em gaiolas metabólicas individuais, durante um período de 24 

horas, sendo oferecida, ao final da tarde, quantidade padronizada de ração e 

água. Ao término de um período noturno de 12 horas a ração consumida foi 

registrada (ingestão alimentar em g/12h) e ao término de 24 horas, foram 
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registrados: o volume de água ingerido (ingestão hídrica em ml/24h), a 

quantidade de urina coletada (diurese em ml/24h) e o peso corporal (g). Um 

volume de 10 ml da urina coletada foi armazenado para a dosagem de 

glicose urinária de 24h. 

Para obtenção dos parâmetros laboratoriais iniciais e no seguimento 

tardio, os animais ficaram de jejum por 12h noturnas, sendo o sangue 

coletado por secção da cauda. Para tanto, os mesmos foram colocados em 

uma caixa com luzes incandescentes, por um período de 10 minutos, 

visando aquecê-los e promover a vasodilatação da cauda. A seguir, a cauda 

foi seccionada em sua extremidade distal, sendo obtidos, por gotejamento, 

1,5 ml de sangue para as dosagens bioquímicas. A seguir, a extremidade da 

cauda seccionada foi amarrada com fio de algodão 2-0, com finalidade 

hemostática.   

7.3. Indução do diabetes experimental 

  
O diabetes foi induzido pela administração de uma solução aquosa de 

aloxana a 2% (5,6 dioxiuracil monohidrato – Sigma Co, USA), injetada por 

via endovenosa, em dose única de 42mg/kg de peso corporal, utilizando-se 

uma das veias da cauda do animal. 

No presente estudo somente foram utilizados animais com sinais 

clínicos de diabetes grave, glicemia de jejum >250mg/dL e glicose urinária � 

3000mg/dL, em duas determinações sucessivas (7 e 14 dias após a 

indução). Animais diabéticos cujos critérios descritos não foram preenchidos 

foram excluídos do experimento. 
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7.4. Exames laboratoriais 

As dosagens de glicose sangüínea e urinária foram realizadas em 

animais sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento pelo método da 

glicose oxidase com utilização do equipamento VitroR da Johnson & 

Johnson. As dosagens de hemoglobina glicosilada, insulina plasmática e 

testosterona foram realizadas em animais sacrificados com 1 e 6 meses de 

seguimento, sendo quantificadas, respectivamente, por eletroforese, em 

sangue total, utilizando “kits” da marca SebiaR; por radioimunoensaio, em 

fase sólida, pelo método “coat-a-coat insulun” (DPC-Medlab – São Paulo); e 

pela técnica de quimioluminescência, aferida pelo equipamento da marca 

Architect – modelo i2000 SR. 

 
7.5. Exérese dos testículos pós-morte 

Após a exsanguinação, ratos dos 2 grupos experimentais, tiveram os 

seus testículos removidos. O testículo esquerdo foi colocado em solução de 

Bouin e preparado para estudo à microscopia óptica, em processador 

automático.  O testículo direito foi pré-fixado em glutaraldeído a 2,5%, em 

tampão fosfato 0,1M no pH 7,3  e posteriormente preparado para o estudo à 

microscopia eletrônica de transmissão. 

 
7.6. Exame morfológico e morfométrico à MO 

Escolhidos por sorteio, os testículos de 10 ratos de cada subgrupo de 

estudo, sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento, em cada grupo 

experimental, foram mantidos imersos em Bouin, por um período de 48h, 

para a completa fixação. Após este período, fragmentos representativos de 
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toda a gônada foram seccionados, incluídos em parafina e processados para 

análise à MO, utilizando a coloração pela hematoxilina-eosina.  

Após o preparo das lâminas, estas foram examinadas em um 

microscópio ótico, o qual era conectado a um sistema computadorizado de 

análise digital de imagens, utilizando o software Qwin Lite 2.5 – LEICA. Para 

o estudo morfométrico dos túbulos seminíferos foram analisados apenas os 

túbulos com contornos bem definidos e completos, em toda sua extensão, 

tendo sido avaliados os parâmetros mencionados no item 6 deste capítulo. 

Para a realização das medidas morfométricas de interesse deste 

estudo foi seguida a seguinte metodologia: 1) A lâmina contendo o corte 

transversal do testículo era percorrida no microscópio, tendo sido captadas 

as imagens de 6 a 15 secções da lâmina; estas imagens foram tomadas ao 

acaso, em toda extensão do testículo, e continham de 4 a 25 túbulos 

seminíferos completos por secção; 2) As imagens dos túbulos seminíferos 

eram projetadas na tela do computador e com o auxílio do “mouse” era 

delineada a superfície tubular, obtendo-se a área total do túbulo; o mesmo 

procedimento era repetido para a superfície do lúmen, obtendo-se a área 

total do lúmen. 

Da diferença entre a área do túbulo e a área do lúmen era obtida a 

área do epitélio germinativo. Foram feitas medidas das áreas de 101 a 195 

túbulos seminíferos por animal. 

A espessura do epitélio foi obtida tomando-se as secções de túbulos 

que haviam sido captadas e arquivadas no computador. Para tanto, 

procedeu-se a medida do túbulo na região do seu menor diâmetro, em cada 
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uma das secções, o que resultou em uma média de 68 a 135 medidas por 

animal. As médias e desvios - padrão foram calculados após obtenção dos 

dados. 

A densidade tubular foi obtida pela contagem numérica dos túbulos 

seminíferos com contornos bem definidos, nas 10 primeira secções por 

animal previamente arquivadas no computador tendo sido contados de 60 a 

130 túbulos por rato. 

A porcentagem do lúmen ou  proporção da área do  lúmen em relação 

a área total foi calculada multiplicando-se a área do lúmen por 100, e 

dividindo-se o resultado pela soma do lúmen e do epitélio germinativo. Os 

cálculos foram feitos em 101 a 195 túbulos seminíferos por animal. A 

porcentagem do epitélio ou proporção do epitélio germinativo em relação a 

área total  foi calculada utilizando-se os mesmo critérios para obtenção da 

porcentagem do lúmen.

