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RESUMO 

 

 

A dietilcarbamazina tem sido altamente efetiva contra filariose linfática, mas seu efeito sobre 

células de vertebrados permanece controverso. Apesar de ter sido descrita sua ação sobre 

microtúbulos, a hipótese de que esta droga atue sobre a espermatogênese não havia sido 

testada. Após o tratamento de camundongos Swiss com 200mg de DEC/kg durante doze dias, 

as análises ultraestruturais mostraram vacuolização das células de Sertoli e espermatogônias 

com características morfológicas de apoptose, como condensação do citoplasma e aumento da 

densidade cromossomal. Algumas espermátides apresentaram mitocôndrias vacuoladas, as 

quais estavam desorganizadas em relação ao eixo microtubular do flagelo. Além disso, as 

células de Leydig mostraram numerosas gotículas de lipídio distribuídas no citoplasma, 

corpos multivesiculares e círculos concêntricos gigantes de retículo endoplasmático liso, 

alguns dos quais englobando gotículas de lipídio. Algumas células de Leydig não 

apresentaram núcleo indicando um processo de esteatose. Baixas dosagens de DEC 

produziram alterações similares nas células de Leydig,  entretanto seus efeitos foram 

diretamente proporcionais à concentração da droga. Os níveis de testosterona no soro foram 

significativamente menores no grupo tratado com 200mg de DEC/kg quando comparados 

com o controle. Entretanto, nenhuma mudança significante foi observada nas taxas de 

gravidez e no número de filhotes quando machos tratados com DEC acasalaram com fêmeas 

não tratadas, nas doses estudadas. Os resultados do presente estudo indicam que a DEC 

apresenta um importante efeito sobre a morfologia testicular e esteroidogênese de 

camundongos provavelmente por afetar tubulina e/ou complexo de microtúbulos. Porém, os 

presentes dados não excluam a possibilidade desta droga atuar diretamente sobre as vias 

enzimáticas hormonais.  

Palavras-chave : Dietilcarbamazina, Morfologia, Espermatogênese, Esteroidogênese. 



ABSTRACT 

 

 

Diethylcarbamazine has been proven to be highly effective against lymphatic filariasis, 

however its effect on vertebrate cells remains controversial. Although its action on 

microtubules has been described, the hypothesis that this drug affects the spermatogenesis 

was not tested. After treatment of Swiss mice with DEC 200mg/kg for 12 days, ultrastructural 

analysis showed vacuolization of Sertoli cells and spermatogonies with morphological 

characteristics of apoptosis, as shrinkage of cytoplasm and increased chromosomal density. 

Several spermatids presented vacuolated mitochondriae, which were disorganized in relation 

to the microtubular axis of the flagellae. In addition, Leydig cells showed numerous lipid 

droplets, multivesicular bodies and several giant whorl-like smooth endoplasmic reticulum, 

some of them encircling lipids droplets. Some Leydig cells did not present nucleus, indicating 

an esteatosis process. Lower dosages of DEC produced similar alterations on Leydig cells, 

however its effects were directly proportional to the drug concentration. Serum testosterone 

levels were significantly lower in 200mg/kg DEC-treated group when compared to the 

controls. However, no significant changes were observed in the pregnancy rates and number 

of offspring born of DEC-treated male-mated female mice in any doses studied. The results of 

the present study indicate the important effect of DEC on mice testicular morphology and 

steroidogenesis probably by affecting tubulin and/or microtubule assembly. However, the 

present data not exclude the possibility that this drug can also act directly on enzymatic 

hormonal pathways.  

Key-words: Diethylcarbamazine, Morphology, Spermatogenesis, Steroidogenesis. 
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1.1 Apresentação 

 

 

A dietilcarbamazina (DEC) é o filaricida mais amplamente utilizado no tratamento da 

filariose bancroftiana desde 1947 (HEWITT et al., 1947; SANTIAGO-STEVENSON; OLIVER-

GONZÁLEZ; HEWITT, 1947). Atualmente, têm-se realizado alguns estudos sobre o mecanismo 

de ação desta droga, que apesar de mais de 50 anos de uso, teve o seu potencial farmacológico 

tão pouco explorado. Além disso, a atividade anti-microfilarial da DEC é variável para as 

diversas espécies de parasitas, para os diferentes estágios da mesma espécie parasitária e para os 

distintos hospedeiros. Assim, os estudos com animais de experimentação não constituem um 

modelo ideal que retrate a infecção no homem (DREYER; NORÕES, 1997). 

O uso terapêutico desta droga leva a inúmeras reações adversas claramente relacionadas à 

carga parasitária, chegando até a debilitar o paciente (BRYCESSON; WARRELL; POPE, 1977; 

FRANCIS; AWADZI; OTTESEN, 1985; PARTONO et al., 1981). Além de apresentar efeitos 

sobre o sistema nervoso central (SNC), a DEC também age sobre o sistema digestivo e chega a 

causar sintomas de desconforto gástrico e náusea, que podem ser provocados por ação direta da 

droga sobre o estômago ou SNC (HAWKING; SEWELL; THURSTON, 1948). Em pacientes 

com oncocercose a sua utilização tornou-se proibitiva, pois os pacientes desenvolvem uma reação 

de hipersensibilidade denominada “reação de Mazzotti” que inclui prurido intenso e, nos casos 

mais graves, cegueira (OTTESEN, 1987). Ocorre mobilização das microfilárias que se localizam 

na pele para o sangue e outros fluidos, por outro lado, os eosinófilos sangüíneos migram para os 

tecidos causando uma queda de seis a oito vezes no número destas células no sangue, após a 

administração da DEC (ACKERMAN et al., 1990). 

Um dos mecanismos de ação da DEC é que ela exerce uma ação sobre os microtúbulos, 

os quais são responsáveis por manter a estabilidade dinâmica da célula (FUJIMAKI et al., 1988; 

1990). Está claro que a tubulina e os microtúbulos atuam em vários níveis subcelulares, incluindo 

MP, lisossomos, REL, CG e mitocôndrias. O complexo microtubular apresenta um importante 

papel no processo da espermatogênese, promovendo o suporte estrutural para o desenvolvimento 

das células germinativas e estimulação da secreção de testosterona. Outros autores apontam a 

ação de agentes anti-microtubulares sobre o epitélio seminífero e células de Leydig, enfatizando 
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as mudanças na morfologia e função celular. Dentre as alterações observadas está o 

desprendimento de células germinativas, vacuolização da célula de Sertoli, distensão do retículo 

endoplasmático, agregação de mitocôndrias, e inibição da esteroidogênese (ALLARD; 

JOHNSON; BOEKELHEIDE, 1993; CLARK; SHAY, 1981; NAKAI; HESS, 1994; 

SALTARELLI et al., 1984).  

O presente trabalho se propõe a verificar a ação da DEC na espermatogênese de 

camundongos através de análises morfológicas (morfométricas e ultraestruturais) e hormonais 

(dosagem de testosterona) para possíveis analogias com casos humanos. 

 

1.2 Considerações Gerais 

 

 

A filariose linfática humana é causada por nematóides dos gêneros Wuchereria e Brugia. 

Os vermes adultos das espécies Wuchereria bancrofti, Brugia timori e Brugia malayi apresentam 

tropismo característico pela circulação linfática do organismo humano, onde se instalam e 

proliferam (SELKIRK et al., 1986) (Figura 1).  
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Figura 1. Ciclo evolutivo da W. bancrofti. 1- O mosquito infectado deposita larvas do terceiro estádio (L3) 

sob a pele do hospedeiro humano, estas penetram no organismo provavelmente pela mesma inserção feita 

pela picada. 2- As larvas alcançam os vasos e nódulos linfáticos, realizam mudas, tornam-se adultas e 

reproduzem-se. 3- As microfilárias migram através da linfa e canais sangüíneos movendo-se ativamente. 4- 

Os mosquitos ingerem as microfilárias durante o repasto sangüíneo. 5- Após a ingestão, as microfilárias 

perdem a bainha e algumas conseguem alcançar a parede do intestino médio do mosquito e músculos 

torácicos. 6- Desenvolvimento da larva de terceiro estádio. 8- L3 com movimento intenso e próximo a 

probóscida do mosquito. 9- Realização de novo repasto sanguíneo e infecção.  

