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RESUMO 

Drogas inibidoras das PDE's  tem sido utilizada para tratamento da disfunção erétil, 

porém seu potencial terapeutico ainda é desconhecido e pouco explorado, dentre elas o 

Tadalafil, seu uso diário foi investigado em ensaios clínicos e demonstrado ser uma terapia 

capaz de inibir cadeias inflamatórias, a análise do calor aplicado diretamente sobre o testículo 

tem fornecido novas informações sobre os mecanismos desencadeadores da inflamação e dos 

possíveis danos do calor aos tecidos.  

O objetido deste estudo foi avaliar o efeito do tadalafil na recuperação do parênquima 

testicular de ratos Wistar machos, submetidos ao estresse térmico testicular, para tal foram 

utilizados 54 ratos, Wistar. Distribuídos aleatoriamente em 3 grupos, onde grupo controle 

sofreu injúria térmica e tratado com solução salina intraperitoneal e os grupo tratados com 

tadalafil em dose diária intraperitoneal de 0.9 mg/kg
-1

 e 1.8 mg/kg
-1

. Estes animais foram 

submetidos a mesma condição experimental, esubmetidos aos procedimentos de eutanásia e 

perfundidos intraperiotenalmente. 

 Foram dosados estresse oxidativo de Fígado e Baço, A citocinas IL-6 e TNF-α de 

técido esplênico,  níveis de testosterona plasmático e analise histopatológica dos testículos.  

O peso corporal ou testicular não foi influenciado pela administração de tadalafil, no 

entando foi eficaz na redução nos níveis de testosterona plasmático em todos os dias 

avaliados, responsável também por inibir formação de NO no fíagado e baço. O Tadalafil em 

doses baixas exerceu efeito anti-inflamatório sobre os níveis de TNF-α (diminuindo) e IL-6 

(aumento)  no parênquima esplênico durente o período experimental. O Tadalafil retardou as 

lesões provocadas pelo estresse térmico no grupo de 7 dias com as duas doses aplicadas, e 15 

dias com dose de 0.9 m/kg pós-estresse no parênquima testicular de ratos, evidenciadas sobre 

análise histopatológica. Sendo Efizaz e promissor fármaco, principalmente em lesões agudas, 

necessitando de mais estudos para comprovação e melhor compreensão. 

 

Palavras chave: Choque térmico, testículo, tadalafil,  ratos Wistar, fosphodiesterase-5 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

PDE inhibitors have been used for the treatment of erectile dysfunction, but their 

therapeutic potential is still unknown and little explored, among them Tadalafil, its daily use 

has been investigated in clinical trials and demonstrated to be a therapy capable of inhibiting 

inflammatory chains, the analysis of the heat applied directly to the testis has provided new 

information on the triggering mechanisms of inflammation and possible heat damage to 

tissues. 

The objective of this study was to evaluate the effect of tadalafil on the recovery of 

the testicular parenchyma of male Wistar rats, submitted to testicular thermal stress, for 

which 54 Wistar rats were used. Randomly distributed in 3 groups, where the control group 

suffered thermal insult and treated with intraperitoneal saline and the group treated with 

tadalafil at a daily intraperitoneal dose of 0.9 mg / kg-1 and 1.8 mg / kg-1. These animals 

were submitted to the same experimental condition, submitted to euthanasia procedures and 

perfused intraperitoneally. 

 Oxidative stress of liver and spleen, cytokines IL-6 and TNF-α of splenic acid, 

plasma testosterone levels and histopathological analysis of the testis were measured. 

Body or testicular weight was not influenced by the administration of tadalafil, but 

was effective in reducing plasma testosterone levels on all evaluated days, also responsible 

for inhibiting the formation of NO in the liver and spleen. Low-dose Tadalafil exerted an 

anti-inflammatory effect on the levels of TNF-α (decreasing) and IL-6 (increase) in the 

splenic parenchyma during the experimental period. Tadalafil delayed the thermal stress 

lesions in the 7-day group with the two doses applied, and 15 days with a dose of 0.9 m / kg 

post-stress in the testicular parenchyma of rats, evidenced on histopathological analysis. 

 

 

 

Key words: Thermal shock, testis, tadalafil, Wistar rats, fosphodiesterase 5. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

               Os testículos são órgãos vitais a perpetuação da espécie, extra-abdominais e ficam 

submetidos a temperaturas entre 2º e 6ºC abaixo da temperatura corporal (QUEIROZ, 2013; 

KASTELIC e COULTER, 2005). Vários mecanismos estão associados na regulação térmica 

testicular. O cone vascular, formado por veias do plexo pampiniforme circundando a artéria 

testicular, permite a troca de calor via contracorrente, regulação do fluxo sanguíneo e a perda 

de calor por irradiação (Queiroz, 2013). 

               O escroto possui pele fina e pobre em gordura subcutânea, sistemas sanguíneo e 

linfático bem desenvolvidos criando condições ideais para facilitar a regulação térmica, 

assim como as inúmeras glândulas sudoríparas presentes para eliminação do calor 

(KASTELIC e COULTER, 2005). Na temperatura elevada, os mecanismos fisiológicos 

alocados na termorregulação não são suficientes para manter a temperatura da gônada 

masculina, determinando sua degeneração (FLORENTINO, 2014). 

 O aquecimento dos testículos, comumente é causado por saunas e banhos quentes, 

cujo processo lesivo pode inibir a espermatogênese (MIEUSSET e BUJAN, 1995). Estudos 

apontam que o aquecimento testicular de forma leve e segura de fato suprime 

reversivelmente a espermatogênese em várias espécies de mamíferos, incluindo os seres 

humanos e ratos (KANDEEL E SWERDLOFF, 1988; ROCKETT et al., 2001; LIU et al., 

2012). As alterações morfológicas nos testículos após a exposição do escroto ao calor são 

marcadas por perda de células germinativas por meio das vias apoptóticas específicas dessas 

células (YIN et al., 1997; LUE et al., 1999; WANG et al., 2007).  

 As células testiculares são especialmente vulneráveis ao estresse térmico e sofrem 

morte por apoptose em resposta a temperaturas supra-escrotais através da expressão da 

proteína supressora de gene tumoral p53, um potente mediador bioquímico de apoptose 

induzida pelo estresse térmico (KUMAGAI, 2008). Além disso, o organismo dos animais 

reage ao calor pela indução ou aumento na síntese de proteínas denominadas “heat shock 

proteins” ou HSPs, logo o testiculo é um órgão desenvolvido para manutenção da 

temperatura em modos ideiais e muito sensível as alterações. (CONTI, 2010)  

            Evidências recentes indicam que o os inibidores da fosfodiesterase-5 (PDE-5) podem 

oferecer nova estratégia para o tratamento terapêutico demuitos distúrbios como insuficiência 

de memória associada a idade, dor, hipertensão pulmonar, esclerose múltipla e insuficiência 

cardíaca (JAIN et ai, 2001;. AMBRIZ-TUTUTI et al., 2005). Esses inibidores demonstram 

ainda efeitos protetores em lesões de órgãos relacionadas com queimaduras graves, 
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diminuindo o estresse oxidativo e inflamação (UTHAYATHAS et al, 2007; BLUM, 2009; 

GÖKAKIN et al, 2014). Bem como contribuem para a recuperação da disfunção erétil após 

prostatectomia e protegem o pênis contra mudanças fisiológicas (MONTORSI et al., 2014). 

           CADIRCI et al. (2011) mostraram em seus estudos que os grupos tratados com 

sildenafil apresentaram diminuição no grau de inflamação, indução da síntese do óxido 

nítrico endotelial (eNOS) e síntese do óxido nítrico induzível (iNOS), gerando a produção de 

óxido nítrico (NO). Além disso, foi demonstrado que tem um imenso potencial para o 

tratamento da dor em animais e seres humanos, isto é, o sildenafil produziu efeito 

antinociceptivo em modelos animais de dor  ( KARAKOYUN et al., 2011; GOKAKIN et al., 

2014). Nesse sentido, novas fórmulações desta droga vêm sendo utilizadas visando o 

prolongamento e melhor entendimento dos seus efeitos, como vardenafil e o tadalafil.  

           

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 ANATOMIA TESTICULAR 

Os testículos são componentes vitais a reprodução e por conseqüência à perpetuação 

das espécies. A espermatogênese é um processo extremamente complexo, dependente de 

mecanismos que compreendem o código genético das células germinativas e uma rede de 

comunicação entre estas células germinativas e as células somáticas que estão presentes no 

testículo (VERHOEVEN et al., 2007). Esse processo é regulado por uma complexa e 

interligada rede de interação endócrina, parácrina e autócrina entre diversos tipos celulares 

(ROSER, 2008).  Além dos fatores hormonais que estimulam e modulam a 

espermatogênese, se faz necessário, particularmente para o testículo com localização extra-

abdominal, o controle delicado da temperatura entre 2 e 6°C abaixo da temperatura corporal 

(QUEIROZ, 2013).  