7.7. Análise ultraestrutural 

Para a análise ultraestrutural dos túbulos seminíferos, os testículos 

pré-fixados de 4 animais/ grupo experimental foram cortados em fragmentos 

cilíndricos de 1mm de espessura, fixados em glutaraldeído 2,5% em tampão 

fosfato, pH 7,4 por 2 horas (0ºC), pós-fixados em tetróxido de ósmio 1%, 

lavados em água destilada, incubados em acetato de uracila, desidratados 

em soluções de acetona e embebidos em resina. Cortes semifinos (1�m) 

foram cortados com um micrótomo e corados com azul de toluidina e 

examinadas ao microscópio de luz. Cortes finos (75nm) foram cortados com 
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ultramícrótomo e corados com citrato de chumbo e uranila e examinados ao 

microscópio eletrônico de transmissão. 

Foram estudados 3 blocos de 3 animais de cada grupo; de cada bloco 

foram obtidas 3-4 preparações para exame. 

Com aumento de 5 – 7 mil vezes foram obtidas 5 – 10 micrografias 

eletrônicas panorâmicas, identificando-se as células de Sertoli, as 

espermatogonias, os espermatocitos e as espermatides. Nestas células 

foram pesquisadas a presença de alterações citoplasmáticas: vacuolização, 

aspecto das mitocôndrias e presença de substância eletrodensa; nos 

núcleos celulares foram observadas as características da cromatina, quanto 

a densidade e uniformidade. 

Utilizando a magnificação (10 – 20 mil vezes)) das imagens  

previamente observadas no aumento menor, as mesmas estruturas foram 

reexaminadas, sendo obtidas de 10 – 20 micrografias para posterior análise 

e comparação. Espermatides maduras foram fotografadas com aumentos 

entre 20 e 40 mil vezes. 

Foram obtidas micrografias de 2 a 3 túbulos de cada subgrupo de 

animais, sendo examinadas e documentadas várias regiões de cada túbulo, 

resultando em um estudo descritivo inicial. Após a descrição inicial e a 

documentação microfotográfica passou-se à descrição comparativa entre os 

grupo de ratos normais e diabéticos nos 3 períodos de seguimento (1, 6 e 12 

meses). Todas as análises foram feitas pelo mesmo pesquisador, sem o 

conhecimento prévio do grupo experimental, do qual provinha o material 

examinado. 
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8. Análise Estatística 

O estudo das variáveis clínicas (peso corporal, ingestão hídrica, 

ingestão alimentar e diurese), laboratoriais (glicose sangüínea, glicose 

urinária, hemoglobina glicosilada, insulina plasmática e testosterona), 

segundo os grupos, normal e diabético, e os seus respectivos momentos de 

sacrifício, foi realizado através da Análise de Variância, não paramétrica com 

dois fatores, complementada com o teste de comparações múltiplas de 

Dunn57, sendo que para as variáveis paramétricas foi o utilizado o teste de 

comparações múltiplas de Tukey57. O nível de significância adotado foi de 

5% ou P<0,05. 

Os parâmetros morfométricos: área total, área do epitélio, área do 

lúmen, espessura do epitélio, porcentagem do lúmen ou proporção da área 

do lúmen em relação a área total, porcentagem do epitélio ou proporção da 

área do epitélio em relação a área total e densidade numérica tubular, foram 

analisados pelo teste ANOVA para um critério complementado pelo teste de 

Tukey57, adotando-se o nível de 5% de significância ou p < 0,05. 
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1. Achados clínicos e laboratoriais 

Ratos controles (N) apresentaram parâmetros clínicos e laboratoriais 

compatíveis com os observados em animais de mesma linhagem, em todos 

os períodos de avaliação do experimento. Em contraste, ratos diabéticos (D), 

sem qualquer tratamento da doença, evoluíram com perda acentuada de 

peso corporal e aumento significante (P<0,01) da ingestão hídrica, ingestão 

alimentar e diurese, quando comparados com animais controles – N, nas 

avaliações efetuadas com 1, 6 e 12 meses de seguimento. Os níveis de 

glicose sanguínea e glicose urinária também foram significantemente 

elevados nestes períodos, o mesmo ocorrendo com os valores da 

hemoglobina glicosilada, nas avaliações realizadas com 1 e 6 meses de 

seguimento. Em contraste, ratos diabéticos apresentaram níveis de insulina 

e testosterona séricos significantemente baixos em relação aos ratos 

controles, com 1 e 6 meses de seguimento (P<0,001). Os valores obtidos 

constam das tabelas 1, 2 e 3, com as respectivas analises estatísticas e 

comentários. 
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Tabela 1 - Medianas, valores máximos e mínimos da glicemia (mg/dl), 
glicosuria (mg/24h), ingestão hídrica (ml) e diurese (ml) de ratos normais (N) e 
diabéticos (D) sacrificados com 1, 6 e 12 meses de seguimento. 

  Glicemia
(mg/dl)

Glicosuria
(mg/24h) 

Ingestão hídrica 
(ml) 

Diurese 
(ml) 

N 122,50 
(80,00;130,00) 

10,00 
(0,00;59,00) 

40,00 
(10,00;50,00) 

22,50 
(5,00;30,00) 

 1mês 

D 640,00 
(564,00;795,00) 

8.072,00 
(3.471;9.947,00) 

250,00 
(125,00;250,00) 

125,00 
(75,00;145,00) 

Valor  p  < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 

N 108,00 
(80,00;125,00) 

14,00 
(0,00;52,00) 

30,00 
(10,00;60,00) 

22,00 
(10,00;37,00) 

 6meses 

D 601,00 
(498,00;963,00) 

7.199,00 
(4.001,00;8.829) 

195,00 
(105,00;230,00) 

65,00 
(60,00;140,00) 

Valor  p  <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

N 
136,50 

(100,00;168,00) 
 

9,50 
(8,00;17,00) 

 

25,00 
(15,00;35,00) 

 

8,00 
(1,00;18,00) 

 12meses 

D 379,50 
(254,00;616,00) 

4.823,50 
(3.455,00;5813,00) 

112,5 
(53,00;165,00) 

75,00 
(42,00;111,00) 

Valor  p  <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

Comentários: Os valores de glicemia, glicosúria, ingestão hídrica e diurese mantiveram-se 
significativamente aumentados durante o experimento nos animais diabéticos. 