 

Atualmente, cerca de 120 milhões de pessoas no mundo são portadoras de filariose 

linfática, sendo 90% dos casos da forma bancroftiana, e 10% dos casos causados por espécies de 

Brugia (World Health Organization, 2002). Considerando que a maioria dos indivíduos que 

adquire esta helmintíase desenvolve a forma clínica assintomática, esse número pode ser muito 

mais elevado,  visto que 751 milhões de pessoas vivem nas áreas endêmicas (World Health 

Organization, 1992). 
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O Sudeste da Ásia, África, Oeste do Pacífico, Leste do Mediterrâneo e alguns países da 

América Central e do Sul são as regiões afetadas pela filariose linfática (World Health 

Organization, 1992) (Fig. 2). Atualmente, no Brasil, as regiões endêmicas concentram-se nas 

cidades de Belém, Recife e Maceió, estimando-se em 49 mil o número de infectados (Ministério 

da Saúde, 2000; World Health Organization, 2000). A situação mais problemática é a do estado 

de Pernambuco, onde ainda são encontrados milhares de portadores de microfilaremia (VIEIRA; 

COELHO, 1998), sendo o principal transmissor da W. bancrofti o mosquito culicídeo Culex 

pipiens fatigans (RACHOU; LACERDA, 1956), hoje denominado de Culex quinquefasciatus 

(SIRIVANAKAN; WRITE, 1978). 

 

Figura 2. Distribuição geográfica da Filariose Linfática no mundo. 

 

As conseqüências mais drásticas da filariose linfática incluem imobilidade física e 

morbidade clínica, provocando em regiões de alta endemicidade um grave problema de saúde 
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pública e comprometendo inclusive, o desenvolvimento econômico devido à redução da 

produtividade e, em alguns casos, levando à incapacitação do trabalhador.  

A DEC é o filaricida mais amplamente utilizado no tratamento da filariose bancroftiana. 

A inexistência de um modelo de experimentação tem dificultado o conhecimento do mecanismo 

de ação desta droga sobre vermes adultos e formas larvárias, assim como o estudo da relação 

parasita-hospedeiro.  
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1.3 Dietilcarbamazina 

 

 

A DEC é um derivado da piperazina sintetizada como 1-dietilcarbamil-4-metilpiperazina 

e preparada na forma de cloridrato, citrato ou fosfato. A partir de 1950, foi distribuída como sal 

citratado por inúmeras companhias farmacêuticas sob diferentes nomes, como Hetrazan, 

Banocide, Caricide, Carbilazine, entre outros. É um pó branco, muito solúvel em água, estável, 

mesmo em condições de umidade e temperatura muito elevadas, e resiste, inclusive, à 

autoclavagem. A denominação dietilcarbamazina genericamente se refere à sua forma citratada, 

uma vez que é mais comumente utilizada (DREYER; NORÕES, 1997). 

Esta droga tem atividade farmacológica comprovada contra microfilárias e vermes adultos 

de W. bancrofti, B. timori, B. malayi, Loa loa e Mansonella streptocerca, e apenas contra a 

microfilária de Onchocerca volvulus. Porém, ela não tem qualquer efeito sobre nenhuma das 

formas larvárias de Mansonella ozzardi e Mansonella perstans (MAIZELS; DENHAM, 1992).  

Na filariose linfática ela exerce uma significante ação contra as microfilárias, reduzindo 

rapidamente a densidade desses embriões circulantes. Esse efeito, mantido por longo prazo, tem 

sido atribuído à ação microfilaricida da droga. Por outro lado, estudos demonstraram que a 

mesma exerce seu efeito filaricida também sobre vermes adultos desse parasito (DREYER et al., 

1995). Chen (1964) evidenciou, pela primeira vez, vermes adultos degenerados em linfonodos 

biopsiados de pacientes tratados com  DEC. Peixoto (2005) descreveu os aspectos morfológicos 

do útero da W. Bancrofti, a nível ultraestrutural, após o tratamento com DEC, indicando uma 

possível diminuição de sua fecundidade. Fêmeas obtidas de voluntários que receberam a dose 

terapêutica recomendada de DEC apresentaram poucos ou até mesmo, nenhum embrião.  

O alvo primário no tratamento da filariose é a eliminação das microfilárias sanguíneas de 

indivíduos infectados, logo a transmissão da infecção para o mosquito seria interrompida. A 

eficácia da DEC na cura de indivíduos com W. bancrofti e na interrupção da transmissão da 

doença tem sido avaliada sob vários esquemas terapêuticos. Estudos recentes têm demonstrado 

que uma dose única de DEC tem o mesmo efeito em longo prazo (1 ano) na queda da 

microfilaremia, quando comparado ao regime recomendado de 12 dias de tratamento. O esquema 

terapêutico com duas drogas (albendazol com DEC ou ivermectina) combinadas, em dose única, 
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é 99% efetivo na remoção das microfilárias do sangue por um ano inteiro após o tratamento. 

Albendazol e DEC têm sido mostradas por serem efetivas na morte dos vermes adultos de 

parasitas filariais (necessário para a completa cura da infecção), mas regimes de tratamento ideais 

ainda não estão bem definidos (World Health Organization, 2000).  

  Figura 3. Administração em massa da DEC. 

 

A DEC é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal e atinge o pico da sua 

concentração plasmática entre uma e três horas após a ingestão (HAWKING, 1979; RÉE et al. 

1977; SAKUMA et al., 1967). De acordo com Ilondu et al. (2000), ela está quase ausente na 

urina, plasma e saliva de humanos após 24h da ingestão. Por outro lado, estudos toxicológicos e 

farmacológicos em camundongos indicaram que após 3h o composto é completamente excretado 

pelo rim (HARNED et al., 1948). Horii e Aoki (1997) descreveram o nível plasmático de DEC 

em ratos após a administração de 200mg/kg, registrando valores de 30µg/ml após 30-60 min da 
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injeção, decrescendo rapidamente para 1,5 µg/ml após 4h e atingindo 0,1µg/ml após 8h do 

tratamento. 

As reações adversas são o principal obstáculo ao uso terapêutico desta droga. As queixas 

mais comumente encontradas são náuseas, vômito, dores abdominais, diarréias, dores de cabeça, 

febre, sono, dores escrotais e mialgia que se estendem por um ou mais dias. Essas reações 

relacionam-se claramente à carga parasitária (FRANCIS ; AWADZI; OTTESEN, 1985; 

PARTONO et al., 1981).  
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1.4 O efeito da DEC sobre os parasitos 

 

 

Os resultados dos diversos esquemas terapêuticos mostram que, apesar da rápida e 

profunda redução do número de microfilárias, muitos indivíduos apresentam microfilaremias 

persistentes após o tratamento (EBERHARD et al., 1991; EBERHARD et al., 1989; 

EBERHARD; LOWRI Jr.; LAMMIE, 1988; KESSEL et al., 1970; KIMURA; PENAI; SPEARS, 

1985; MAHONEY; KESSEL, 1971; SETHUMADHAVAN et al., 1978; SRIVASTAVA; 

PRASAD, 1970; VENKATANARAYANA et al., 1983). Essa persistência é independente dos 

esquemas posológicos de DEC utilizados e dos níveis plasmáticos da droga alcançados 

(EBERHARD et al., 1991).  

Maizels e Denham (1992) apresentaram uma hipótese para explicar o mecanismo 

microfilaricida in vivo da DEC. Esta droga alteraria o metabolismo do ácido aracdônico nas 

microfilárias e nas células endoteliais do hospedeiro, visto que bloqueia a produção de 

leucotrienos (LTs) que são potentes vaso-bronco-constrictores. Mas, além de bloquear a via da 5-

lipoxigenase, produtora de LTs, também inibe a produção pelas células endoteliais de 

prostaglandina (PGE2), prostaciclina (PGI2) e tromboxano A2, por bloquear a via da 

ciclooxigenase. A PGI2, e em menor proporção a PGE1 e PGE2, são vasodilatadores e inibidores 

potentes da agregação plaquetária e da adesão endotelial. A ação da DEC sobre o metabolismo do 

ácido aracdônico, bloqueando a produção de PGE2 e PGI2 tanto na célula endontelial quanto nas 

microfilárias, levaria a uma vasoconstricção amplificando a adesão endotelial, e assim, 

propiciaria a imobilização do parasito circulante, aumentando a aderência e a atividade citotóxica 

das plaquetas e granulócitos do hospedeiro.  