A termorregulação testículo-escrotal é um fenômeno intrincado onde numerosos 

mecanismos locais desempenham papel fundamental. O cone vascular, formado pelas veias 

do plexo pampiniforme circundando a artéria testicular, permite a troca contracorrente de 

calor, a regulação do fluxo sangüíneo e a perda de calor por irradiação (BARTH, 1993). 

O escroto penduloso aumenta a área de superfície que facilita a exposição do cone 

vascular ao meio ambiente e permite que os testículos fiquem distantes do corpo do animal 
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(BLANCHARD et al.,1992). 

A pele escrotal é fina, pobre em gordura subcutânea e relativamente sem pêlos; 

contam ainda com os sistemas sangüíneo e linfático bem desenvolvidos, facilitando a perda 

térmica por irradiação e evaporação. A sudorese é uma perda de calor importante dada pelo 

escroto, graças à grande quantidade de glândulas sudoríparas presentes. O músculo 

cremáster e a túnica Dartos, cuja ação é comandada por nervos simpáticos lombares, 

relaxam e contraem, afastando ou aproximando os testículos da área inguino-abdominal, 

posicionando- os em resposta a temperatura do meio ambiente, o que facilita a preservação 

do gradiente de temperatura abdomino-testicular (KASTELIC e COULTER, 1993). 

Os tecidos são susceptíveis a danos pelo calor. No entanto, os testículos são 

incomuns uma vez que, eles são danificados pela exposição de temperaturas normalmente 

encontradas dentro do abdômen, embora eles se originem dentro da cavidade abdominal e 

em alguns mamíferos e a migração para o escroto só ocorra durante o desenvolvimento fetal 

ou neonatal (SETCHELL, 1998). 

A temperatura é um dos importantes fatores ambientais que interfere na reprodução. 

Temperaturas corporais elevadas, durante períodos de alta temperatura ambiente ou pirexia  

por doenças, levam à degeneração testicular e reduzem a porcentagem de espermatozóides 

normais e férteis na ejaculação (JAINUDEEN e HAFEZ, 1995). É o fator de maior 

importância na espermatogênese dos machos de qualquer espécie e, quando muito elevada 

(da ordem de 34,5ºC), é prejudicial tanto às etapas de formação dos espermatozóides como 

àqueles elementos já formados e em trânsito pelo epidídimo (MIES FILHO, 1975). Elevada 

temperatura testicular resultante de incompleta deiscência dos testículos (criptorquidismo), 

alta temperatura ambiental ou inflamação são prejudiciais para a espermatogênese em todos  

os mamíferos (FOOTE, 1978). Hansen (1999), Huang et al., (2000). Foote (1978). 

O efeito marcante da exposição aguda ou crônica do testículo ao calor é a 

diminuição da sua massa, o perímetro escrotal e a motilidade espermática. Isso ocorre em 

ratos no período entre 1 a 2 dias após uma única exposição do testículo a uma temperatura 

de 41ºC por 60 minutos ou 43ºC por 30 minutos (SETCHELL e WAITES, 1972; FRIDD et 

al., 1975; MAIN et al., 1975; BARLETT e SHARP, 1987; GALIL e SETCHELL, 1988; 

MCLAREN et al., 1994; SETCHELL et al., 1996). 
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2.1 ESTRESSE TÉRMICO E FORMAÇÃO DE RADICAIS LIVRES 

 

 Estresse oxidativo é definido como o acúmulo de espécies de oxigênio reativo (ROS) 

que são capazes de danificar as estruturas de DNA, carboidratos, lipídios, proteínas e 

componentes celulares. A função molecular das células é afetada pelo processo de oxidação 

que determina degeneração, alterando a atividade biológica essencial para a função celular, 

sua atividade é muito importante para homeostase celular (SILVA, 2006). 

As implicações das ROS são importantes para diversos aspectos da vida moderna, 

desde a indústria alimentícia, impedindo a oxidação de alimentos, a áreas de ciências 

médicas, tais como neurologia, cardiologia e, mais recentemente, a reprodução. Isso torna 

cada vez mais claro que o processo de oxidação celular está relacionado muitas vezes com o 

processo de infertilidade (SILVA, 2006). 

As células de Leydig e de Sertoli parecem ser mais resistentes ao calor, enquanto as 

células germinativas são mais termo-sensíveis do testículo. Todos os estágios da 

espermatogênese são susceptíveis ao calor, com o grau de lesão dependendo da extensão e da 

duração do insulto térmico. A regeneração da função espermática, após o dano causado pelo 

calor, depende da divisão contínua das espermatogônia, originada de um reservatório de 

linhagens de células altamente resistentes e do intervalo de tempo do término da injúria à 

restauração de espermatozóides normais no ejaculado, correspondente ao período de início da 

diferenciação na espermatogênese até a ejaculação (WAITES et al., 1990;  SETCHELL, 

1998). 

A degeneração do epitélio seminífero pode ocorrer rapidamente e, se o período de 

hipertermia não for muito longo, a recuperação completa pode ocorrer em um período curto 

de tempo apresentando melhoria visível 60 dias após a remoção do agente causal 

(McENTEE, 2002). Nas lesões severos, em que a espermatogônia A é atingida pode ocorrer 

azoospermia (FONSECA e CHOW, 1995). No entanto, a regeneração do epitélio 

germinativo é possível e dependerá da sobrevivência das espermatogônias e das células de 

Sertoli. Se não for possível a regeneração, pode-se instalar fibrose ou calcificação nos 

testículos (THOMSON, 1990; McENTEE, 2002). A fase regenerativa é marcada por 

recuperação da concentração, da motilidade, do vigor e do número de espermatozóides 

morfologicamente normais, que, apesar da desorganização do epitélio germinativo durante a 

fase de degeneração, demonstra grande capacidade de recuperação devido à resistência das 

espermatogônias e das células de Sertoli (BARTH, 1993; FONSECA e CHOW, 1995; 

GABALDI, 2000). Diversos tipos de estresse metabólico, como exposição ao calor, a metais 
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pesados, a e a venenos que afetam a produção de ATP, determinam alterações na expressão 

de genes que resultam em acúmulo de proteínas de estresse térmico (HSP). 

 

2.2 AS PROTEÍNAS DE ESTRESSE TÉRMICO (HSPs) 

 

As proteínas de estresse térmico (HSPs) estão presentes em todos os organismos 

vivos, das espécies monocelulares até organismos de humanos, classificadas em famílias de 

acordo com seu peso molecular: HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e pequenas HSPs, 

dentre estas a HSP27 (JOLLY e MORIMOTO, 2000). O nome de proteínas de estresse de 

calor originado a partir da observação de que a sua concentração aumenta após a exposição a 

estress térmico (SAMBORSKI E GRZYMISŁAWSKI, 2015). As proteínas HSP90 e HSP60 

são constitutivas, enquanto que a HSP70 e a HSP27, além de serem constitutivas, também 

são induzidas por estressores como calor, estresse oxidativo, isquemia, etc. (GARRIDO et 

al., 2001; VALENTIM et al., 2001; 2003). 

As principais funções das HSPs são transportar proteínas para o interior da célula, 

guiar a conformação de proteínas do citosol, do retículo endoplasmático e da mitocôndria, 

degradar  as  proteínas  instáveis,  dissociar  complexos  protéicos,  prevenir  a  agregação   

de proteínas, controlar a atividade de proteínas reguladoras e remodelar proteínas com 

conformação alterada ( GARRIDO et al., 2001). 

O organismo dos animais reage ao calor ou a outro estresse qualquer pela indução ou 

aumento na síntese de um grupo único de proteínas comumente denominadas como “heat 

shock proteins” ou HSPs. Embora não se conheça exatamente a função dessas proteínas, 

sabe-se que uma de suas funções é proteger o organismo contra impactos ambientais 

adversos, em especial a HSP, cujo peso molecular é 70 kDa, a qual desempenha um 

importante papel em situações de termotolerância. (HUANG et al., 2000). 

 

2.3 PROTEÍNAS DE ESTRESSE TÉRMICO (HSPS) E SUA IMPORTÂNCIA PARA A 

PROTEÇÃO CELULAR CONTRA A EXPOSIÇÃO AO ESTRESSE TÉRMICO 

 

As chaperonas moleculares Hsp70 estão implicados numa ampla variedade de 

processos celulares, incluindo a biogénese protéica, a proteção do proteoma, a recuperação 

de proteínas a partir de agregados, facilitação da translocação de proteína através da 

membrana, ativação de proteases, liberação de enzimas lisossomais e proteolíticas, alterações 
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da estrutura do citoesqueleto e funções mais especializadas, como a desmontagem de 

complexos de proteínas específicas (CHOI et al., 2009; CLERICO et al., 2015). Estas 

proteínas ligam-se através do seu domínio de ligação ao substrato para sequências de 

polipeptídios curtos com motivos de reconhecimento que não são rigorosamente definidos, 

mas podem ser identificados por características comuns (CLERICO et al., 2015;. MAYER e 

KITYK, 2015). 