 

Tabela 2 - Médias e desvios-padrão dos valores do peso corporal (g) e 
ingestão alimentar (g) de ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados após 
1, 6 e 12 meses de seguimento. 

  Peso (g) Ingestão alimentar (g) 

N 382,50 ±35,84 24,50 ± 4,97 
1mês 

D 178,11 ± 28,32 44,44 ± 6,35 

Valor p  < 0,01 < 0,01 

N 517,27± 41,25 18,64 ± 6,36 
6 meses 

D 294,50 ± 64,14 45,50 ± 6,85 

Valor  p  <0,01 <0,01 

N 410,40 ± 101,31 
 

20,30 ± 5,58 
 12 meses 

D 232,00 ± 58,40 
 

25,80 ± 6,91 
 

Valor p  <0,01 >0,05 
Comentários: O peso corporal do grupo diabético foi significativamente menor que o 
observado no grupo normal, nos 3 momentos estudados; a ingestão alimentar foi maior nos 
diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento. 
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Tabela 3 - Médias e desvios-padrão dos valores da insulina (�UI/ml) e 
hemoglobina glicosilada (%), e medianas, valores máximos e mínimos da 
testosterona (ng/dl) de ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados após1 
e 6 meses de seguimento. 

 Insulina sérica 
(µIU/ml)

Hemoglobina
glicada (%) 

Testosterona
(ng/dl)

N 40,78 ± 2,02 3,24 ± 0,97 192,40 (34,51;669,00) 
 

1mês 
D 20,72 ± 2,25 9,54 ± 1,33 28,52 (2,79;186,1) 

 
Valor p  <0,01 <0,01 < 0,01 

N 42,49 ± 2,64 3,63 ± 0,66 65,53 (37,48;404,50) 
 6meses 

D 18,56 ± 6,75 8,53 ± 3,21 23,20 (8,62;36,10) 
 

Valor  p  <0,01 <0,01 < 0,01 
Comentários: A insulinemia e os níveis séricos da testosterona foram significativamente 
diminuídos e a hemoglobina glicosiladada significativamente aumentada nos ratos 
diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento. 
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2. Análise Morfométrica 

Na figuras 5, estão representadas as microfotografias do grupo normal 

e diabético com 1 e 6 meses de seguimento nas quais se observam as 

alterações dos túbulos seminíferos em graus variados que constaram de: 

evidente diminuição do diâmetro e do epitélio germinativo, que por vezes se 

mostrava totalmente atrófico. Nos ratos diabéticos foi observada 

vacuolização do epitélio em várias áreas. 

Figura 5: Aparência morfológica de testículos de ratos normais com 1mês (a) e 6meses (d) de seguimento: nota-se 
evidência de espermatogênese no lúmen tubular; (b) vacuolização do epitélio seminífero (�); epitélio seminífero 
atrófico (*),  rato diabético com um mês de seguimento; (c) epitélio germinativo atrófico (*),  rato diabético com 1m 
de seguimento; (e) dois túbulos seminíferos parcialmente atroficos (**), 01 túbulo totalmente atrófico (*), 
vacuolização de epitélio seminífero (�),  rato diabético com 6 meses de seguimento; (f) quase completa perda de 
epitélio germinativo (atrofia tubular), rato diabético com 6meses de seguimento. Barra = 100�m. 

(a) (d)

(b) (e)

(c) (f)
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Os valores obtidos no estudo morfométrico  da área total dos túbulos 

seminíferos (�m2), área do epitélio(�m2) e área do lúmen(�m2) dos animais  

normais e diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento, constam da tabela 4 

com os comentários da analise estatística, e das figuras 6-8. 

Tabela 4 - Médias e desvios-padrão da área total (�m2),  área do epitélio 
(�m2) e área do lúmen de túbulos seminíferos de ratos normais e diabéticos 
sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento. 
  Área total 

(�m2) 
Área do epitélio 

(�m2) 
Área do lúmen 

(�m2) 

N 84434,60±27400,90 61073,00±18723,10
   

22858,20±12246,701M 

D 67265,70±29403,50     47890,90±20743,70 18879,50±11233,50

Valor p  <0,01 <0,01 <0,01

N 86070,20±27433,60 58732,50±18779,30 26823,30±12445,406M 

D 60632,10±33721,30 43225,60±25368,40 16890,00±10438,80

Valor p  <0,01 <0,01 <0,01

Comentários: A área dos túbulos seminíferos foi significativamente menor nos ratos diabéticos 
com 1 e 6 meses de seguimento. A área do epitélio germinativo foi menor nos ratos diabéticos 
com 1 mês e 6 meses de seguimento. A área do lúmen foi significativamente maior nos ratos 
normais com 1 mês e 6 meses de seguimento. 
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Os valores obtidos da espessura do epitélio, porcentagem de lúmen 

ou proporção da área de lúmen em relação a área total, porcentagem do 

epitélio ou proporção da área do epitélio em relação a área total e da 

densidade numérica tubular dos animais normais e diabéticos com 1 e 6 

meses de seguimento constam da tabela 5 com os comentários da analise 

estatística e das figuras de 9-12. 