A DEC apresenta uma resposta quase imediata in vivo. Após aproximadamente 4 minutos 

da injeção endovenosa da droga, o número de microfilárias sangüíneas diminui em 60% 

(HAWKING; LAURIE, 1949). De acordo com Hawking, Sewell e Thurston (1948), ela atuaria 

como uma opsonina, modificando de tal forma as microfilárias que estas seriam capturadas por 

fagócitos do sistema retículo-endotelial, e subseqüentemente destruídas.  

Está claro que a DEC apresenta uma multiplicidade de ações na fisiologia de parasitas e 

hospedeiro, e que possui efeitos diretos e indiretos na mobilização de microfilárias, agindo no 
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sistema muscular desse parasito. A sua administração pode potencializar a ação da aceltilcolina 

nas microfilárias resultando no aumento da mobilidade. Nas infecções com W. bancrofti, a DEC 

estimula o transporte das microfilárias dos pulmões para a circulação. Alterações no 

AMPc/GMPc nessas formas parasitárias podem contribuir na mobilização desses parasitas 

(HENSON; MACKENZIE; SPECTOR, 1979). Em microfilárias de B. pahangi, observa-se 

diminuição na mobilidade (SIM; MAK; KWA, 1983), efeito oposto ao encontrado em W. 

bancrofti. A ação desta droga em expor a superfície do parasita ao sistema imune do hospedeiro 

foi proposta por  Gibson et al. (1976), Bryceson, Warrel e Pope (1977). Outros autores sugeriram 

que a DEC favorece a perda da bainha de microfilárias L. carinii, facilitando a fagocitose pelas 

células de Kupffer e neutrófilos (SCHARDEIN; LUCAS; DICKERSON, 1968). 

Um dos efeitos mais bem conhecidos da DEC é o aumento da adesão das microfilárias às 

paredes vasculares, plaquetas e granulócitos após poucos minutos da administração de DEC 

(SCHARDEIN; LUCAS; DICKERSON, 1968; TAYLOR, 1960). Em Litomosoides sigmodontis, 

uma filária de roedores, mais de 99% das microfilárias são normalmente encontradas isentas de 

células aderidas. Porém, após 4 horas do tratamento com DEC, 21% das microfilárias apresentam 

células aderidas à sua superfície (ZAHNER et al., 1978). A aderência de eosinófilos torna-se 

intensa após a administração da DEC (RÁCZ et al., 1982). 

Johnson et al. (1988) mostraram que a DEC estimula a adesão de granulócitos às 

microfilárias de B. pahangi em presença de soro imune específico. Este estudo revelou a 

importância de anticorpos específicos como mediadores da aderência, os quais são mais 

importantes que os fatores do Complemento, embora estes também não possam ser descartados 

do processo de adesividade. De acordo com os autores, o máximo de adesão foi alcançado 

quando as células eram pré-tratadas com DEC antes da incubação com as microfilárias. O pré-

tratamento das microfilárias com DEC estimulou a adesão celular em grau bem menor. Esses 

resultados não conferem com os obtidos por Piessens e Baldekas (1979), os quais reportaram que 

apenas o tratamento das microfilárias com DEC é que resultava em aumento da aderência. 

Estudos ultraestruturais sobre a ação da DEC em microfilárias de Wuchereria bancrofti in 

vitro,  revelaram importantes alterações morfológicas nestes parasitos. Uma das primeiras 

alterações morfológicas observadas com o tratamento a 5, 10 e 50 µg/ml, foi a perda da bainha 

microfilarial, sendo os  demais efeitos causados pela  incubação com a droga, mais evidentes 
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após este evento. As alterações mais freqüentes foram a formação de inúmeros vacúolos na 

hipoderme e destruição do citoplasma de células somáticas. Algumas microfilárias apresentaram  

drástica desorganização celular com várias organelas degeneradas e condensação nuclear. Corpos 

lamelares também foram detectados indicando um possível processo de envenenamento celular. 

Tais resultados revelaram indubitavelmente que a DEC exerce um efeito microfilaricida direto 

sobre microfilárias de W. bancrofti (FLORENCIO; PEIXOTO, 2003). De forma similar, após 40 

minutos do tratamento de um indivíduo microfilarêmico, a DEC também exerceu um mecanismo 

de ação direto sobre as microfilárias de W. bancrofti, incluindo degeneração de organelas e 

apoptose (PEIXOTO et al., 2004). 
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1.5 O efeito da DEC sobre células de vertebrados 

 

 

Apesar dos inúmeros trabalhos sobre o mecanismo de ação da DEC  em larvas e vermes 

adultos filariais, poucos autores têm se  detido sobre seus efeitos em células de vertebrados. De 

acordo com Fujimaki et al. (1988),  a DEC inibe o crescimento  de células LLC-MK2 in vitro,  

além de modificar sua morfologia, tornando-as  arredondadas, indicando uma possível alteração 

da função dos microtúbulos. Estudos posteriores confirmaram que a DEC não só promove a 

inibição da formação dos microtúbulos, como também induz a desorganização dos microtúbulos 

pré-formados (FUJIMAKI et al., 1990). 

Esta droga apresenta uma série de efeitos bioquímicos em diferentes sistemas 

enzimáticos, incluindo glicólise, metabolismo do folato e acetilcolinesterase 

(SUBRAHMANYAM, 1987). Após a incubação de condrócitos com DEC (2-20mM) foi 

observado grandes vacúolos no citoplasma, distensão do complexo de Golgi (CG) e um material 

eletron-denso no interior do retículo endoplasmático liso (REL). Após a remoção da droga as 

alterações desapareceram, o que foi coincidente com o início da exocitose de proteoglicanos e 
35S-glycosaminoglicanos. Os estudos bioquímicos revelaram qua a DEC interfere no transporte 

intracelular entre o REL, o CG e a membrana plasmática (MP) (STEVENS et al., 1985). 

Outros estudos revelaram também que o tratamento com DEC a 5 mM/mL durante dez 

dias produziu drásticos efeitos em neurônios em cultura, induzindo uma completa desorganização 

do CG, e a formação de grandes vacúolos no citoplasma. Análises quantitativas comparando 

neurônios tratados e não-tratados com DEC demonstraram diferenças significativas no tamanho 

das cisternas do CG, bem como no número de vesículas vazias e secretórias, sugerindo um dano 

severo de várias atividades sintéticas e secretoras (BIRD, 2000).  

A DEC possui outro papel terapêutico como uma droga antiinflamatória para condições 

asmáticas (SALAZAR-MALLÉM, 1971; SRINIVAS e ANTANI, 1971; THIRUVENGADAM et 

al., 1974). Estudo realizado por Florêncio, Saraiva e Peixoto (2005) demonstrou que após 12 dias 

de tratamento com DEC os pneumócitos do tipo II apresentaram um grande número de vesículas 

maduras levando a uma ativação do metabolismo de surfactante pulmonar. Nos macrófagos 

alveolares foram detectadas várias características morfológicas de ativação celular, que poderiam 
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ser explicadas por uma maior atividade endocítica dessas células, as quais são responsáveis pela 

fagocitose do surfactante secretado pelos pneumócitos do tipo II. O aumento da síntese e secreção 

de surfactante promoveria uma diminuição da tensão superficial dos alvéolos, reduzindo os 

esforços musculares decorrentes dos movimentos respiratórios. Tais resultados poderiam explicar 

o alívio dos sintomas da asma causados pelo tratamento com DEC como previamente observado 

por outros autores (LIU; WANG; ENHORNING, 1995; LIU et al., 1996). 

Poucos estudos foram realizados até o momento sobre a ação da DEC no sistema 

reprodutor. Hawking (1979) demonstrou que doses elevadas (100 - 200mg/kg) administradas 

diariamente por via oral a ratas grávidas, não exerceram ação abortiva nem efeito nocivo no feto.  

Entretanto, quando administrada a camundongos numa dose de 200mg/kg, diariamente por dez 

dias, produziu infertilidade em 50% dos animais fêmeas. Outros autores não observaram 

alterações nos índices de fertilidade de cães tratados com 13.2mg de DEC/kg/dia durante seis 

meses (COURTNEY; NACHREINER, 1976). 