Nos seus processos biológicos, estas proteínas mostram a capacidade de proteger as 

células promovendo processo reparador nas proteínas danificadas ou, se necessário, 

eliminando as proteínas danificadas. Estes mecanismos são muito importantes na 

imunorregulação, porque podem suscitar a produção de citocinas e expressão da molécula de 

adesão de uma variedade de tipos de células que podem fornecer sinais de maturação através 

de interacções mediadas pelo receptor (POCKLEY, 2003). 

Na verdade, as chaperonas Hsp70 parecem ser inibidores potentes de precursores de 

morte celular e, assim, quando se tornam elevados no câncer, podem estimular indiretamente 

o crescimento do tumor (CALDERWOOD e GONG, 2016). 

Os investigadores focam sobre o papel das HSP, tanto como um elemento de 

fisiopatologia em processos imunológicos e como um potencial alvo terapêutico em doenças 

autoimunes. Além disso, a ativação das Hsps em doenças inflamatórias é investigada e 

alguns estudos demonstram que a expressão de Hsp70 é estimulada, em tecidos com sinais 

inflamatórios, pelas células do sistema imunitário (TANAKA et al., 2007;. SAMBORSKI e 

GRZYMISŁAWSKI, 2015). Sua expressão aumenta claramente quando fatores prejudiciais 

celulares aparecem, incluindo aqueles que acompanham o processo inflamatório 

(MULTHOFF et al., 2015). 

As condições encontradas nas feridas geram um ambiente estressante para as células 

envolvidas no processo de reparação e inflamação. A indução da expressão de Hsp no tecido 

ferido demonstrou melhorar a cicatrização, mas eventos inflamatórios extensos podem ser 

responsáveis pela super expressão de HSPs em tecidos constituidores de quelóides (TOTAN 

et al., 2011). 

As células diretamente expostas a altas temperaturas durante queimaduras, formam 

imediatamente uma zona de necrose coagulativa. As células menos afetadas na zona de 

estase ativam as vias de emergência, como uma resposta ao estresse térmico. Além disso, 

enfrentam um ambiente de agravamento da diminuição da perfusão, a falta de oxigênio, e 

uma resposta inflamatória maciça. Consequentemente, estas camadas de tecido podem 

tornar-se necróticas em um processo conhecido como progressão de queimaduras (ORGILL 
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et al., 2005; ORTNER et al., 2015). 

 

2.4 FOSFODIESTERASES E SUA RELAÇÃO COM LESÕES TESTICULARES 

 

     As fosfodiesterases (PDEs) correspondem a enzimas que inibem a atividade dos 

segundos mensageiros nas células por hidrolisarem a ligação do monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc) e do GMPc. Estes nucleotídeos cíclicos são importantes reguladores 

intracelulares de diversos processos, tais como motilidade do músculo liso, sinais 

neuroendócrinos, homeostase de eletrólitos e fototransdução retinal. Os inbidores de PDEs 

podem elevar os níveis intracelulares do AMPc e GMPc, de acordo com a especificidade do 

substrato da PDE em particular que é bloqueada. Estas drogas estimulam a via do óxido 

nítrico (NO)-GMPc e, por conseguinte, promovem efeitos de relaxamento e vasodilatação 

(CORBIN et al., 2002; DU PLESSIS, JONGH e FRANKEN, 2004).  

                A importância fisiológica da PDE5 tem recebido considerável atenção devido a 

utilização do inibidor seletivo sildenafil (Viagra) no tratamento da disfunção erétil (ROSEN e 

KOSTIS, 2003; MONTORSI et al., 2004).O desenvolvimento de outras drogas tais como 

vardenafil (Levitra) e tadalafil (Cialis), que inibem especificamente a PDE5, mas diferem 

quanto ao perfil de inibição com relação a outras famílias de PDE têm sofrido investimento 

(SAENZ DE TEJADA et al., 2001; EARDLEY e CARTLEDGE, 2002). 

             A degeneração testicular pode ser definida como um processo que causa a 

deterioração da estrutura do testículo, com consequente perda da função testicular. Esta pode 

possuir diversos fatores etiológicos, tais como o calor, trauma testicular, exposição ao frio, 

toxinas, isquemia, deficiências nutricionais, administração exógena de andrógenos, 

infecções, doenças auto-imunes, obstruções do fluxo espermático, neoplasias e radiação 

(TURNER, 2007).
  
Acredita-se que a manipulação da atividade das fosfodiestarases-5 (PDE-

5) pode ter considerável potencial terapêutico em muitas lesões além do preconizado 

(TEIXEIRA, 2005). 

            Portanto, inibidores de PDE5 tornaram-se um ponto focal na busca de novos 

vasodilatadores para uso clínico. Um desses inibidores é o tadalafil, necessitando ainda de 

estudos no tocante dos efeitos desse fármaco nos vasos sanguíneos. No entanto, presume-se 

que as propriedades de vasodilatação do tadalafil são semelhantes aos do sildenafil em 

artérias isoladas, apesar das diferenças nos seus parâmetros farmacocinéticos (SUSSMAN, 

2004).   
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            novas vias de regulação molecular têm sido identificadas com objetivo de mapear os 

diversos tipos de transdução de sinais relacionados com a formação de moléculas 

sinalizadoras dentro da célula. Novos componentes de sinalização foram estabelecidos e suas 

funções vêm sendo continuamente descobertas. Estas funções são complexas, principalmente 

quando integrado ao metabolismo intermediário dos nucleotídeos cíclicos dependentes da 

transdução do sinal e seus componentes, incluindo as fosfodiesterases (PDE’s) (CONTI et 

al., 1995, CONTI, 2000). 

            A PDE apresenta, em sua composição, três regiões sendo uma de domínio 

regulatório, uma de domínio inibitório e outra de domínio catalítico, estruturalmente 

conservadas em todas as PDEs estudadas (CONTI et al., 1995, SALANOVA et al., 1999). O 

domínio regulatório funciona como um sensor de sinais intracelulares, estimulado pelos 

segundos mensageiros (AMPc e Ca
2+

). A recepção destes sinais produz uma mudança na 

conformação da PDE de maneira que o domínio inibitório exerce, não por muito tempo, 

efeito negativo sobre a catálise do segundo mensageiro. Por sua vez, o domínio catalítico, é o 

local onde esta enzima promove a hidrólise do segundo mensageiro quando estimulada pelo  

complexo cálcio-calmodulina (CONTI, 2000). 

            Existem algumas substâncias que podem interferir na regulação intracelular de AMPc 

e GMPc, as quais são denominadas de inibidoras das fosfodiesterases, que promovem 

aumento nas concentrações de nucleotídeos cíclicos intracelular (SALAM, 2003). 

           As xantinas, incluindo a cafeína e a teofilina presentes no café e no chá, são inibidores 

de PDEs utilizados em tratamentos de desordens cardiovasculares e pulmonares. Alguns 

inibidores de PDEs podem ser utilizados para modular o sistema endócrino, principalmente 

no controle de secreção hormonal e manipulação de sensibilidade de órgãos alvo aos 

hormônios (HADLEY, 1996, KUMARI, 1997). 

             

 

 

 

2.5 TADALAFIL E SUAS APLICAÇÕES FARMACOLÓGICAS  

 

Desde a introdução do sildenafil em 1998, a disfunção erétil foi eficientemente tratada 

com medicamentos orais. O Tadalafil (Figura1) no mercado somado ao sildenafil, como mais 

um tipo de inibidor de fosfodiesterase 5 (PDE-5). (TEIXEIRA, 2005). 
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Figura 1: Estrutura química do tadalafil (C22H19N3O4). 

Fonte: National Center for Biotechnology Information, 2016 

 

 

Tadalafil é um inibidor de fosfodiesterase tipo 5 (PDE5) utilizado para o tratamento 

da disfunção erétil (DE). Tadalafil é administrada antecipadamente à atividade sexual têm 

sido eficaz na melhora da função erétil durante aproximadamente 36 horas (CARSON et al, 

2004; YOUNG et al, 2005). Devido a este longo período de eficácia, o uso diário de tadalafil 

foi investigado em ensaios clínicos e demonstrado ser uma terapia contra DE bem tolerada e 

eficaz (PORST et al., 2006; RAJFER et al., 2007)  Cada vez mais utilizado por sua 

capacidade para inibir a degradação do guanosina monofosfato cíclica (GMPc), a molécula 

também é o segundo mensageiro de óxido nítrico (WAYNE et al., 2008). 

Os papéis reguladores clássicos atribuídos a cGMP são o estimulo ao relaxamento do 

músculo liso, a desgranulação de neutrófilos, inibição da agregação de plaquetas e a iniciação 

da transdução de sinal visual. Além disso, numerosas outras funções fisiológicas tem sido 

descobertos (CORBIN e FRANCIS, 1999).  KO et al. (2009) demonstraram que o tadalafil 

atua inibindo a ação apoptótica e prevene lesões por morte celular programada no 

hipocampo, podendo contribuir com o reparo de lesões em áreas da memória cerebral. 