 

 
Tabela 5 - Média e desvio padrão da espessura do epitélio (�m), 
porcentagem (%) do lúmen ou proporção da área do lúmen  em relação a 
área total, porcentagem (%) do epitélio  ou proporção da área do epitélio em 
relação a área total e densidade numérica tubular  (#/mm2) de túbulos 
seminíferos de ratos  normais e diabéticos sacrificados com 1 e 6meses de  
seguimento. 
  Espessura 

do epitélio 
(�m) 

% lúmen 
 

% epitélio Densidade 
numérica 
tubular 
(#/mm2) 

N 77,74±15,34 26,75±7,85 73,23±7,87        6,67±0,6 1M 

D 59,50±15,78 28,12±7,75 71,87±7,75 8,47±2,39

Valor
p

 <0,01 < 0,01 <0,01 < 0,05

N 74,96±15,92 31,13±7,62 68,86±7,82 6,16±0,596M 

D 50,79±19,05 30,35±9,98 69,62±9,86 8,56±3,18

Valor
p

 <0,01 >0,05 >0,05 <0,05

 
Comentários: A espessura do epitélio germinativo foi significativamente menor nos 
animais diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento. A porcentagem do lúmen ou 
proporção da área do lúmen em relação a área total foi maior nos ratos diabéticos com 1 
mês de seguimento. Não foi observada alteração significativa desta variável nos ratos 
diabéticos com 6meses de seguimento. A porcentagem do epitélio ou proporção da área 
do epitélio em relação a área total foi menor nos ratos diabéticos com 1 mês de 
seguimento. Não foi observada alteração significativa nos ratos diabéticos com 6 meses de 
seguimento. A densidade numérica tubular foi significativamente maior nos animais 
diabéticos com 1 e 6 meses de seguimento.
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Figura 6 - Box plot representando as medidas em micrômeros ao quadrado (�m2) da área 

total (AT) de túbulos seminíferos de ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados após 1 e 

6meses de seguimento.  No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética 

dos dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrão.  As linhas verticais 

representam os menores e maiores valores. 

µm2 x 103
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Figura 7- Box plot representando as medidas em micrômeros ao quadrado (�m2) da área do 

epitélio (AE) de túbulos seminíferos de ratos normais e diabéticos sacrificados após1 e 6 

meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética dos 

dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrão.  As linhas verticais 

representam os menores e maiores valores, e os círculos representam os valores extremos. 

 

 

µm2 x 103
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Figura 8- Box plot representando as medidas em micrômeros ao quadrado (�m2) da área  

do lúmen (AL) de túbulos seminíferos de ratos normais e diabéticos sacrificados após1 e 6 

meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética dos 

dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrão.  As linhas verticais 

representam os menores e maiores valores, e os círculos representam os valores extremos. 

 

µm2 x 103
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Figura 9 - Box plot representando a densidade numérica tubular (D) (número de 

túbulos/mm2) dos animais normais (N) e diabéticos (D) sacrificados com 1 e 6 meses de 

seguimento. No Box, a linha horizontal central representa a média aritmética dos dados e as 

linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrão.  As linhas verticais representam 

os menores e maiores valores, e os círculos representam os valores extremos. 

#/mm2
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Figura 10- Box plot representando a espessura do epitélio (EE) em micrômeros (�m) de 

ratos normais (N) e diabéticos (D) sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento. No Box, a 

linha horizontal central representa a média aritmética dos dados e as linhas horizontais, 

superior e inferior, os desvios- padrão.  As linhas verticais representam os menores e 

maiores valores, e o círculo representa o valor extremo. 
 

µm x 103
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Figura 11 - Box plot representando a porcentagem (%L) de lúmen ou proporção da área do 

lúmen em relação a área total dos túbulos seminíferos de ratos normais (N) e diabéticos (D) 

sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central representa 

a média aritmética dos dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os desvios- padrão. 

As linhas verticais representam os menores e maiores valores. 
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Figura 12 - Box plot representando a porcentagem (%) de epitélio ou proporção da área do 

epitélio em relação a área total dos túbulos seminíferos de ratos normais (N) e diabéticos 

(D) sacrificados com 1 e 6 meses de seguimento. No Box, a linha horizontal central 

representa a média aritmética dos dados e as linhas horizontais, superior e inferior, os 

desvios- padrão. As linhas verticais representam os menores e maiores valores. 
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3. Resultados de Microscopia Eletrônica 
 

3.1 Grupo de ratos com 1 mês de seguimento 

Nos animais normais as espermatides redondas apresentavam 

cromatina nuclear de aspecto normal. As células de Sertoli apresentavam o 

característico núcleo edentado e nucléolo evidente observando-se grande 

quantidade de estruturas de espermatozóides de aparência normal. 

Nos ratos diabéticos foram observados vacúolos no citoplasma de 

células de Sertoli e de espermatogonias; e foi detectado, em 1 animal, 

espermatozóide com alterações no cinturão mitocondrial. 

 
 

3.2 Grupo de ratos com 6 meses de seguimento 

Nos animais normais foi observado grande número de 

espermatozóides normais, e poucos com defeito no cinturão mitocondrial e 

múltiplos depósitos de substancia escura intracitoplasmática nas células que 

poderiam ser de lipofucsina. 

Nos Ratos diabéticos as mitocondrias em algumas células 

apresentavam-se em processo degenerativo, com forma alterada, menor 

número de cristas e com acumulo elétron denso nas membranas. 

Nesses animais havia vacuolização no citoplasma de espermatogonias, 

as espermatides redondas apresentavam alteração da forma sendo 

ovaladas e com cromatina mais rarefeita. Nas células de Sertoli foram 

detectados vacúolos no citoplasma. 

Foram observados com maior freqüência nos ratos diabéticos 

espermatozóides com alterações no cinturão mitocondrial, ou na camada de 



Resultados 39

fibras densas. Corpos densos com depósitos de substancia escura existiam 

em maior quantidade do que no grupo controle normal. 

O lúmen tubular apresentava menor quantidade de espermatídes em 

relação ao grupo normal. 

 

 

3.3 Grupo de ratos com 12 meses de seguimento 

O grupo normal apresentava maior quantidade de, depósitos de 

substancia escura no citoplasma celular de espermatogonia; bem como 

depósitos maiores, mais densos e mais grosseiros; as espermatides 

redondas eram de aparência normal. 

A maioria dos espermatozóides observados era normal, mas observou-

se com maior freqüência do que no grupo normal aos 6 meses alterações 

nas fibras densas dos espermatozóides ou na camada de mitocôndrias. 

Nos ratos diabéticos foram detectados núcleos apoptóticos em 

espermatogonias e espermatócitos configurando morte celular caracterizada 

pela cromatina nuclear formando uma massa densa. Com maior freqüência 

foram observados espermatozóides com defeitos na camada de fibras 

densas na de mitocôndrias ou no complexo axonêmico e menor quantidade 

intra luminal de espermatozóides. Algumas espermátides redondas 

apresentavam vacúolos no núcleo. 