 

1.6 Espermatogênese 

 

 
A espermatogênese é um processo complexo e bem organizado que ocorre nas gônadas 

masculinas, os testículos. Estes órgãos são constituídos por numerosos túbulos seminíferos, 

dedicados à produção de espermatozóides, que são circundados por um tecido conjuntivo frouxo 

altamente vascularizado. Dispersos nesse tecido conjuntivo encontram-se pequenos aglomerados 

de células endócrinas, as células intersticiais ou de Leydig, as quais são responsáveis pela síntese 

de testosterona. O epitélio seminífero ou germinativo é composto por dois tipos celulares, as 

células de Sertoli, e as células espermatogênicas que são encontradas em diferentes estágios de 

maturação (espermatogônias, espermatócitos primários e secundários, espermátides e 

espermatozóides) (Fig. 4) (GARTNER; HIATT, 1997). 
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Figura 4. Célula de Sertoli com células germinativas associadas (COOKE; SAUNDERS, 2000). 

 

O sucesso da espermatogênese em vertebrados requer células de Sertoli funcionantes. 

Estas são arranjadas de tal forma que possam manter o contato com as outras células do epitélio, 

regulando assim, os fatores necessários para a progressão das células germinativas em 

espermatozóides. As células de Sertoli possuem funções de suporte físico e nutricional; 

fagocitose de restos citoplasmáticos de espermátides, durante o processo de espermiogênese; 

estabelecimento de uma barreira hematotesticular através da formação de zônulas de oclusão 

entre as células de Sertoli adjacentes; secreção de proteínas, tais como a proteína de ligação de 

andrógeno (ABP) e a transferrina testicular que capta o ferro da transferrina sérica e conduz para 

os gametas em maturação; síntese e secreção de hormônio antimülleriano e inibina (GRISWOLD, 

1998; GARTNER; HIATT, 1997).  

Em humanos e camundongos, a maturação das células germinativas do testículo é 

subdividida em três fases: proliferativa (espermatogônias), meiótica (espermatócitos) e 

espermiogênica (espermátides), onde todas culminam na liberação de espermatozóides maduros 

(espermiação). Duas classes de espermatogônias têm sido identificadas, as do tipo A e B. Estas 

são submetidas a várias divisões mitóticas antes de entrarem na prófase da meiose como 

espermatócitos pré-leptótenos, que se maturam em leptóteno, zigóteno e paquíteno (fases da 

Espermátide 
alongada 

Espermátide 
arredondada 

Espermatócito 
Paquíteno 

Espermatócito 
Preleptóteno 
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meiose). Ao final da prófase meiótica, estas células são submetidas a divisões finais para formar 

espermátides haplóides que farão parte da espermiogênese, durante a qual o núcleo das células 

germinativas é remodelado e compactado, como observado nos espermatozóides adultos 

(COOKE; SAUNDERS, 2002). 

 A produção de espermatozóides depende da ação de hormônios gonadotrópicos, o 

hormônio folículo-estimulante (FSH) e o hormônio luteinizante (LH). Ambos produzidos pela 

glândula pituitária em resposta ao hormônio liberador de gonadotropina (GnRH) proveniente do 

hipotálamo. Em resposta ao LH, a testosterona é produzida pelas células de Leydig. Está claro 

que a testosterona é um pré-requisito necessário para a manutenção da espermatogênese 

(ZIRKIN, 1999). 

 Dadas as complexas interações celulares que estão envolvidas na espermatogênese, este 

processo não pode ser desenvolvido in vitro, e modelos de camundongos oferecem uma via 

alternativa. A espermatogênese destes animais é comparável com a de humanos, uma vez que os 

termos histológicos e o desenvolvimento são bem definidos. 
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2 JUSTIFICATIVA  
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A Filariose Linfática continua sendo um dos principais problemas de saúde pública em 

países tropicais com 120 milhões de pessoas infectadas, onde a maioria dos casos é acometida 

pela Wuchereria bancrofti (World Health Organization, 2002). Esta doença é uma parasitose 

crônica, de longo tempo de evolução, e com elevada morbidade. 

A droga filaricida, dietilcarbamazina, tem sido amplamente utilizada em programas de 

controle, mas seu mecanismo farmacológico de ação permanece controverso. Ela exerce um 

efeito sobre as microfilárias, reduzindo rapidamente a densidade dos embriões circulantes 

(HAWKING; LAURIE, 1949), como também altera sua morfologia (PEIXOTO et al., 2004). 

Além da ação microfilaricida, a DEC ainda possui um efeito macrofilaricida, atuando sobre os 

vermes adultos de W. bancrofti (CHEN, 1964; PEIXOTO, 2005).  

Apesar de sua poderosa ação filaricida, a DEC age sobre uma variedade de células de 

mamíferos (BIRD, 2000; FLORÊNCIO; SARAIVA; PEIXOTO, 2005; FUJIMAKI et al., 1990; 

SAREEN et al., 1961; STEVENS et al., 1985). Logo, torna-se necessário observar o efeito desta 

droga sobre os diferentes tecidos animais. O presente trabalho enfoca a ação da DEC sobre a 

espermatogênese de camundongos.  
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3.1 Objetivo Geral: 

 

 

Analisar a ação da dietilcarbamazina sobre a espermatogênese de camundongos Swiss 

albino, machos e adultos. 

 

3.2 Objetivos Específicos: 

 

 

• Caracterizar o efeito do tratamento in vivo da DEC em diferentes doses sobre células 

germinativas e células de Leydig de camundongos através da microscopia eletrônica de 

transmissão e microscopia óptica; 

 

• Avaliar possíveis alterações na produção de testosterona após o tratamento com DEC; 

 

• Analisar a fertilidade dos camundongos após tratamento com DEC. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  
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4.1 Soluções de DEC 

 

 

As soluções foram constituídas por água destilada e DEC nas concentrações de 25mg/kg, 

50mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg. 

 

4.2 Desenho experimental 1 

 

 

Quatorze camundongos com 45 dias, pesando entre 27-30g, foram usados neste 

experimento. Foi examinado o estado de saúde dos camundongos, os quais foram aclimatados a 

25ºC, em um fotoperíodo de 12h claro:12h escuro, e alimentados com a dieta padrão do 

laboratório. Um grupo experimental composto por 7 animais recebeu 200mg de DEC/kg durante 

12 dias através de um tubo estomacal (FLORENCIO; SARAIVA; PEIXOTO, 2005). Ao grupo 

controle, também composto por 7 animais, foi administrado água destilada usando o mesmo 

procedimento descrito acima. Após o tratamento com DEC, o grupo experimental e o controle 

foram sacrificados e fragmentos do testículo foram rapidamente retirados e fixados para 

microscopia óptica e eletrônica.  

 

4.2.1 Análise histológica  

 

 

Os fragmentos do testículo foram lavados duas vezes em PBS pH 7.2 e fixados por duas 

horas em solução contendo glutaraldeído (GA) 2,5%, paraformaldeído (PFA) 4% e tampão 

cacodilato de sódio a 0,1M, pH 7,2. A seguir, foram desidratados em séries crescentes de álcool 

etílico, incluídos em glicol metacrilato (Historesin, Leica Instruments, GmbH, Heidelberg), 

cortados e corados com azul de toluidina e borato de sódio (SARAIVA et al., 2006).  
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4.2.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão  

 

 

Os fragmentos do testículo foram lavados duas vezes em PBS pH 7,2 e fixados por duas 

horas em solução contendo GA 2,5%, PFA 4% e tampão cacodilato de sódio a 0,1M, pH 7,2. 

Após o processo de fixação foram lavados no mesmo tampão e pós-fixados, por 1 hora, numa 

solução contendo 1% de tetróxido de ósmio, 5mM CaCl2 e 0,8% de ferricianeto de potássio em 

tampão cacodilato 0,1M, pH 7,2. Novamente lavados com tampão e contrastados em bloco, por 1 

hora, com acetato de uranila a 2,5% em água. A seguir, foram desidratados em séries crescentes 

de acetona, infiltrados e emblocados em resina SPIN-PON (Sigma Company, St Louis, MO). A 

polimerização foi feita a 60ºC por 2 dias. Cortes ultrafinos foram coletados em grades de cobre 

300-mesh, corados e contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo, e examinados no 

microscópio eletrônico de transmissão ZEISS EM 109 (SARAIVA et al., 2006).  