Além dos efeitos na DE, vem sendo utilizado como redutor da pressão arterial 

pulmonar através do seu efeito vasodilatador, incluindo contínua infusão intravenosa de 

prostaciclina, contínua inalação de óxido nítrico e prostaciclina aerosolizada, entre outros. 

(HUMPL et al., 2005; KO, et al., 2009). 

A vasodilatação pulmonar com inibidores de PDE5 tem sido demonstrada em animais 

com hipertensão pulmonar experimental e em humanos com hipertensão arterial pulmonar 

primária e secundária (MICHELAKIS et al., 2002; 2003; GHOFRANI et al., 2002). 

Esta droga vem revolucionando o tratamento da hipertensão pulmonar, que é uma 
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doença vascular agressiva e com baixa expectativa de vida. O mecanismo de ação desta 

droga atenua os sinais e sintomas da doença por aumentar o suprimento sanguíneo aos 

pulmões. A pressão sistólica, a hipertrofia ventricular e a muscularização das artérias 

pulmonares são reduzidas após esquema terapêutico (ZHAO et al., 2001; 2003). 

Foi relatado que esta linha de fármacos ampliam a vasodilatação induzido por óxido 

nítrico em vasos humanos (CREMERS et al., 2003) e causa dilatação das artérias coronárias 

epicárdicas quando administrado a pacientes com doença arterial coronariana (HALCOX et 

al., 2002). Isoladamente nas artérias aorta, mesentéricas e coronárias, o sildenafil aumentou 

os níveis de GMPc e induziu o vasorelaxamento na ausência de óxido nítrico exógeno 

devido, provavelmente, a uma amplificação de ON/GMPc preexistente nesses vasos 

(BUVINIC e HUIDOBRO-TORO, 2001; MOCHIDA et al., 2002; SAKUMA et al., 2002). 

Portanto, inibidores de PDE5 tornaram-se um ponto focal na busca de novos vasodilatadores 

para uso clínico. Um desses inibidores é o tadalafil, necessitando ainda de estudos no tocante 

dos efeitos desse fármaco nos vasos sanguíneos. No entanto, presume-se que as propriedades 

de vasorelaxamento do tadalafil são semelhantes aos do sildenafil em artérias isoladas, apesar 

das diferenças nos seus parâmetros farmacocinéticos (SUSSMAN, 2004).   

Dados experimentais mostraram que tadalafil, mas não sildenafil ou vardenafil, inibiu 

a vasoconstricção hipóxica pulmonar através da atenuação de hipóxia-induzida pela 

expressão de citocina na artéria pulmonar (TSAI et al., 2006). Foi relatado que o sildenafil 

amplia a vasorelaxamento induzido por óxido nítrico em vasos humanos (CREMERS et al., 

2003) e causa dilatação das artérias coronárias epicárdicas quando administrado a pacientes 

com doença arterial coronariana (HALCOX et al., 2002). Isoladamente nas artérias aorta, 

mesentéricas e coronárias, o sildenafil aumentou os níveis de GMPc e induziu o 

vasodilatação na ausência de ON exógeno devido, provavelmente, a uma amplificação de 

ON/GMPc preexistente nesses vasos (BUVINIC e HUIDOBRO-TORO, 2001; MOCHIDA et 

al., 2002; SAKUMA et al., 2002). Portanto, inibidores de PDE5 tornaram-se um ponto focal 

na busca de novos vasodilatadores para uso clínico. No entanto, presume-se que as 

propriedades de vasodilatação do tadalafil são semelhantes aos do sildenafil em artérias 

isoladas, apesar das diferenças nos seus parâmetros farmacocinéticos (SUSSMAN, 2004).   

Tadalafil, inibiu a vasoconstricção hipóxica pulmonar através da atenuação de 

hipóxia-induzida pela expressão de citocina na artéria pulmonar (TSAI et al., 2006). Seu 

efeito reaparador vem sendo apresentado onde pesquisa recente descreve que o 

Tadalafil contribui no reparo da lesão testicular de isquemia por reperfusão após torção / 

destorção testículo de forma tempo e dose-dependente (WU et al., 2015; AKGÜL, et al., 
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2011)  

O sildenafil inibe a apoptose através do aumento do citocromo-c secreção e a relação 

de Bcl-2 / Bax através do óxido nitrico (KUKREJA, et al., 2005). O tadalafil por suas 

características farmacológicas pode superar os mesmos mecanismos (EROL, 2015).  

AKGÜL et al. (2011) avaliaram os efeitos de sildenafil, vardenafil, tadalafil e sobre a 

apoptose renal após obstrução ureteral, determinaram que todos os três inibidores da PDE5 

foram eficazes na redução do número de células apoptóticas. Em outro estudo de lesão de 

reperfusão, que apresenta características parecidas com a lesão térmica também corrobora 

com esta conclusão. Em estudos anteriores, o aumento da expressão de iNOS e eNOS foi 

relatada durante a isquemia-reperfusão (I/R) testicular, e administração de tadalafil reduziu 

este aumento (COSENTINO, et al., 1985;  USTÜN, 2008; EROL, et al., 2009; HANCI, et 

al., 2010).  A maior expressão de eNOS e INOS provoca aumento de NO para níveis tóxicos, 

resultando na apoptose de células germinativas testiculares (ZINI, 1998; EROL, et al., 2009).  

Guzeloglu et al. (2011)  relataram que os níveis de CAT aumentou no grupo tratado com o 

tadalafil, mas os níveis totais de capacidade oxidante não foram diferentes no grupo 

placebo. O tadalafil neste ensaio ainda exerceu efeito protetor sobre os tecidos, através do 

aumento da capacidade antioxidante e os pesquisadores determinaram assim que a necrose 

tubular renal, congestão e infiltração de células mononucleares na região intersticial foram 

mínimas em um grupo de ratos tratado com tadalafil.  

 

3 JUSTIFICATIVA 

          Apesar dos relatos sobre o efeito protetor da Tadalafil, sobretudo em torções 

testiculares pouco se sabe a cerca de sua ação na fisiologia da reprodução do macho, 

particularmente após exposição a situações de estresse pelo calor. Neste sentido, é válida a 

realização de estudos que aprofundem os conhecimentos sobre o perfil das alterações 

determinadas pelo aumento da temperatura testicular, assim como sobre o uso do tadalafil 

como uma possível terapia protetora e mantenedora da fisiologia reprodutiva masculina, com 

destaque para as situações de estresse térmico. O estudo visou obter o perfil das alterações 

reprodutivas ocasionadas pelo estresse térmico em ratos Wistar machos, bem como instituir 

uma terapia que favoreça a proteção e recuperação do parênquima testicular submetido ao 

estresse pelo calor, com melhoria da eficiência reprodutiva. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL  

  

 Analisar o desenvolvimento das alterações geradas pelo estresse térmico e o efeito do 

tadalafil na recuperação do parênquima testicular de ratos Wistar submetidos ao estresse 

térmico testicular. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

4.2.1 Medir os pesos testicular e corporal nos grupos experimentais; 

4.2.2 Determinar os níveis plasmáticos de testosterona;  

4.2.3 Dosar os níveis de citocinas no baço em animais submetidos ao estresse térmico e 

tratados ou não com tadalafil.  

4.2.4 Determinar os níveis de Óxido Nítrico no fígado e baço do animais tratados ou não. 

4.2.5 Análisar histopatólogicamente os testículos de Tatos Winstar, Tratados ou não com 

Tadalafil, pós estresse térmico testicular. 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1 ANIMAIS 

Foram utilizados 54 ratos WISTAR (Rattus norvegicus, var.albinus), machos com 90 

dias de idade, provenientes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal 

da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os animais foram mantidos em ambiente 

com temperatura (23 ± 2ºC) e umidade (50%) controladas e regime de iluminação cíclica 

(12h claro e 12h escuro). Os animais receberam dieta padrão (Purina Labina) e água ad 

libitum. Todos os experimentos utilizando animais foram conduzidos de acordo e após a 

aprovação do Comitê de Ética para o Uso de Animais da Universidade Federal de 

Pernambuco (CEUA/UFPE), registrada com o nº 0028/2016, o experimento foi realizado no 

Centro Acadêmico de Vitória (CAV- UFPE). 

 

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL E ESTRESSE TÉRMICO 

  Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 3 grupos em cada fase (TABELA 

1), ao todo foram três tempos, por até 7, 15 e 30 dias (formando um ciclo completo de 

espermatogênese, com dias de lesão aguda e sub crônica), a administração Tadalafil com 

dose diária de 0.9 mg/kg
-1

 e Tadalafil com dose diário  de 1.8 mg/kg
-1

 via intraperitoneal e o 
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grupo controle (GC), estes submetidos a mesma condição experimental dos grupos tratados 

com a exceção da adminstração de uma solução veículo (Água Destilada) em substituição da 

droga. 