Um aspecto característico nos animais diabéticos de 12 meses, foi o 

acumulo de substância escura provavelmente lipofucsina formando 

depósitos densos nas células em maior quantidade do que a observada nos 

ratos normais de 12 ou nos diabéticos de 6 meses de seguimento; outro 



Resultados 40

aspecto característico foi a formação de vacúolos no citoplasma das células. 

Não foram observados núcleos apoptóticos nos ratos normais de 12 meses, 

mas substância escura com lipofucsina em quantidade menor do que a 

encontrada nos diabéticos. 

 

As figuras de 13 a 17 demonstram estas alterações. 
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1- Quanto ao Estudo Morfométrico 

O critério adotado neste estudo para obtenção da área tubular e 

epitelial do tecido testicular de ratos normais e diabéticos baseou-se no 

estudo de Chen ET AL58 que estudaram o efeito do transplante pancreático 

duodenal sobre as lesões testiculares em ratos diabéticos aloxanicos. Os 

autores calcularam a área tubular após obterem soma de pontos 

correspondentes ao epitélio germinativo, lúmen tubulares, usando ocular 

com uma rede de 121 pontos acoplada ao microscópio. Neste estudo a área 

tubular foi registrada pelo sistema computadorizado acoplado ao 

microscópio. Os cálculos da densidade numérica tubular e da porcentagem 

do lúmen dos túbulos seminíferos foram determinados de acordo com o 

estudo de Chen e cols58. Quanto ao número de túbulos analisados adotou-

se número 100 ou próximo de 100 estabelecido por Anderson & Thliveris47 

que pesquisaram o diâmetro tubular, a histologia e o estágio da 

espermatogênese dos túbulos seminíferos de ratos diabéticos pela 

streptozotocina. Para o estudo da espessura do epitélio adotou-se o critério 

desses autores que mediram o diâmetro tubular em túbulos seminíferos mais 

redondos ao acaso tomando-se 5 regiões de todo testículo. Neste estudo, 

mediu-se a menor distância entre a membrana e o lúmen dos túbulos 

seminíferos escolhendo-se os mais arredondados ao acaso, tomando-se 

todo o testículo. 

Utilizando esta metodologia observamos que a área tubular, a 

espessura e área epiteliais são menores nos animais diabéticos e que a 
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densidade numérica tubular é maior; esta redução do tamanho dos túbulos 

seminíferos esta de acordo com várias observações da literatura. 

Toda a área dos túbulos nos ratos diabéticos é menor; a área do lúmen 

nos ratos diabéticos também foi menor do que a dos ratos normais e a 

obtenção dos valores da proporção da área do lume em relação à área total 

(ou porcentagem do lúmen) foi feita para demonstrar o tamanho relativo do 

lúmen nos túbulos. 

Não foi observado aumento significativo da porcentagem de lúmen nos 

animais diabéticos sacrificados após 6 meses; este resultado também foi 

obtido por Chen e cols58.; enquanto que Schöffling ET AL34 em ratos 

aloxanicos observaram aumento do lumen tubular e diminuição do epitélio. 

A densidade tubular aumentada nos ratos diabéticos é explicada pelo 

menor tamanho dos túbulos proporcionando maior número de túbulos por 

campo microscópico. 

O presente estudo demonstrou diminuição da altura do epitélio 

germinativo dos túbulos seminíferos após indução do diabetes, dados que 

estão de acordo com a maioria das publicações anteriores34,36,59 e com a de 

Oksanen e cols.35 que descreveram esta alteração desde o 1º mês após 

indução. Ricci G. e cols.60 e Gunelli E e cols.61 encontraram diâmetro 

reduzido dos túbulos seminíferos também precocemente após indução: 2 e 

meio e 3 e meio meses após. 

O nível de testosterona diminuído desde 1 mês após o diabetes, 

devido aos efeitos da hiperglicemia e stress oxidativo sobre as funções das 

células de Leydig é uma alteração precoce em animais diabéticos e seus 
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níveis se correlacionam com a intensidade de túbulos seminíferos 

lesados.61,38,60; ratos diabéticos pela Streptozotocina 3 semanas após 

indução apresentaram diminuição da testosterona, alteração do 

comportamento copulatório, diminuição da fertilidade, das espermátides e da 

mobilidade dos espermatozóides38. Em ratos normais em experimento com 

células de Leydig isoladas, demonstrou-se que a perda da capacidade 

esteroidogenica resulta da menor atividade das enzimas antioxidantes 

destas células, com o aumento da idade havendo peroxidação lipídica nas 

células de Leydig nos ratos mais velhos (20 meses)62,63. Nos animais com 6 

e 12 meses de seguimento diabéticos a microscopia eletrônica evidenciou 

maior quantidade de espermátides com defeitos na capa de mitocôndrias ou 

na de fibras densas do que nos animais normais. 

Essas são alterações encontradas em ratos normais com o dobro da 

idade dos animais deste estudo: 22 meses e em hamsters com 24 

meses64,65. Essas anormalidades provavelmente refletem a disfunção da 

espermatogênese causada pelo diabetes. 

Espermátides com mitocôndrias com defeitos não só produzem ATP 

de forma menos eficiente como também geram stress oxidativo maior e 

declínio da fertilidade66. 

Considera-se que as mitocôndrias são a fonte principal de radicais 

livres de oxigênio nas células e sua disfunção se relaciona intrinsecamente 

às alterações provocadas pelo diabetes17,67. 
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As mitocôndrias compreendem em média 15-22% do total do volume 

celular e produção de 90% da energia necessária que é gerada por 

fosforilação oxidativa resultando na formação de ATP68. 

Tem sido encontrada menor produção de ATP nos testículos de ratos 

diabéticos após 3 meses de diabetes;69 estudo de função mitocondrial com 

isolamento dessas organelas não indicou alterações graves de função que 

expliquem a espermatogenese alterada; entretanto esses estudos não foram 

realizados em fases mais tardias da indução do diabetes70,71. 