 

4.3 Desenho experimental 2 

 

 

Vinte e cinco camundongos com 45 dias, pesando entre 27-30g, foram usados neste 

experimento. Foi examinado o estado de saúde dos camundongos, os quais foram aclimatados a 

25ºC, em um fotoperíodo de 12h claro:12h escuro, e alimentados com a dieta padrão do 

laboratório. Os grupos experimentais, compostos por cinco animais cada, receberam as seguintes 

doses: 25, 50, 100 e 200mg de DEC/kg durante 12 dias através de um tubo estomacal 

(FLORENCIO; SARAIVA; PEIXOTO, 2005). O grupo controle, também composto por cinco 

animais, recebeu água destilada usando o mesmo procedimento descrito acima.  

O peso dos camundongos foi registrado todos os dias. Após o tratamento com DEC, o 

sangue dos animais tratados e controles foi coletado por punção cardíaca sem anticoagulante. O 

soro foi separado e armazenado a -70ºC para dosagem de testosterona. Os testículos e epidídimos 

foram rapidamente dissecados e pesados. Os fragmentos do testículo foram processados de 

acordo com o item 4.2.2.  
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4.3.1 Dosagem hormonal 

 

 

 A concentração de testosterona no soro foi medida por enzimaimunoensaio (ELISA) 

como descrito nas instruções do Kit (Diagnostics biochem Inc). 

 

4.3.2 Estudo da Fertilidade  

 

 

 Para o estudo da fertilidade e desempenho reprodutivo, um grupo experimental composto 

por 10 animais machos e tratados com 200mg de DEC/kg foi acasalado (1:2) com fêmeas 

saudáveis durante 5 dias. Estas estavam no proestro como determinado por esfregaço vaginal. A 

presença do plug vaginal caracterizou o dia 0 da gestação para as fêmeas acasaladas e 

consideradas como grávidas. O número de fêmeas grávidas e de filhotes foi registrado no grupo 

controle e tratado (SARKAR et al., 2000). 

 

4.3.3 Avaliação do Peso 

  

 

O peso dos testículos e epidídimos foram registrados rapidamente após o sacrifício dos 

camundongos. 

 

4.4.4 Análise estatística 

 

 

Os dados foram analisados com ANOVA one-way, seguido de um teste a posteriori de 

Tukey, quando as diferenças foram significativas (AYRES ; AYRES JUNIOR ; SANTOS, 2003). 
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5 RESULTADOS 
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5.1 Desenho experimental 1 

 

 

5.1.1 Análise histológica do testículo  

 

 

A análise histológica do testículo do grupo controle mostrou uma espermatogênese 

normal com células germinativas, células de Sertoli e células de Leydig (Figuras 1 e 2). 

Após 12 dias de tratamento com DEC, foi observado nas células de Sertoli vacuolização 

entre as células germinativas. No espaço intertubular, muitas células de Leydig apresentaram-se 

hipertrofiadas e repletas de gotículas de lipídios (GL), enquanto outras, apesar de numerosas GL, 

não tinham núcleo, caracterizando um evidente processo de esteatose (Figura 3). 

 

5.1.2 Análise ultraestrutural do testículo  

 

 

O exame de seções ultrafinas do testículo após tratamento com DEC revelou que as 

células de Sertoli mantiveram algumas características morfológicas como um núcleo identado e 

cromatina associada a um evidente nucléolo. Entretanto, numerosos e largos vacúolos foram 

observados no citoplasma (Figura 4). Algumas espermatogônias mostraram características 

morfológicas de apoptose, como encolhimento do citoplasma e aumento da densidade 

cromossomal. Uma distensão do REL e depósitos de materiais eletron-densos em torno das 

organelas intracelulares degeneradas foram também observados (Figura 5). 

Os testículos não tratados mostraram espermátides com mitocôndrias distribuídas em 

torno do eixo microtubular (Figura 6 e 8). Por outro lado, em testículos tratados com DEC, 

algumas espermátides apresentaram  mitocôndrias vacuoladas, as quais estavam  desorganizadas 

em relação ao eixo microtubular do flagelo (Figura 7). Além dessas alterações, também foram 

observados numerosos e largos vacúolos no citoplasma dessas células (Figura 9).  

As células de Leydig do grupo controle mostraram características morfológicas normais, 

tais como áreas de citoplasma ricas em anastomose tubular e círculos concêntricos de REL. 
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Outras áreas apresentaram poucas GL, lisossomos, Golgi, mitocôndrias com cristas tubulares e 

retículo endoplasmático rugoso (dados não mostrados). 

Após o tratamento com DEC, as células de Leydig mostraram numerosas GL espalhadas 

através do citoplasma, algumas delas apresentando hidrólise (Figura 10), e corpos 

multivesiculares quando comparadas com as células controle. Vários círculos concêntricos 

gigantes de REL foram observados, alguns deles englobando grandes GL (Figura 11). As células 

de Leydig em processo de esteatose mostraram núcleo picnótico com cromatina condensada 

perinuclear e citoplasma repleto de GL. Estas células também apresentaram mitocôndrias 

degeneradas em torno das GL, as quais estavam parcialmente circundadas por um material 

densamente corado (Figura 12). 

 

5.2 Desenho experimental 2 

 

 

5.2.1 Análise ultraestrutural das células de Leydig  

 

 

As células de Leydig no grupo controle mostraram características morfológicas como 

áreas ricas em anastomose tubular e círculos concêntricos de REL. Outras áreas contendo GL, e 

mitocôndrias com cristas tubulares (Figuras 1 e 2). 

Como descrito previamente, as células de Leydig após o tratamento com 200mg de 

DEC/kg apresentaram as seguintes características: 1- numerosas GL, 2- corpos residuais, 3- 

vários círculos concêntricos gigantes de REL, alguns deles englobando grandes GL (Figuras 3-6).  

O tratamento com doses menores mostrou alterações similares nas células de Leydig, porém em 

intensidades proporcionais às concentrações utilizadas (Figuras 7-12). 
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5.2.2 Dosagem de testosterona 

 

 

O nível de testosterona no soro decresceu em torno de 78% no grupo tratado com 200mg 

de DEC/kg quando comparado ao grupo controle (ANOVA, p=0,00747) (Figura 13). 

Os animais tratados com 50 e 100mg de DEC/kg apresentaram níveis proporcionalmente 

menores de testosterona no soro, entretanto, não houve diferença estatística quando comparado 

com os animais não tratados.  

 

5.2.3 Análise da fertilidade e do peso 

 

 

Embora tenham sido detectadas mudanças evidentes nos níveis de testosterona, nenhuma 

alteração foi observada nas taxas de gravidez e no número de filhotes de fêmeas acasaladas com 

machos tratados com 200mg/kg (Tabela 1). Similarmente, não houve diferenças estatísticas 

significantes entre o peso absoluto dos testículos e epidídimos dos animais tratados e controles 

(Tabela 2). 
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5.3 Figuras (Pranchas e Gráfico) e Tabelas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DESENHO EXPERIMENTAL 1 

PRANCHA – I 
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DESENHO EXPERIMENTAL 1 

PRANCHA – II 
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DESENHO EXPERIMENTAL 1 

PRANCHA – III 
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DESENHO EXPERIMENTAL 1 

PRANCHA – IV 
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DESENHO EXPERIMENTAL 2 

PRANCHA – I 
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DESENHO EXPERIMENTAL 2 

PRANCHA – II 
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DESENHO EXPERIMENTAL 2 

PRANCHA – III 
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DESENHO EXPERIMENTAL 2 

FIGURA 13 
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DESENHO EXPERIMENTAL 2 

TABELA 1 
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NÚMERO DE FILHOTES 

CAIXA  

(1 macho:2 

Fêmeas) 

MACHOS 

TRATADOS 

200mg/kg 

MACHOS 

CONTROLES 

1 12 10 

2 11 25 

3 21 22 

4 24 22 

5 24 12 

6 19 21 

7 12 14 

8 21 17 

9 23 25 

10 20 16 

Total de Filhotes 187 186 

Média 18,7 18,4 

Desvio-padrão 5,12 5,35 

              Dados estatisticamente não significantes (P > 0,05). 



Saraiva, K. L. A.                                                              Caracterização do efeito da DEC...      
 

 

58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DESENHO EXPERIMENTAL 2 

TABELA 2 
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Dados estatisticamente não significantes (P > 0,05). 