 

Tabela 1. Descrição do desenho experimental em ratos wistar controle e submetidos a 

estresse térmico testicular, tratados ou não com diferentes doses de tadalafil, e avaliados com 

7, 15 e 30 dias pós-estresse térmico (Médiadesvio padrão). 

  

           A pesagem dos animais era realizada diariamente, para acompanhamento do peso 

corporal e cálculo das doses das drogas. A principio os animais foram anestesiados por 

injeção intraperitoneal com Ketamina (Vetanarcol, 100 mg/kg) e Xilazina (Kensol, 5 mg/kg) 

para que os testículos e a cauda fossem imersos por 15 minutos em água na temperatura de 

43ºC de acordo com protocolo estabelecido por Queiroz et al. (2013). Posteriormente à 

exposição térmica, os animais foram transferidos para suas gaiolas e mantidos em 

temperatura ambiente até a recuperação da anestesia.  Os animais de cada grupo foram 

perfundidos nos dias 7, 15 e 30 após a realização do estresse térmico testicular (Hs) para 

observação da influência do tadalafil sobre a recuperação da lesão testicular.
 
Antes da 

realização da perfusão, cada animal foi heparinizado (125 UI/100g de peso corporal) e 

anestesiado conforme explicação anteriormente descrita. 

 

 

5.3 COLETA DO MATERIAL 

No final do período experimental, os animais foram heparinizados (125 UI / 100 g; 

Akzo Organon Teknika), anestesiados (Ketamina (Vetanarcol, 100 mg/kg) e Xilazina 

(Kensol, 5 mg/kg)) e submetidos a perfusão intracardíaca usando uma solução de NaCl a 

0,9% e heparina (500 IU / l) e nitroprussiato de sódio (100 mg / l, Sigma). Depois disso, 

todos os ratos foran perfundidos com 4% de glutaraldeído (VETEC) em um tampão de 

fosfato de sódio (pH 7,2 e 0,01 M). Após a fixação, os testículos esquerdos foram removidos 

Grupos  7 dias 15 dias 30 dias Total 

Controle/ Heat Shock 6 6 6 18 

HS+ Tadalafil 1  

0.9 mg/kg
-1

 

6 6 6 18 

HS+ Tadalafil 2 

1.8 mg/kg-1 

6 6 6 18 

Total de animais 18 18 18 54 
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e pesados usando uma balança (BEL Engenharia MARK 500 / BRA ± 0,001 g) segundo 

protocolo estabelecido por ANTONIO et al. (2016). 

 

5.4 HISTOPATOLOGIA TESTICULAR 

Os testículos direitos foram coletados e pesados antes da perfusão com solução fixadora. 

Posteriormente, os mesmos foram clivados e fixados em solução fixadora de paraformaldeido 

a 4% em tampão fosfato de sódio (pH 7,4 e 0,01M). Posteriormente, os testículos foram 

recortados com uma espessura de 2 mm e re-fixados com a mesma solução de 

paraformaldeído. Os testiculos esquerdos foram perfundidos com 4% de glutaraldeído 

(VETEC) em solução de tampão de fosfato de sódio (pH 7,4 e 0,01 M). Em seguida, os 

fragmentos foram imersos em tampão de fosfato, durante 2 h e posteriormente desidratados 

numa série de álcool crescente (70 - 100%) e embebidos em resina plástica composta de 

metacrilato de glicol (Leica). Os cortes histológicos 4 µm de espessura foram corados com 

azul de toluidina e analisados morfologicamente. A análise histopatológica dos componentes 

testiculares foi realizada segundo protocolo estabelecido por SILVA-JÚNIOR et al. (2006)
 
e 

TENORIO et al. (2012) e as leituras foram realizadas utilizando um microscópio óptico 

(Nikon 501, Tóquio, Japão). 

 

5.5 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE ÓXIDO NÍTRICO EM HOMOGENEIZADO DE 

FÍGADO E DO BAÇO 

A Avaliação do nível de peroxidação lipídica do tecido (PLx) foi tomada com o teste 

de substância reativa de ácido tiobarbitúrico (TBA), conforme descrito por Ohkawa et al., 

(1979); Utilizou-se uma solução de 1,51% de KCl para homogeneizar 250 mg de tecido de 

fígado e baço e 0,2 ml de 1,7% de sulfato de sódio (SDS), 1,5 ml de solução de ácido acético 

a 20% (pH 3,5), 0,8% de TBA e 0,6 ml de água destilada foram adicionados a 0,2 ml de 

homogeneizado de tecido. As misturas foram aquecidas a 95 ° C durante uma hora. Após 

arrefecimento com água da torneira, foram adicionados 5 ml da mistura de n-butanol e 

piridina (15: 1) e depois centrifugados a 4000 rpm durante 20 min. Esta camada orgânica foi 

medida a 532 nm de absorvência. O 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) foi utilizado como 

padrão externo, e o nível de peróxidos lipídicos foi expresso em nmol / mg de tecido úmido. 

 

 

 

 



28 

 

5.6 ANÁLISE DA TESTOSTERONA PLASMÁTICA 

As amostras de sangue foram colhidas por punção na convergência das veias cava 

cranial e caudal, dessoradas por centrifugação e acondicionadas em recipientes plásticos 

Eppendorf (dois por amostra). O material sorológico foi conservado em freezer doméstico a –

20ºC. A avaliação da dosagem foi realizada, pelo método de enzima-imuno-ensaio (ELISA - 

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), com leitura de absorbância em 405 nm, conforme 

descritos por Brown et al. (2004). Desta forma 66,7µl do anticorpo (Polyclonal anti-

testosterona R156/7, Coralie Munro, University of California, Davis, USA.) foi diluído em 5 

mL de tampão (coating buffer; Na2CO3, NaHCO3, H2O ultra pura, pH ajustado para 9,6) e 

50µl desta solução de anticorpo foram adicionados em cada poço da placa (NUNC Immuno 

TM plates, Maxisorp). Posteriormente, a placa foi coberta com selador plástico e mantida a 

4ºC por no máximo 12 horas.  Em seguida foi elaborada a curva padrão, séries de diluições 

de 250µl do padrão de concentração 600 pg/50µl de testosterona (17-hydroxy-4-androsten-3-

one, Steraloids, Sigma A6950) até a concentração de 2,3 pg/50µl, em 250µl de solução de 

ensaio de ELISA (NaH2PO4; Na2HPO4; NaCl; BSA - Sigma Aldrich, A7906; H2O ultra pura, 

pH ajustado para 7,00). O hormônio conjugado com a enzima HRP (Testosterone-

horseradish Peroxidase) também foi diluído (33,3µl em 5 mL da solução de ensaio de 

ELISA). A solução de substrato para ELISA foi concluída com um combinando 40µl 0,5M 

H2O2, 125µl 40 mM ABTS (Calbiochem, ABTS
TM

 Chromophore, Diammonium Salt) e 12,5 

mL de solução de substrato para ELISA (ácido cítrico; H2O ultra pura, pH ajustado para 

4,00). Para cada poço contendo o material do estudo ou controle, foi adicionado 100µl. As 

placas foram cobertas e incubadas em temperatura ambiente e sob agitação (Multi-Pulse 

Vortexer; modelo 099A VB4, 50 / 60Hz – Glass-Cols), até que a densidade óptica dos poços 

zero fique entre 0.9 e 1. Então, foi procedida a leitura no leitor de microplacas (TECAN). 

Para evitar maiores desvios as amostras foram lidas em duplicada mantendo o coeficiente de 

variação intra e inter-ensaio menor do que 10%. Os níveis plasmáticos da testosterona dos 

animais foram medidos em nMol/L, ng/mL e pela relação entre concentração e volume 

(CV%) do hormônio (SILVA JÚNIOR et al, 2006; TENORIO et al, 2011). 

 

 

5.7. DOSAGEM DE CITOCINAS DE SANGUE PERIFÉRICO  

A dosagem de citocinas nos sobrenadantes de sangue coletados a partir das células 

esplênicas, foi determinada através da técnica de Cytometric Bead Array System (CBA). A 

CBA foi utilizada para a mensuração quantitativa das citocinas TNF-α e IL-6, conforme 
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recomendado pelo fabricante em amostras de sangue periférico animal, as células do baço 

são lisadas e após a trituração são centrifugados a 4000 rpm durante 10, após é coletado o 

sobrenadante, após este procedimento, a  análise foi feita em citômetro de fluxo (automático)  

e utilizado o software CellQuest Pro (Beckton Dickson). 

 

5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Dependendo da tendência normal dos resultados obtidos, utilizou-se testes 

paramétricos ou não paramétricos. Para os dados considerados normais foi utilizado o teste 

de Análise de Variância (ANOVA), com post-hoc de Tukey-Kramer como teste de múltiplas 

comparações, visando analisar quais grupos diferiram entre si. Em todas as análises 

realizadas, os dados foram expressos através de estatística descritiva de tendência de 

centralidade e dispersão (média e desvio padrão). O tratamento estatístico foi delineado com 

nível de significância para p < 0,05. Os gráficos foram confeccionados no programa 

Microsoft
®
 Office Excel, 2013 

6. RESULTADOS  

6.1. AVALIAÇÃO DOS PESOS CORPORAL E TESTICULAR 

 

De acordo com a Tabela 2 e 3, podemos observar que não ocorreu variação significativa 

entre os diferentes grupos experimentais com relação ao peso corporal e testicular. 