2. Quanto ao Estudo à Microscopia Eletrônica 

O exame à microscopia eletrônica baseou-se no estudo de Richardson 

e cols72 que estudaram o efeito da idade sobre a membrana basal nos 

testículos de ratos normais dos 6 aos 32 meses de idade. Os autores 

fotografaram 3 a 4 túbulos e examinaram várias regiões de cada túbulo 

seminífero. Em nosso estudo foram obtidas micrografias de 2 a 3 túbulos de 

cada subgrupo de animais, sendo várias regiões de cada túbulo 

examinadas. 

As graves alterações da espermatogênese resultando em 

espermatídes anormais no 6º e 12º meses pós indução, se devem a 

disfunção mitocondrial progressiva provocada pelo diabetes provavelmente. 

Detectou-se degeneração e morte celular em espermatogonias e 

espermatócitos aos 12 meses após indução do diabetes; o aspecto destas 

células em apoptose tardia são semelhantes as encontradas em 

camundongos não obesos diabéticos de 4 – 5 meses na fase de insulite44. 
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Em ratos diabéticos pela streptozotocina utilizando-se ensaio que 

envolve a deoxinucleotidiltransferase (técnica Tunel) a apoptose celular pode 

ser detectada em 3 - 6 meses pós indução73,61. 

São condições de morte com apoptose celular em testículos de ratos o 

nível baixo de testosterona, irradiação e substâncias tóxicas74,75,76. em 

algumas cepas de ratos diabéticos, a regulação alterada dos hormônios 

luteinizante e folículo estimulante77,78. 

Outro fator implicado é o stress oxidativo determinado pela 

hiperglicemia causando redução dos antioxidantes endógenos e elevação da 

formação de superóxido, hidroxila, peroxila com lesão de proteínas e do 

DNA celular79,80. O emprego de melatonina com propriedades antioxidantes 

diminui a apoptose de células germinativas e a peroxidação lipídica em ratos 

diabéticos pela estreptozotocina81,61,82. 

O processo apoptótico decorre do aumento da permeabilidade da 

membrana interna das mitocôndrias e liberação de fatores como o citocromo 

C que ativa a cascata apoptótica: caspase e protease intracelular resultando 

em morte celular83,84. A apoptose foi provavelmente desencadeada pela 

associação da privação da testosterona associada ao stress oxidativo de 

longo período nas células germinativas; neste estudo foram observadas 

desde os 6 meses de seguimento, comprometimento das mitocôndrias à 

ultraestrutura. 

As células de Sertoli apresentaram vacuolização a partir do 1º mês 

após indução do diabetes. Estas células são necessárias a 

espermatogênese por produzirem substâncias necessárias a sobrevivência 
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das células germinativas e formam um meio essencial no compartimento ad 

luminal para a adequada espermatogenese85. 

A Ocludina uma das proteínas da junção celular firme Sertoli-Sertoli, 

formando a barreira sangue testículo que é fundamental para a 

espermatogênese está diminuída ou ausente em túbulos seminíferos 4 

meses e meio após indução do diabetes86,60. 

As células de Sertoli produzem glicoproteínas, citoquinas e proteases 

necessárias a espermatogenese85. 

Pode-se especular que a importante vacuolização dessas células 

comprometeram sua função de proporcionar fatores nutrientes e regulatórios 

às células germinativas tendo como conseqüência uma espermatogênese 

alterada com maior número de espermatozóides com defeitos e menor 

número de espermatozóides. 

O acúmulo de substância escura eletrodensa no citoplasma celular e 

corpos residuais pode ser lipofucsina, pigmento insolúvel composto de 

polímeros de lipídios, metais e fosfolipídios complexados com proteína 

resultante da peroxidação de lipídios, que aumenta nas células com a idade, 

principalmente nos neurônios e músculo cardíaco, fibras de músculos 

esqueléticos e células pigmentares da retina87,88. 

Acumulo semelhante de lipofucsina foi descrito por Calvo & 

colaboradores em epidídimo de hamsters normais com 24 meses de idade89. 

Nesse estudo detectou-se nos animais diabéticos, deposição mais intensa e 

densa de lipofucsina, principalmente após 12 meses. A lipofucsina se origina 

de grande variedade de estruturas celulares e habitualmente se acumula nos 
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lisossomas com a idade; os lisossomos que embora tenham as enzimas 

lisossomiais não a degradam por ser esta uma substância indegradável90. 

A autofagocitose de mitocôndrias parece ser o maior fator que contribui 

para a formação de lipofucsina90. 

A capacidade degradativa diminui com a idade em todas as célula, 

mas o acúmulo de lipofucsina é primariamente observado nas células pós 

mitóticas91. 

O stress oxidativo tem evidentes efeitos sobre a lipofucsinogenese92. O 

mecanismo proposto por Brunk & Terman93 indica que o superóxido (O2), 

produto gerado da respiração mitocondrial é convertido em peróxido de 

hidrogênio (H202) pela superóxido dismutase mitocondrial (SOD2) e então 

na presença de ferro ferroso (Fe2++) se transforma no radical hidroxila (HO) 

que altamente reativo, ataca as macromoléculas ao redor causando sua 

modificação oxidativa enquanto o H202 difunde amplamente na célula. As 

macromoléculas oxidadas entram no lisossoma e neste local há formação de 

radicais hidroxila (HO) que causam outra lesão oxidativa do material 

resultando em lipofucsina que não é degradável. 
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A figura 18 abaixo ilustra esse mecanismo. 

 
SOD2 – Superóxido Dismutase, EL – Enzimas Lisosomiais. Adaptado de Brunk & Terman93 

 

A lesão celular pelo acúmulo de lipofucsina decorre devido a grande 

quantidade de ferro, a qual facilita a geração de radicais livres de oxigênio 

desestabilizando os lisossomas que lesam a célula por liberação dos 

radicais livres ou das enzimas hidrolases93. 