 

 

Parâmetro Controle DEC 

25mg/kg 

DEC 

50mg/kg 

DEC 

100mg/kg 

DEC 

200mg/kg 

Peso do 

testículo 

(mg) 

144 ± 19.93 130.6 ± 

14.47 

128.17 ± 

10.38 

122.76 ± 

10.37 

129.7 ± 

10.34 

Peso do 

epidídimo 

(mg) 

 

59.6 ± 14.47 52.9 ± 8.83 64.62 ± 

11.73 

68.6 ± 19.33 68.9 ± 10.9 
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5.3.1 Legendas 

 
Desenho experimental 1 
 
Figura 1 – Testículo não tratado mostrando túbulo seminífero no estágio VII. 
 
Figura 2 – Espaço intertubular de testículo não tratado apresentando células de Leydig normais 
(setas). 
 
Figura 3 – Células de Leydig hipertrofiadas de testículo tratado com DEC mostrando várias GL 
(setas brancas). Algumas destas células não apresentam núcleo, e estão repletas de GL 
(asteríscos). Notar vacuolização das células de Sertoli entre as células germinativas (setas). 
 
Figura 4 – Testículo tratado com DEC mostrando células de Sertoli com numerosos vacúolos no 
citoplasma (setas). Barra 1µm. 
 
Figura 5 – Espermatogônia apresentando encolhimento do citoplasma e condensação nuclear. 
Observar a intensa densidade cromossomal (setas), nucléolo (seta pequena), distensão do REL 
(asteríscos) e deposição de material eletron-denso em torno das organelas intracelulares (setas 
brancas). Barra 1µm. 
 
Figuras 6 e 8 – Espermátides não tratadas com mitocôndrias distribuídas em torno do eixo 
microtubular (setas). Barra 0,5µm. 
 
Figura 7 – Espermátides de testículo tratado apresentando mitocôndrias vacuoladas (setas), as 
quais estão desorganizadas em relação ao eixo microtubular do flagelo. Barra 0,5µm. 
 
Figura 9 – Espermátides tratadas com DEC com numerosos vacúolos no citoplasma (setas) e 
mitocôdrias espalhadas no citoplasma (setas brancas). Barra 0,5µm. 
 
Figura 10 – Células de Leydig tratadas com DEC apresentando numerosas GL espalhadas no 
citoplasma (setas), corpos multivesiculares (seta branca) e GL com hidrólise (cabeças de seta). 
Barra 1µm. 
 
Figura 11 – Círculos concêntricos gigantes de REL (setas) englobando GL. Barra 1µm. 
 
Figura 12 - Célula de Leydig com mitocôndrias degeneradas (cabeças de seta), GL circundadas 
por um material densamente corado (setas) e núcleo picnótico (seta branca). Barra 1µm. 
 
Desenho experimental 2 
 
Figuras 1 e 2 – Células de Leydig não tratadas mostrando círculo concêntrico de REL (seta), GL 
(L), mitocôndrias com cristas tubulares (M) e núcleo (N). Barra 1µm. 
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Figuras 3-6 – Células de Leydig tratadas com DEC apresentando numerosas GL (L), algumas 
delas com hidrólise (cabeças de seta) e outras exibindo fusão (asterisco), círculos concêntricos 
gigantes de REL englobando GL (seta), corpo residual (seta vazada) e mitocôndrias degeneradas 
(M). Barra 1µm. 
 
Figuras 7-12 – (7 e 8) Células de Leydig tratadas com 25mg de DEC/kg mostrando numerosas 
GL no citoplasma (L), algumas delas exibindo hidrólise (seta). Barra 0,5 µm ; Barra 1µm. (9 e 
10) Células de Leydig tratadas com 50mg de DEC/kg com círculo concêntrico gigante de REL 
(seta), fusão de GL (asterisco) e mitocôndria degenerada (M). Barra 1µm; Barra 0,5µm. (11 e 12) 
Células de Leydig tratadas com 100mg de DEC/kg apresentando numerosas GL (L), círculo 
concêntrico gigante de REL, englobando GL (seta) e mitocôndrias degeneradas (M). Barra 1µm. 
 
Figura 13 – Efeito da DEC sobre o nível de testosterona no soro de camundongos.  
* Diferença significante entre o grupo de 200mg/kg e o grupo controle. 
 
Tabela 1 - Efeito da DEC sobre o número de filhotes de fêmeas acasaladas com machos tratados 
nas doses estudadas. 
 
Tabela 2 - Efeito da DEC sobre o peso dos testículos e epidídimos de animais controles e 
tratados (média ± desvio padrão). 
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A DEC tem sido a droga de escolha para o tratamento da filariose linfática desde 1947, 

em decorrência do rápido desaparecimento das microfilárias da corrente sanguínea, embora seja 

pouco efetiva contra os vermes adultos. Estudos têm sido realizados sobre o mecanismo de ação 

desta droga, cujo potencial farmacológico foi pouco explorado.  

Até o momento, há uma escassez de trabalhos na literatura sobre a ação da DEC na 

espermatogênese. Portanto, existe uma lacuna no que se refere a sua ação sobre a morfologia dos 

diferentes tipos celulares do testículo e sobre a esteroidogênese de indivíduos com filariose. 

Estudos bioquímicos e morfológicos indicaram que o tratamento de condrócitos de 

condrossarcoma com DEC altera o transporte de moléculas do REL para o CG e deste para a 

superfície celular, visto que os condrócitos após incubação com esta droga apresentaram largos 

vacúolos, um Golgi distendido, e um aumento do REL, o qual continha material eletron-denso. 

Com a remoção de DEC os vacúolos desapareceram e as organelas distendidas retornaram a sua 

aparência normal, coincidente com o início da exocitose de S-proteoglicano e β-D-xyloside-

bound35S-glicosaminoglicano (STEVENS et al., 1985). 

 A DEC apresenta um número de efeitos bioquímicos em diferentes sistemas enzimáticos, 

incluindo glicólise, metabolismo do folato e acetilcolinesterase (SUBRAHMANYAM, 1987). 

Outros estudos também mostraram que ela interrompe o transporte de vesículas do e para o CG. 

Spiro et al. (1986) demonstraram que a DEC altera o transporte vesicular do REL para o Golgi, e 

deste para a MP inibindo a expressão de um proteoglicano de sulfato de condroitina associado à 

melanoma na superfície. Por outro lado, Bird (2000) descreveu drásticos efeitos da DEC em um 

estudo com neurônios cerebelares de camundongos fetais em cultura, com uma completa 

desorganização do CG e aparecimento de grandes vacúolos no citoplasma. 

 O efeito da DEC sobre o complexo de microtúbulos foi estudado por Fujimaki (1988 ; 

1990). Esta droga inibiu a formação de microtúbulos e desagregou aqueles pré-formados, 

alterando a morfologia e proliferação de células LLC-MK2 in vitro. As células que cresceram na 

presença desta droga estavam separadas uma das outras, e com forma arredondada. 

 No presente estudo, análises histopatológicas de testículos tratados com DEC 

apresentaram células de Leydig contendo numerosas GL mostrando evidentes fatores de 

esteatose. Em adição, foram observados vacúolos distribuídos nas células de Sertoli entre as 

células germinativas.  
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As análises ultraestruturais identificaram vacúolos citoplasmáticos nas células de Sertoli 

como um REL distendido. Resultados similares têm sido observados após o tratamento com 

agentes que atuam sobre microtúbulos, os quais oferecem o suporte estrutural para o 

desenvolvimento das células germinativas (CHAPIN; MORGAN; BUS, 1983 ; 

BOEKELHEIDEa, 1987 ; BOEKELHEIDEb, 1987 ; NAKAI; HESS, 1994). A administração de 

benomil ou seu metabólito, carbendazina, levou a uma desorganização dos microtúbulos nos 

túbulos seminíferos de ratos, evento este evidenciado por um aumento no pool solúvel de 

tubulina (CORREA; MILLER, 2001). Este aumento nos níveis de tubulina, por uma provável 

ligação da droga à tubulina livre e conseqüente inibição da formação de microtúbulos, deve 

caracterizar os danos histológicos, tais como vacuolização da célula de Sertoli e desprendimento 

de espermátides alongadas e espermatócitos (HESS; NAKAI, 2000). 