 

Tabela 2. Peso corporal (g), de ratos wistar controle e submetidos a estresse térmico 

testicular, tratados  e não tratados com diferentes doses de tadalafil, e avaliados com 7, 15 e 

30 dias pós-estresse térmico (Médiadesvio padrão). 

Dias Animais 

(n) 

Controle HS 

 (choque térmico) 

HS + Tadalafil  

(0.9 mg/kg) 

HS+ Tadalafil  

(1.8 mg/kg) 

p 

  (Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)  

7 6 236,00± 32,49 225,833± 23,04 243,667± 44,56 0,675 

15 6 250,83± 13,12 231,83± 18,90 242,50± 21,13 0,221 

30 6 280,66± 27,20 270,66± 41,59 272,83± 45,08 0,896 

Tabela 3. Peso testicular (g), de ratos wistar controle e submetidos a estresse térmico 

testicular, tratados ou não com diferentes doses de tadalafil, e avaliados com 7, 15 e 30 dias 

pós-estresse térmico (Média  desvio padrão). 

Dias Animais 

(n) 

Controle HS 

 (choque térmico) 

HS + Tadalafil  

(0.9 mg/kg) 

HS+ Tadalafil  

(1.8 mg/kg) 

p 

  (Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)  

7  6 0,97 ± 0,10 0,95 ± 0,09 1,18 ± 0,09 0,015 

15  6 0,58 ± 0,04 0,58± 0,47 0,57 ± 0,09 0,952 

30  6 0,58± 0,10 0,58 ± 0,01 0,57 ± 0,09 0,952 
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6.2. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

          Nas figuras que seguem (figuras 2, 3 e 4), observamos as alteracões histopatológicas, 

onde figura 2, refere-se a grupo tratados por 7 dias, Figura 3 com os animais tratados por 15 

dias e Figura 4 com os animais tratados por 30 dias. De todas essas Imagens,  A e B referen-se 

a grupo controle, C e D animais tratados com 0.9 mg/kg de Tadalafil e E e F com animais 

tratados com 1.8 mg/kg de tadalafil. Onde analisamos em legenda os achados encontrados. 

           De acordo com achados histopatológicos observados no parênquima testicular no 7º dia 

após a realização do estresse térmico os animais do grupo estresse térmico (HS- Heat Shock) 

apresentaram lesões no epitélio seminífero compatíveis com degeneração testicular. Pode ser 

observado espessamento de membrana basal, vacuolização de células de Sertoli, presença de 

células gigantes sinciciais oriundas de espermátides arredondadas, sendo observado no 

compartimento basal apenas células de Sertoli, em especial o grupo não tratado (Figura 2A e 

B). apresentou lesões semelhantes, porém mais extensas  

          No sétimo dia, o testículo dos animais tratados com 1.8 mg/Kg de tadalafil 

depois do estresse térmico possuía poucas áreas de lesões compatíveis com degeneração 

testicular pelo calor. Apesar da existência de alterações do epitélio germinativo como morte 

celular de espermatócitos foi possível observar em todo parênquima testicular, túbulos 

seminíferos preservados. Nesta dosagem a tadalafil parece ter exercido maior papel inibidor 

dos mecanismos desencadeados pelo estresse térmico testicular. (Figura 2 E e F). 

Após quinze dias da realização do estresse térmico testicular nos animais do grupo 

controle, foi possível evidenciar condensação e descamação de espermátides arredondadas, 

espeçamento e deformação tubular, ligadas aos prolongamentos das células de Sertoli mais 

evidentes nesta fase do experimento (Figura 3 A e B). 

Nos animais tratados com 0.9mg/Kg de tadalafil, apresentavam alguns túbulos 

seminíferos com lesões compatíveis a processo degenerativo tais como descamação celular 

e formação de sincício de espermátides arredondadas. Por outro lado, pode ser observado 

presença de túbulos seminíferos sem alteração na sua forma arredondada, presença de 

células em necrose e lesões extensas. (Figura 3 C; D).  

Nos animais tratados com 1.8mg/Kg de tadalafil por quinze dias alguns túbulos 

seminíferos também apresentavam lesões compatíveis com o processo degenerativo, 

decorrente do estresse térmico testicular semelhante aos demias grupos, com túbulos mais 

preservados (Figura 3 E e F). 
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Após 30 dias da realização do estresse térmico testicular nos animais do grupo 

controle, o processo degenerativo do parênquima deste órgão se tornou bastante 

pronunciado com o agravamento das lesões reportadas anteriormente. O tecido apresentou 

muita área de necrose e parênquima testicular bastante espesso (Figura 4 A e B). 

Os animais tratados com 0.9mg/Kg de tadalafil, apresentavam alguns túbulos 

seminíferos com lesões compatíveis a processo degenerativo tais como descamação celular 

e formação de sincício de espermátides arredondadas, necrose celular, porém se mantinha a 

forma arredonda dos túbulos. (Figura 4 C; D). Nos animais tratados com 1.8mg/Kg de 

tadalafil por 30 dias,  alguns túbulos seminíferos também apresentavam lesões compatíveis 

com o processo degenerativo decorrente da aplicação de calor no tecido testicular, células 

em nerose, no entando  (Figura 4 E e F).   observou–se aumento parcial das lesões, com 

células degeneradas e processo de necrose nos animais em todos os grupos, caracterizando 

efeito progessivo da lesão térmica no experimento.  
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Figura 2. Fotomicrografias de testículos de Ratos Wistar adultos submetidos à choque 

térmico testicular aos 7 dias de idade tratados com tadalafil e grupo controle (Sofreram 

choque, porém sem tratamnto com a droga). 

Figura 2A. Túbulo seminífero do grupo controle submetido a choque térmico com células 

em processo de degeneração. (seta).  20X. 

Figura 2B. Detalhe túbulo seminífero do grupo controle submetido a choque térmico. Notar 

vacuolização no núcleo das células de Sertoli. (seta).  40X 

Figura 2C. Túbulo seminífero do grupo tratado com 0.9 mg/Kg submetido a choque térmico 

com presença de células gicantes arredondadas (seta). 100X em imersão. 

Figura 2D. Detalhe túbulo seminífero do grupo tratado com 0.9 mg/Kg submetido a choque 

térmico testicular. Observar a redução do epitélio germinativo, células gigantes (circulo) e 

céluas gigantes (seta). 40X. 

Figura 2E. Túbulo seminífero do grupo tratado com 1.8mg/Kg de tadalafil submetidos a HC.  

Figura 2F. Túbulo seminífero do grupo tratado com 1.8mg/Kg de tadalafil submetido a 

choque térmico. Seta mostrando manutenção da espermatogênese. 40X em imersão. 

A B 

C 
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D 

F 
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Figura 3. Fotomicrografias de testículos de Ratos Wistar adultos submetidos à choque térmico 

testicular aos 15 dias, mesmos procedimentos descritos anteriormente. 

Figura 3A. Túbulo seminífero do grupo controle submetido a choque térmico com céluas 

germinativas degeneradas, sinais de necrose (circulo) células em processo de descamação (seta 

vermelha). extravassamento de células de Leydig (seta preta). 40X. 

Figura 3B. Detalhe túbulo seminífero do grupo controle submetido a choque térmico. Notar 

ausência de células germinativas próximas o lume tubular (circulo). Vacuolização no núcleo 

das células de Sertoli (seta). 100X em imersão. 

Figura 3C. Túbulo seminífero do grupo tratado com 0.9 mg/Kg submetido a choque térmico 

e bastante vacuolização de células de Sertoli (seta). 40X. 

Figura 3D. Detalhe túbulo seminífero do grupo tratado com 0.9 mg/Kg submetido a choque 

térmico testicular. processo de necrose e edema (circulo). 40X. 

Figura 3E. Túbulo seminífero do grupo tratado com 1.8mg/Kg de tadalafil submetido a 

choque térmico. Notar túbulo seminífero com células ainda presentes (seta). 40X. 

Figura 3F. Túbulo seminífero do grupo tratado com 1.8mg/Kg de tadalafil submetido a 

choque térmico. Notar túbulos seminífero com células germinativas gigantes (seta), e túbulo 

adjacente com o epitélio germinativo sem alterações aparentes (circulo). 100X em imersão. 
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Figura 4. Fotomicrografias de testículos de Ratos Wistar adultos submetidos à choque 

térmico testicular aos 30 dias de idade tratados com tadalafil e grupo controle (Sofreram 

choque, porém sem tratamento com a droga). 

Figura 4A. Túbulo seminífero do grupo controle submetido a choque térmico com 

espermátides em alongamento degeneradas com edema e células em processo de 

degeneração.(Circulo), alteração na morfometria circular das células espermáticas (seta) 20X. 