Seu efeito tóxico foi demonstrado em cultura de fibroblastos a qual com 

adição de lipofucsina e seu acúmulo causava morte das células 

Figura 18 - 
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rapidamente. Sugeriu-se que este acumulo diminui o turnover protéico 

celular e a meia vida das mitocôndrias ocasionando degeneração e morte 

celular94. 

Consideradas em conjunto nossas observações indicam que o 

diabetes causa direta ou indiretamente comprometimento progressivo das 

células de Sertoli e das células germinativas, queda dos níveis de 

testosterona e espermatogênese alterada evidenciada por defeitos nos 

espermatozóides e menor número que se acentua com a duração do estado 

diabético, culminando com morte celular e depósitos intensos e grosseiros 

de polímeros de lipídios e fosfolípides (lipofucsina) nas células os quais 

aceleram a degeneração celular. 

Evidente morte celular foi detectada ultra estruturalmente 12 meses 

após indução do diabetes neste modelo de diabetes aloxânico. 

Podemos afirmar que o estado diabético determinou alterações 

estruturais significativas do epitélio germinativo dos túbulos seminíferos e 

queda da síntese de testosterona precocemente e que a permanência do 

estado diabético por período de 12 meses associado à deposição de 

lipofucsina determinaram alterações celulares graves culminando com 

apoptose celular. 
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Com base nos resultados obtidos e nas condições experimentais do 

presente trabalho, concluímos que: 

 
1- A aloxana a 2% na dose de 42mg/kg de peso corporal, induziu o 

quadro de diabetes experimental no rato, diagnosticado por 

hiperglicemia, hipoinsulinemia e aumento da hemoglobina glicada, 

alterações clínicas evidentes quanto ao peso, ingestão hídrica e 

diurese. 

2- Os túbulos seminíferos dos animais diabéticos com 1 e 6 meses de 

seguimento demonstraram menor espessura do epitélio germinativo e 

atrofia do epitélio germinativo. 

3- Os animais diabéticos demonstraram redução dos níveis da 

testosterona sanguínea. 

4- O estado diabético determinou apoptose de células germinativas. 

5- O estudo morfométrico e ultraestrutural, mostraram-se de grande valia 

para caracterização das lesões testiculares no diabetes. 
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Tabela 01 – Valores dos parâmetros clínicos dos ratos normais e diabéticos 
sacrificados após 1, 6 e 12 meses de seguimento. 

Momento do 
sacrifício (mês) Característica 

 do animal 
Peso (g) 

Ingestão
hídrica (ml) 

Ingestão
Alimentar (ml) Diurese (ml) 

1 Normal 350 30 25 10
1 Normal 390 50 30 5
1 Normal 340 20 25 25
1 Normal 390 10 30 30
1 Normal 410 10 25 30
1 Normal 370 50 20 20
1 Normal 325 40 15 15
1 Normal 440 40 30 30
1 Normal 400 40 25 20
1 Normal 410 40 20 30
6 Normal 490 20 15 10
6 Normal 500 20 25 30
6 Normal 470 40 20 10
6 Normal 485 40 15 37
6 Normal 585 10 10 22
6 Normal 485 20 10 25
6 Normal 500 30 15 15
6 Normal 560 60 25 15
6 Normal 495 25 20 25
6 Normal 540 35 20 20
6 Normal 580 40 30 30
12 Normal 465 22 15 9
12 Normal 475 18 16 9
12 Normal 515 34 22 18
12 Normal 475 34 19 8
12 Normal 285 15 33 7
12 Normal 509 25 16 8
12 Normal 457 25 18 13
12 Normal 270 35 17 6
12 Normal 260 29 21 6
12 Normal 398 16 26 1
1 Diabético 140 170 35 132
1 Diabético 190 250 45 135
1 Diabético 230 250 50 120
1 Diabético 200 250 45 145
1 Diabético 148 125 50 75
1 Diabético 180 150 50 80
1 Diabético 155 250 50 140
1 Diabético 170 190 40 125
1 Diabético 190 250 35 100
6 Diabético 200 200 50 95
6 Diabético 340 200 50 65
6 Diabético 240 190 50 60
6 Diabético 235 230 40 60
6 Diabético 360 105 30 140
6 Diabético 290 180 40 80
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6 Diabético 380 120 45 75
6 Diabético 230 170 50 65
6 Diabético 320 210 50 65
6 Diabético 350 220 50 65
12 Diabético 234 165 29 111
12 Diabético 205 165 30 97
12 Diabético 252 120 25 105
12 Diabético 202 105 24 73
12 Diabético 340 84 23 53
12 Diabético 300 140 40 95
12 Diabético 130 100 30 50
12 Diabético 250 53 15 47
12 Diabético 200 70 23 42
12 Diabético 207 122 19 78
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Tabela 02: Valores dos parâmetros laboratoriais de ratos normais e diabéticos 
sacrificados após 1, 6 e 12 meses de seguimento. 

Momento do 
sacrifício

(mês)
Característica 

do animal 
Glicemia
(mg/dl)

Glicosuria
(mg/24h) 

Testosterona
(ng/dl)

Insulina
(µIU/ml)

Hemoglobina 
glicada
(%) 

1 Normal 116 24 234,00 38,8 3,6 
1 Normal 80 0 158,70 40,0 1,2 
1 Normal 125 59 262,20 42,5 3,1 
1 Normal 130 17 50,38 38,5 4,0 
1 Normal 121 20 669,00 38,2 4,5 
1 Normal 126 8 34,51 42,6 2,2 
1 Normal 121 0 61,97 44,3 3,8 
1 Normal 129 12 503,70 40,4 3,8 
1 Normal 124 0 149,60 40,5 2,7 
1 Normal 117 0 226,10 42,0 3,5 
6 Normal 108 14 59,67 45,0 4,5 
6 Normal 110 0 41,65 46,4 3,9 
6 Normal 99 0 86,45 40,8 4,3 
6 Normal 97 26 65,53 40,2 4,0 
6 Normal 97 15 39,68 44,0 3,9 
6 Normal 86 28 196,00 45,0 4,1 
6 Normal 124 0 51,64 38,0 3,6 
6 Normal 117 52 68,77 42,0 3,1 
6 Normal 116 10 404,50 40,6 2,9 
6 Normal 80 5 147,80 40,8 2,3 
6 Normal 125 16 37,48 44,6 3,3 