No testículo tratado com 200mg de DEC/kg, algumas espermatogônias apresentaram 

características morfológicas de apoptose, como condensação da cromatina, encolhimento do 

citoplasma e distensão do REL, como descrito anteriormente por outros autores (KON; ENDOH, 

2000). Essas alterações celulares poderiam ser explicadas por uma desorganização dos 

microtúbulos, os quais são responsáveis pela estabilidade dinâmica de várias funções dentro da 

célula. Recentemente a tubulina foi encontrada dentro do núcleo de células e em mitocôndrias. 

Por outro lado, eventos de ligação de tubulina são críticos na geração de apoptose 

(PELLEGRINI; BUDMAN, 2005). 

Os macrófagos possuem sítios na superfície celular de alta afinidade para lipoproteína de 

baixa densidade acetilada (acetil-LDL), permitindo estudos morfológicos e bioquímicos do 

mecanismo de deposição de ésteres de colesteril nestas células. A questão era se os macrófagos 

acumulavam esses ésteres devido a uma falha na hidrólise lisossomal, ou se estas células 

hidrolisavam os ésteres e re-esterificam o colesterol para armazenamento no citoplasma 

(GOLDSTEIN et al., 1979). A demonstração ultraestrutural de numerosas GL não circundadas 

por uma membrana limitante é uma evidência que suporta o mecanismo de hidrólise-re-

esterificação (BROWN et al., 1979). 

Posteriormente, outros autores observaram que em macrófagos peritoneais de 

camundongos o ciclo de ésteres de colesteril é caracterizado por um processo de de-esterificação 

dos ésteres das GL através de uma esterase não-lisossomal e uma subseqüente re-esterificação 
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pela acil-colesterol acil-transferase (ACAT) no citoplasma (BROWN; HO; GOLDSTEIN, 1980).  

De acordo com Brown et al. (1979), os macrófagos utilizam as lipoproteínas por endocitose 

adsortiva, e cada uma delas são reconhecidas por diferentes sítios na superfície celular. As 

lipoproteínas são entregues aos lisossomos, onde seus ésteres de colesteril são hidrolisados. No 

caso da acetil-LDL, em torno de 50% do colesterol liberado é excretado pela célula, e os 50% 

remanescentes são re-esterificados pela ACAT. Este colesterol re-esterificado acumula-se dentro 

de GL, ausentes de membrana limitante, no citoplasma. Quando a fonte de colesterol-lipoproteína 

é removida, esses ésteres de colesteril armazenados são hidrolisados e as inclusões lipídicas 

citoplasmáticas desaparecem. 

As GL das células de Leydig tumorais em cultura também apresentam um ciclo contínuo 

e dinâmico, onde o colesterol livre é liberado das gotículas (de-esterificação), estando disponível 

para ser usado na esteroidogênese, ou como substrato para ACAT (re-esterificação) para ser 

armazenado (FREEMAN, 1987). O uso do colesterol livre no processo de esteroidogênese reduz 

o número de GL, enquanto o bloqueio deste processo leva a um acúmulo de GL com ésteres de 

colesteril armazenados. 

Todos os hormônios esteróides são derivados do colesterol. A reação inicial da síntese de 

hormônios esteróides é a conversão do colesterol em pregnolona, pela enzima desmolase, nas 

mitocôndrias. Em seguida, a pregnolona é transportada ao REL onde é convertida em 

progesterona, e subseqüentemente, em testosterona (HAIDER, 2004).  

 Os presentes resultados mostraram que a DEC também exerce um efeito nas células de 

Leydig. Estas células apresentaram-se hipertrofiadas com círculos concêntricos gigantes de REL 

e numerosas GL espalhadas ao longo do citoplasma. Os círculos concêntricos circundando GL 

possivelmente poderiam estar atuando como vacúolos autofágicos, como sugerido por outros 

autores (DEES; GAZOULI; PAPADOPOULOS, 2001). Todas essas mudanças ultraestruturais 

indicam uma inibição da esteroidogênese e ausência de drenagem de colesterol livre, permitindo 

assim que este seja re-esterificado e armazenado em GL. Outros estudos mostraram alterações 

similares de células de Leydig, as quais estavam relacionadas ao declínio da secreção de 

testosterona após tratamento com droga (DEES; GAZOULI; PAPADOPOULOS, 2001 ; 

SANGUINETTI et al., 1995). Por outro lado, o processo esteroidogênico poderia ser 

influenciado pelo estado de polimerização da tubulina. Esta, possivelmente, estaria envolvida na 
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interrupção do transporte do colesterol para as mitocôndrias, onde ocorre sua conversão em 

pregnolona (CLARK et al., 1984). A atividade esteroidogênica diminuída tem sido sugerida 

como causa primária da falha da produção espermática (CICERO et al., 1980 ; VAN THIEL et 

al., 1981). Logo, as células germinativas degeneradas observadas neste estudo poderiam ser 

explicadas como resultado da deficiência hormonal. 

Estudos prévios tentaram relacionar alterações nos níveis de testosterona com mudanças 

na morfologia das células de Leydig em condições naturais e experimentais. Zirkin et al. (1980) 

correlacionaram níveis aumentados de secreção de testosterona com proliferação de REL e um 

número diminuído de GL, como reportado previamente por outros autores (DE KRESTSER, 

1967 ; NEAVES, 1978; NEAVES, 1975; NEAVES, 1973). 

 Outros autores estudaram os efeitos de ésteres de fitalato in vivo e in vitro. Estes 

produziram alterações altamente significantes na ultraestrutura de células de Leydig, tais como 

distensão de mitocôndrias, dilatação e vesiculação do REL, e diminuição da secreção de 

testosterona quando comparado aos controles. No epitélio seminífero foram encontradas células 

de Sertoli vacuoladas, espermatogônias em processo de necrose, espermatócitos e espermátides 

espalhadas no lúmem tubular. Como certos estágios da espermatogênese são dependentes dos 

níveis de androgênio, o estudo enfoca a relação parácrina entre má função das células de Leydig 

afetando diretamente a fisiologia das células de Sertoli adjacentes (JONES et al., 1993). 

Sanguinetti et al. (1995) estudando o efeito da estreptozotocina na ultraestrutura de 

células de Leydig de camundongos correlacionaram a atividade secretória diminuída com um 

aumento no número de GL, reduzido REL e círculos concêntricos gigantes de REL. Dees et al. 

(2001) demonstraram numerosas GL em células de Leydig tumorais MA-10 após o tratamento 

com mono-etilexil fitalato, as quais estavam relacionadas com o declínio da esteroidogênese. 

 De forma semelhante, os resultados obtidos no presente estudo indicam uma clara 

correlação da diminuição do nível de testosterona com as drásticas alterações morfológicas nas 

células de Leydig, após o tratamento com DEC. Por outro lado, nenhuma mudança significante 

foi observada na taxa de gravidez e no número de filhotes de machos tratados com DEC 

acasalados com fêmeas não tratadas. Talvez este fato seja decorrência do curto período de 

tratamento, visto que a espermatogênese apresenta uma duração de 35 dias em camundongos. 
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 O tratamento de camundongos com organotinas, que são substâncias amplamente 

utilizadas na agricultura e indústria, produziu uma significante redução na espermatogênese e 

esteroidogênese, levando a um decréscimo na contagem, motilidade, viabilidade e função dos 

espermatozóides, quando comparado ao grupo controle. A diminuição no nível de testosterona, 

induzida por estas drogas, poderia estar relacionada a uma resposta diminuída das células de 

Leydig ao LH e/ou uma inibição direta da esteroidogênese testicular, através da ação sobre a 3β-

hidroxiesteróide desidrogenase (3β-HDS) e 17β- hidroxiesteróide desidrogenase (17β-HDS), que 

são suas principais enzimas regulatórias.  Estes resultados seriam responsáveis pelas alterações na 

quantidade e qualidade dos espermatozóides (SREEDHAR REDDY; PUSHPALATHA; 

SREENIVASULA REDDY, 2006). 

 Estudos realizados por Aoki e Massa (1972) e Neaves (1973) demonstraram que o 

aumento no número de GL encontra-se envolvido com a atividade secretória diminuída das 

células de Leydig. Outros autores relacionaram tais alterações com uma sensibilidade reduzida 

destas células às gonadotropinas (MENDIS-HANDAGAMA; KRETSER, 1992).  

Estudos farmacológicos têm demonstrado que a DEC apresenta um importante papel 

sobre diversas vias metabólicas (SUBRAHMANYAM, 1987), podendo inclusive atuar como 

antiinflamatório para condições asmáticas, uma vez que ela interfere no metabolismo do ácido 

aracdônico (MAIZELS; DENHAM, 1992). Logo, não se pode descartar a possibilidade da ação 

desta droga sobre as enzimas esteroidogênicas. 