Figura 4B. Detalhe túbulo seminífero do grupo controle submetido a choque térmico. Notar 

ausência de células germinativas próximas o lume tubular, espermátides em alongamento 

degeneradas com edema (circulo), células em processo de descamação e degeneração (seta 

vermelha), Estravasamento de células de Sertoli (seta preta). 40X. 

Figura 4C. Túbulo seminífero do grupo tratado com 0.9 mg/Kg submetido a choque térmico 

com vacuolização de células de Sertoli (seta preta). Observar redução na população de 

células germinativas e células geminativas em processo de necrose (circulo) 40X.. 

Figura 4D. Detalhe túbulo seminífero do grupo tratado com 0.9 mg/Kg submetido a choque 

térmico testicular. Degeneração e edema (circulo). 40X. 

A B 

C D 

E F 
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Figura 4E. Túbulo seminífero do grupo tratado com 1.8mg/Kg de tadalafil submetido a 

choque térmico. Degeneração de espermátides e vacuolização de núcleo de células de 

Leydig. (circulo) 40X. 

Figura 4F. Túbulo seminífero do grupo tratado com 1.8mg/Kg de tadalafil submetido a 

choque térmico. Notar túbulos seminífero com células germinativas em necrose  e túbulo e 

bastante celulas de Leydig presentes (circulo), porém formato arrendondado preservado 

(seta) 100X em imersão. 

 

 

6.3. DOSAGEM DE TESTOSTERONA PLASMÁTICO 

 

 

 

Figura 5. Dosagem de testosterona plasmática de ratos Wistar controle e submetidos a 

estresse térmico testicular, tratados ou não com diferentes doses de tadalafil, e 

avaliados com 7, 15 e 30 dias pós-estresse térmico. Análise de Significância com  

#p<0,005.  

 

 

Tabela 4. Dosagem de testosterona plasmática (ng/ml) de ratos wistar tratados e não tratados 

com diferentes doses de tadalafil, pós- estresse térmico testicular e avaliados com 7, 15 e 30 

dias pós-estresse (Média ± desvio padrão).  

Dias Animais 

(n) 

Controle HS HS + Tadalafil  

(0.9 mg/kg) 

HS+ Tadalafil  

(1.8 mg/kg) 

p 

  (G1) (G2) (G3)  

7  6 6,19 ± 2,71 4,08 ± 1,60 4,49 ± 2,99 0,332 

15  6 6,54 ±2,22a 2,84 ± 0,99b 2,90 ± 1,12b 0,001 

30  6 6,07 ± 2,65 5,05 ± 1,52 4,78 ± 2,94 0,636 
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6.4. ESTRESSE OXIDATIVO DO FÍGADO E BAÇO  

 

 

         Na tabela 5 e figura 6 estão representados os valores oxido nítrico no tecido hepático de 

ratos Wistar controle e submetidos a estresse térmico testicular e tratados com diferentes 

doses de tadalafil. 
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Tabela 5. Dosagem de oxido nítrico no tecido hepático de ratos Wistar controle e submetidos 

a estresse térmico testicular, tratados ou não com diferentes doses de tadalafil e avaliados com 

7, 15 e 30 dias pós-estresse térmico, através da reação ao ao ácido tiobarbitúrico (TBARs). 

(Média ± desvio padrão). p<0,005 

   Animais 

(n) 

Controle HS HS + Tadalafil  

(0.9 mg/kg) 

HS+ Tadalafil  

(1.8 mg/kg) 

p 

  (G1) (G2) (G3)  

7  6 0,23 ± 0,027 0,04 ± 0,06 0,11 ± 0,14 0,311 

15  6 0,11 ± 0,01a 0 ± 0,00006 b 0,02 ± 0,03b 0,001 

30  6 0,11 ± 0,13 a 0,00 ± 0,00094 0 ± 0 b 0,004 

 

 

 

Figura 6A. Dosagem de oxido nítrico em tecido hepático de ratos Wistar controle e 

submetidos a estresse térmico testicular, tratados ou não com diferentes doses de 

tadalafil e avaliados com 7, 15 e 30 dias pós-estresse térmico, através da reação ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARs). 
#
p<0,005 
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6.5. ANÁLISES DAS CÉLULAS DO BAÇO: CITOCINAS 

 

 

 
De acordo com os resultados da figura 7, foram analizados os níveis de TNF-α, IL-6 e Óxido 

Nitríco. De acordo com os resultados da figura 7a, os níveis de TNF-α nos grupos tratados 

com 0,9 e 1,8 mg/Kg de tadalafil foi significtivo inferior em todos os tempos estudados em 

relação aos animais submetidos ao estresse térmico testicular sem tratamento. 

 

 

 

                  

 

 

 

 

 

Figura 6B. Análise do óxido nitríco de células do baço de ratos Wistar 

controle e submetidos a estresse térmico testicular, tratados ou não com 

diferentes doses de tadalafil por 7, 15 e 30 dias.  #p<0,005 

Figura 7b. Análise das citocinas IL-6 de células do 

baço de ratos Wistar controle e submetidos a 

estresse térmico testicular, tratados ou não com 

diferentes doses de tadalafil por 7, 15 e 30 dias.  

#p<0,005 

Figura 7a. Análise das citocinas tnf- de células 

do baço de ratos Wistar controle e submetidos a 

estresse térmico testicular, tratados ou não com 

diferentes doses de tadalafil por 7, 15 e 30 dias.  

#p<0,005 
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7. DISCUSÃO 

 

De acordo com a Tabela 2, podemos observar que não ocorreu variação significativa 

entre os diferentes grupos experimentais com relação ao peso corporal. Todavia, é importante 

ressaltar que Colombo e Giovani, 2014 descrevem o efeito dilatador do Tadalafil, 

provocando aumento dos níveis e gastos metabólicos, corroborando com essa manutenção ou 

redução de peso corporal. (COLOMBO E GIOVANI, 2014). 

De acordo com Jim et al (2016), camundongos deficientes de PED-5 tiveram um 

decréscimo de 30 a 40% no peso corporal entre a 1ª e 2ª semanas após o nascimento. A taxa 

de crescimento retornou ao normal após duas semanas, contudo, o peso dos camundongos 

adultos continuou abaixo do normal, apesar dos efeitos reparador do Tadalafil a inibição da 

PDE's pode reduzir o peso corporal 

Como podemos observar na Tabela 3, não houve diferença no peso testicular nos 

diferentes tempos experimentais. A exposição aguda ou crônica do testículo ao calor 

promove alteração em sua massa, perímetro escrotal e a motilidade espermática. (Queiroz et 

al., 2013). 

As lesões testiculares observadas neste experimento para os 7 e 15 primeiros dias 

pós- choque térmico estão de acordo com as observadas por John et al. 2001 e Queiroz et 

al, 2013. Segundo os autores citados anteriormente, em camundongos ou ratos adultos, o 

choque térmico testicular desencadeou a formação de vacúolos intratubulares, presença de 

células gigantes sinciciais de espermatócitos I, células germinativas e núcleos picnóticos e 

alguns núcleos apareceram com fragmentos apoptóticos. 

             Em lesão similar, utilizando a pentoxifilina para o tratamento das injúrias por choque 

térmico testicular, Queiroz et al (2013) relatou efeito reparador da droga inibidora de PDE 

não específica, baseada em analises morfologicas e morfometricas, diminuição da presença 

de células em necrose nos animais tratados, corroborando com os achados encontrados neste 

estudo. 

Queiroz, 2013, com injúria térmica semelhante em ratos da mesma espécie, 

apresentou lesões profundas no parênquima testicular 30 dias pós estresse, no entando aos 

60 dias os animais já apresentavam reparo das células em todos os grupos.  

Na tabela 4 (figura 5), no que se refere a análise do testosterona plasmática foi 

observado, no décimo quinto dia pós-estresse térmico, redução siginificativa na dosagem de 

testosterona plasmática, após este período os animais tratados com tadalafil voltaram a 

apresentar ganho em relação a este hormônio. 
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O tratamento da infertilidade masculina com terapia antioxidante é bastante 

promissor, mas deve ser utilizado com moderação, uma vez que as substâncias antioxidantes 

inibem a formação do ON e comprometem as suas funções fisiológicas (CARVALHO et al, 

2017). O tadalafil demonstrou enfeito antioxidantes nas duas análises realizadas, sendo 

significativo no décimo quinto e trigésimo dia, mais análises sobre a dose e efeito são 

necessárias para esta, possível via farmacológica. 