12 Normal 134 8    
12 Normal 168 9    
12 Normal 150 11    
12 Normal 165 11    
12 Normal 135 17    
12 Normal 149 10    
12 Normal 127 8    
12 Normal 138 9    
12 Normal 100 9    
12 Normal 115 10    
1 Diabético 673 8401 2,79 18,0 11,8 
1 Diabético 564 5677 167,90 18,8 11,1 
1 Diabético 649 6399 186,10 22,4 8,5 
1 Diabético 684 3471 48,78 20,6 8,4 
1 Diabético 795 8385 155,80 22,5 10,2 
1 Diabético 620 9947 8,25 18,8 9,0 
1 Diabético 635 7900 4,22 24,0 8,3 
1 Diabético 758 8072 8,08 18,6 10,3 
1 Diabético 631 8404 2,79 22,8 8,3 
6 Diabético 550 7293 25,13 20,6 8,3 
6 Diabético 601 7704 34,86 20,2 9,7 
6 Diabético Nãodosado Não dosado Não dosado Não dosado Não dosado 
6 Diabético 963 7199 10,47 18,8 9,4 
6 Diabético 811 8829 36,10 19,5 7,2 
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6 Diabético 498 8672 26,62 20,6 10,6 
6 Diabético 602 5051 23,20 22,4 10,3 
6 Diabético 563 4001 20,85 24,5 8,6 
6 Diabético 512 4857 21,55 18,6 10,8 
6 Diabético 676 5058 8,62 20,4 10,4 

12 Diabético 360 4602    
12 Diabético 595 4999    
12 Diabético 500 5813    
12 Diabético 616 3455    
12 Diabético 366 3900    
12 Diabético 448 4908    
12 Diabético 290 4991    
12 Diabético 393 4739    
12 Diabético 254 5082    
12 Diabético 363 4009    
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Tabela 03 – Médias da área total, área do lúmen, área do epitélio, espessura do 
epitélio e densidade tubular dos ratos normais e diabéticos sacrificados após um e 
seis meses de seguimento. 

Momento
do

sacrifício
(mês)

Característica 
do animal 

Animal 
Médias

Das
Áreas 
totais 

Média das 
áreas do 

lúmen

Média das 
Áreas do 
Epitélio

Média das 
Espessuras 
do Epitélio 

Média da 
densidade 

tubular

%
lúmen

1 Normal 333 85243,51 24352,54 60890,97 75,57 6,1 28,50 
1 Normal 334 80484,02 21420,06 59063,97 80,77 6,2 26,61 
1 Normal 335 93240,67 27769,40 65471,27 75,96 6,8 29,78 
1 Normal 336 89417,44 22023,47 67393,97 79,31 6,5 24,63 
1 Normal 337 89070,74 25020,30 64050,45 77,78 6,5 28,09 
1 Normal 364 84268,96 22653,65 61615,32 72,69 6,9 26,88 
1 Normal 365 77259,06 21769,92 55489,14 75,52 6,5 28,10 
1 Normal 366 86256,53 22626,12 63630,41 82,16 6,2 26,23 
1 Normal 373 86540,01 25511,37 61028,64 79,60 6,8 29,48 
1 Normal 374 76937,90 20753,90 56184,00 78,10 8,2 26,97 
6 Normal 287 84973,74 26312,27 58661,47 74,56 5,6 30,97 
6 Normal 288 86233,65 23385,77 62847,89 82,73 6,6 27,12 
6 Normal 289 75068,21 20387,65 54680,56 75,69 7,0 27,16 
6 Normal 290 89529,51 31007,71 58521,80 71,30 6,3 34,63 
6 Normal 291 91039,72 32271,90 58767,81 71,94 6,1 35,45 
6 Normal 292 87841,19 27485,49 60355,70 78,70 5,1 31,29 
6 Normal 298 81077,36 24482,47 56594,89 78,64 6,8 30,20 
6 Normal 299 93720,49 29569,20 64151,23 74,15 5,5 31,55 
6 Normal 300 87290,58 28377,00 58913,58 72,41 6,3 32,51 
6 Normal 301 84385,80 27138,62 57247,18 73,61 6,6 32,16 
6 Normal 302 92660,52 31330,06 61330,46 69,23 5,9 33,81 
1 Diabético 306 52521,78 11778,05 40743,73 57,17 9,6 22,43 
1 Diabético 323 78055,78 19487,33 58568,45 66,38 6,9 24,97 
1 Diabético 326 79825,07 22271,00 57554,07 65,77 7,8 27,90 
1 Diabético 327 73106,36 19720,27 53386,09 66,28 7,6 26,97 
1 Diabético 328 84411,98 26879,30 57532,68 60,06 6,7 31,84 
1 Diabético 344 84030,05 27089,76 56940,29 68,91 7,5 32,24 
1 Diabético 349 39377,00 12594,49 26778,51 40,36 13,0 31,98 
1 Diabético 357 82765,84 24859,67 57906,17 68,84 6,8 30,04 
1 Diabético 362 50822,69 14479,98 36342,71 50,16 10,4 28,49 
6 Diabético 278 71934,54 19173,06 52761,48 63,12 7,1 26,65 
6 Diabético 279 74664,13 19042,78 55621,35 63,88 7,8 25,50 
6 Diabético 283 17377,56 6897,40 10480,16 14,45 18,0 39,69 
6 Diabético 286 56239,55 13601,23 42638,32 45,74 8,4 24,18 
6 Diabético 313 77218,84 21095,55 56123,29 57,37 7,1 27,32 
6 Diabético 316 82777,08 24707,72 58069,35 50,30 6,4 29,85 
6 Diabético 339 85772,56 23764,29 62008,27 56,77 6,2 27,71 
6 Diabético 341 79300,00 21694,55 57605,58 56,97 7,4 27,36 
6 Diabético 399 89572,21 29524,68 60047,53 55,98 7,3 32,96 
6 Diabético 401 84929,15 21352,82 63576,33 61,87 9,9 25,14 
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