              Em experimentos com camundongos, tratados por 4 semanas com 25mg/Kg de 

citrato de sildenafil, doses bem superiores do que as utilizadas em nosso experimento, os 

níveis testosterona foram aumentados em decorrência do aumento mitocondrial da enzima de 

clivagem da cadeia lateral do colesterol-P450 (SARAIVA, et all. 2009). A testosterona 

estimula a geração de superóxido e NO, para produzir peroxinitrito, que tem efeitos 

vasodilatadores diretos. Além disso, a influência do vasodilatador da testosterona é inibida 

pelo peroxinitrito, indicando que o último pode desempenhar um papel importante nos 

efeitos vasculares da testosterona. (PUTTABYATAPPA, et al.  2013). Nossos resultados 

apontam para diminuição do NO interligado a redução da testosterona.  

Grupos tratados com diferentes doses de tadalafil durante 15 e 30 dias pós-estresse 

térmico, as reduções nos níveis de óxido nítrico foram extremamente significativas nas 

células hepáticas (tabela 5 e figura 6). Embora seja um radical derivado de oxigênio livre, o 

NO regula a gravidade do processo inflamatório, como diminuição da infiltração de 

leucócitos e citocinas inflamatórias, sua redução se torna importante para o reparo tecidual. 

(PHILLIPS L, et all., 2009). 
 
A produção ROS, repostas inflamatórias e peroxidação lipidica 

são importantes etapas no estabelecimento das injúrias testiculares. (ZIMMERMAN BJ, 

1999; CUZZOCREA S, et all. 2001). Nossos resultados apontam para influência do tadalafil, 

administrado em baixas dosagens, na diminuição do testosterona plasmático, com seu uso 

prolongado. 

Em modelos (Isquemia/ reperfusão) a utilização de inibidores da fosfodiesterase 5 

parecem reduzir os níveis de óxido nítrico tecidual e consequentemente os danos teciduais 

decorrentes da formação de radicias livres, corroborando com nossos achados. No modelo de 

estresse térmico testicular, a utilização das doses de 0,9 e 1,8 mg/Kg de tadalafil via 

intraperitoneal proporcionou resultados similares aos observados no modelo de I/R testicular 

por BEHESHTIAN et al, (2008), no que diz respeito a redução no níveis de ON tecidual.  

   Os inibidores de PDE5 foram desenvolvidos para o tratamento da disfunção erétil, mas estas 

moleculas podem ser usadas em outras doenças, como hiperplasia prostática benigna e hipertensão 
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(GALIÈ et all. 2005; GALIÈ et all 2009). O efeito dos inibidores da PDE5 no óxido nítrico pós torção 

testicular é conflitante na literatura. Tadalafil apresenta ainda efeito antioxidante em modelos de 

isquemia de ovários de ratas e injúrias em cérebros murinos (Arikan et al., 2010; Altaş et al., 

2014) e sua ação reduz significativamente a produção de TNF- em rins de ratos submetidos 

à experimento de isquemia renal (El-Sisi et al., 2016)  

Beheshtian et al (2008) demonstraram efeitos benéficos da administração de sildenafil, 

modelo de rato I/R (isquemia/reperfusão) tais como: níveis aumentados de enzimas 

antioxidantes, diminuição dos níveis de peroxidação lipídica e apoptose das células 

germinativas. De Acordo com a figura 7a, os níveis de TNF-α nos grupos tratados com 0,9 e 

1,8 mg/Kg de tadalafil foi inferior em todos os tempos estudados em relação aos animais 

submetidos ao estresse térmico testicular sem tratamento. 

O TNF- é uma potente citocina próinflamatória que, em determinadas doenças 

renais, induz, fator ativador de plaquetas (PAF), prostaglandinas e estimula a formação de 

radicais de óxido nítrico (Radeke et al., 1990; Baud e Ardaillou, 1995), mesmo após injúria 

térmica, promove aumento processo inflamatório o TNF- se comportou com redução dos 

seus níveis, em todos os grupos analisados, a diminuição desta Citocina acompanhou a 

redução de testosterona ao longo do experimento. 

Os valores de IL-6 aumentaram significativamente nos animais submetidos ao estresse 

térmico e tratados com 0,9 e 1,8 mg/Kg de tadalafil nos 7 primeiros dias. Nos 15 primeiros 

dias pós-estresse térmico, os níveis de IL-6 ainda estavam superiores ao controle. Com 30 

dias pós-estresse térmico não se constatou diferença nos níveis de IL-6 entre os grupos.  

IL-6 é uma citocina envolvida no processo inflamatório e na estimulação da 

cicatrização de lesões (Liechty et al., 2000). Alguns estudos têm apontado que camundongos 

deficientes de IL-6 têm seu processo cicatricial prejudicado (Zi-Qing et al., 2003) e que a 

presença de IL-6 aumenta o percentual de cicatrização de modelos de feridas de córnea in 

vitro (Arranz-Valsero et al., 2014). Entretanto, o acúmulo exacerbado de IL-6 pode prejudicar 

o processo inflamatório pelo recrutamento excessivo que esta citocina promove em leucócitos 

polimorfonucleares e pode formar cicatrizes extensas in vivo (Kim et al., 2014; Liechty et al., 

2000). No entanto, os níveis testiculares de IL-6 são aumentados na condição de lesão e 

inflamação (LI R, 2009;  Zhang H et al, 2014) 
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Elevação dos níveis de IL-6 nos animais tratados com tadalafil pós-estresse térmico 

aos 7 e 15 dias fazem correlação aos dados histopatológicos para este período demonstram 

que o inibidor de fosfodiesterase-5, tadalafil, retardou as lesões testiculares decorrentes do 

estresse térmico testicular (figura 2).  

De maneira geral, a redução dos níveis de nitritos tanto hepatíco, quanto esplênico é 

compatível com a redução das lesões testiculares observadas nos animais submetidos ao 

estresse térmico e tratados com diferentes doses de tadalafil, nos 15 primeiros dias pós lesão 

(figura 2). Desta forma é bastante provável que o tadalafil tenha atuado na redução de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) derivados do óxido nítrico, provavelmente pelo bloqueio 

da óxido nítrico síntase. (APRIOKU JS, 2013).  

A administração intraperitoneal de tadalafil em ratos Wistar submetidos a estresse 

térmico produziu redução nos níveis de nitrito nas duas doses utilizadas durante o período 

experimental. A NOS (oxidonítrico sintase) catalisa a transformação em L-arginina em um 

intermediário, a N
G
-hidroxi-L-arginina com a presença de nicotinamida-adenina-

dinucleotídeo-fostato-hidrogênio (NADPH) e Ca
2+

 sendo necessário mais NADPH e O2 para a 

formação de L-citrulina e NO (HILL, et al., 2010). O NO é um radical livre e é quimicamente 

mais estável e menos reativa do que outras ROS, como superóxido ou peróxido de hidrogênio 

(JUAN G. REYES, 2012). Além disso, o NO na presença de ROS pode formar o 

peroxinitrito, oxidante altamente reativo (CALCERRADA, 2011).  Níveis elevados de ROS 

afetam negativamente a produção e motilidade, viabilidade e função do esperma, interagindo 

com lipídios da membrana, proteínas, DNA nuclear e mitocondrial (MORTE et al, 2008; Yeni 

et al, 2010)  

Em testículos de macaco, a síntese de óxido nítrico endotelial (eNOS) e NOS 

induzível (iNOS) após o estresse por calor, aumentou os níveis de iNOS em comparação com 

os controles, mostrando um aumento consistente na expressão do iNOS nas células 

germinativas (J. GUO et al, 2009). Desta maneira, o estresse térmico parece induzir a 

produção de NO e pode contribuir para o dano oxidativo em células germinativas. (JUAN G. 

REYES, 2012; APRIOKU JS, 2013). Demonstrando assim que o tadalafil foi agente 

provocador da diminuição do NO pós-lesão por calor e apresenta função preventiva de lesão 

com uso continuo em baixas doses por até 15 dias. 
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8. CONCLUSÃO 

 

1. O tadalafil não alterou o peso corporal ou peso testicular dos animais tratados em 

relação ao grupo controle. 

2. O Inibidor de fosphodiesterase-5, promoveu redução nos níveis de testosterona 

plasmático em todos os dias avaliados, no 15º dia pós-estresse térmico esta redução foi 

significativa. 

3. O tadalafil, em doses baixas, possui atividade inibidora na formação de NO hepático e 

Esplênico. 

4. Tadalafil em doses baixas exerceu efeito anti-inflamatório por reduzir os níveis de 

TNF-α no parênquima esplênico durente o período experimental. 

5. Os níveis de IL-6 no parênquima esplênico e hepático foram aumentados, conhecidem 

com a testosterona, ambos apresentaram seu momento de maior diferença em relação 

ao grupo controle no décimo quinto dia.  

6. O Tadalafil influênciou na diminuição de lesões provocadas pelo estresse térmico no 

até o 15º dia pós-estresse no parênquima testicular de ratos, evidenciadas sobre análise 

histopatológica.  

7. O tadalafil em baixas doses promoveu retardo nas lesões pós estresse térmico, até o 

15º dia, ao 30º as lesões foram agravadas, ao mesmo tempo que IL-6 também 

apresentou aumento, sendo esta citocina inflamatória e prejudicial quando está em 

níveis muito elevados. 
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