 Para o tratamento da filariose linfática, a dose terapêutica recomendada pela OMS é 6mg 

de DEC/kg durante 12 dias. De acordo com Ilondu et al. (2000), a DEC está quase ausente na 

urina, plasma e saliva após 24h da ingestão. Por outro lado, estudos toxicológicos e 

farmacológicos em camundongos indicaram que após 3h o composto é completamente excretado 

pelo rim (HARNED et al., 1948) . Horii e Aoki (1997) descreveram o nível plasmático de DEC 

em ratos após a administração de 200mg/kg, registrando valores de 30µg/ml após 30-60 min da 

injeção, decrescendo rapidamente para 1.5 µg/ml após 4h e atingindo 0.1µg/ml após 8h do 

tratamento. 

 Os resultados obtidos no presente estudo confirmam e ampliam as observações anteriores. 

Sareen et al., (1961) mostraram que a administração oral de 200mg de DEC/kg produziu 

infertilidade em 50% dos camundongos. Outros estudos, entretanto, descreveram nenhum efeito 
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na motilidade dos espermatozóides de cães tratados com 13.2mg/kg/dia durante seis meses. E em 

humanos, não existem dados sobre possíveis sequelas resultantes de overdose de DEC. 

A fim de esclarecer o efeito in vivo da DEC sobre a espermatogênese de mamíferos, 

foram realizados os trabalhos intitulados: ‘’Morphological changes in testis induced by 

diethylcarbamazine’’ e ‘’Changes in mouse Leydig cells ultrastructure and testosterone secretion 

after diethylcarbamazine administration’’, os quais são parte integrante desta dissertação. 

O presente estudo mostrou que a DEC, nas doses estudadas, exerce um efeito na 

espermatogênese e esteroidogênese de camundongos. Os resultados apóiam a hipótese de que o 

alvo testicular primário da toxicidade desta droga seja provavelmente a função microtubular, 

entretanto não exclui a possibilidade de que ela esteja atuando diretamente sobre vias hormonais 

enzimáticas.  
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7 CONCLUSÕES 
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1. A análise histológica de testículos tratados com DEC revelou células de Sertoli com 

vacuolização, e células de Leydig hipertrofiadas e repletas de GL, algumas delas sem 

núcleo, caracterizando um processo de esteatose. 

2. Através da microscopia eletrônica de transmissão, após o tratamento in vivo com DEC, 

foram observadas inúmeras alterações no epitélio seminífero, incluindo vacuolização de 

células de Sertoli, apoptose de espermatogônias, vacuolização e desorganização de 

mitocôndrias de espermátides. As células de Leydig apresentaram numerosoas GL, corpos 

multivesiculares, círculos concêntricos gigantes de REL, provavelmente atuando como 

autofagossoma e englobando GL, mitocôndrias degeneradas, e outras células em processo 

degenerativo. Todas essas características mostram um efeito direto da droga sobre o 

testículo de camundongos afetando, assim, sua morfologia, e possivelmente sua função. 

3. Houve uma queda significativa de testosterona no grupo tratado com 200mg de DEC/kg 

quando comparado ao grupo controle. Possivelmente, a função parácrina da célula de 

Leydig sobre o epitélio seminífero estaria sendo afetada, levando às inúmeras alterações 

observadas. 

4. Não foram observadas alterações significativas nas taxas de gravidez e número de 

filhotes, como também no peso dos testículos e epidídimos. Acredita-se que o período de 

tratamento foi curto, uma vez que a completa espermatogênese de camundongos é 

realizada somente após 35 dias. 

5. O presente estudo mostra o mecanismo de ação da DEC sobre a morfologia testicular e 

esteroidogênese de camundongos, possivelmente por agir via microtúbulos e/ou sobre 

vias enzimáticas hormonais. Apesar de não terem sido observadas alterações no índice de 

fertilidade dos camundongos, não se pode afirmar que esta não tenha sido afetada, dado o 

curto período de tratamento. 
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Abstract

Diethylcarbamazine (DEC) had been proved to be highly effective against lymphatic filariasis, however its effect on vertebrate cells remains

uncertain. After 12 days treatment with DEC, most of the Leydig cells were hypertrophied with several lipid droplets, and others had no nucleus

and presented characteristic steatosis features. Vacuolization of Sertoli cells was also noted. Ultrastructural analyses of DEC-treated testes revealed

spermatogonies with morphological characteristics of apoptosis, as shrinkage of cytoplasm and increased chromosomal density. In addition, Leydig

cells showed numerous lipid droplets scattered throughout the cytoplasm, multivesicular bodies and giant whorl-like smooth endoplasmic reticulum.

Several spermatids presented vacuolated mitochondriae, which were disorganized in relation to the microtubular axis of the flagellae. These results

indicate that DEC probably affects the microtubular function, however the present data does not exclude the possibility that DEC also can act

directly on enzymatic hormonal pathways.

© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Lymphatic filariasis, a mosquito-borne parasitic disease, is

endemic in more than 80 countries with approximately 120 mil-

lion people infected and over a billion people at risk [1]. The

mainstay of filariasis control is chemotherapy. Diethylcarba-

mazine (DEC), the most widely used drug, had been proved

to be highly effective, but it’s pharmacological mechanism of

action remains uncertain.

Several studies have been done about mechanism of action,

pharmacokinetics, tolerability and efficacy of DEC [2–5], and

some of them focused on the in vitro effect on filarial worms.

Although previous studies showed that DEC had no effect on

filarial parasites in vitro [6–9], recently other authors described

that DEC promotes severe cellular damage on Wuchereria ban-

crofti in vitro and in vivo [10–12].

The effect of DEC on vertebrate cells has also been

indicated. It has a number of direct biochemical effects

∗ Corresponding author. Tel.: +55 81 21012557; fax: +55 81 34532449.

E-mail address: cpeixoto@cpqam.fiocruz.br (C.A. Peixoto).

on a wide range of different enzyme systems, includ-

ing glycolysis, folate metabolism and acetylcholinesterase

[13], and on intracellular transport between the endoplas-

mic reticulum, the Golgi apparatus and the plasma membrane

[14].

Some clinical reports have reported favorable results with the

use of DEC in patients with bronchial asthma showing that DEC

was effective in terminating acute attacks of bronchial asthma

[15–19]. Florêncio et al. [20] demonstrated by ultrastructural

analysis an enhancement of surfactant synthesis and secretion

after DEC treatment, in which outcome is the alveolar surfaces

stability, probably related to the clinical improvement of asthma

symptoms.

According to Fujimaki et al. [21], DEC inhibited the pro-

liferation of LLC-MK2 cells, which turn into round in shape,

indicating a possible interference with microtubules function.

These authors also showed that DEC promoted the inhibition of

microtubules assembly and induced the disassembly of the pre-

formed ones in vitro [22]. It is well known that dynamic changes

in the cytoskeleton are present during the spermatogenesis and

since until now there were no available data about DEC action

on this issue.

0890-6238/$ – see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.reprotox.2006.07.008
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Running title: Changes in Leydig cells induced by DEC 
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ABSTRACT 

Diethylcarbamazine (DEC) has been proven to be highly effective 

against lymphatic filariasis, although its effect on vertebrate cells remains 

uncertain. Mice Leydig cells after treatment with 200mg/kg of DEC for 12 

days showed numerous lipid droplets, degenerated mitochondria, residual 

bodies and several giant whorl-like smooth endoplasmic reticulum, some of 

them encircling large lipids droplets. Treatment with lower dosages showed 

similar alterations on Leydig cells and the morphological effects decreased 

directly proportional to the drug concentration. Serum testosterone levels 

were significantly lower only in 200mg/kg DEC-treated group when 

compared to the controls. However, no significant changes were observed in 

the pregnancy rates and offspring number of DEC-treated male-mated female 

mice in any doses studied. The results obtained in the present study are 

consistent with the hypothesis that DEC has some effects on mice Leydig 

cells, although they were not sufficient enough to interfere with the rodent 

fertility. 

 
Keywords: Diethylcarbamazine; Leydig Cells; Steroidogenesis; 

Ultrastructure.  
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INTRODUCTION 

Diethylcarbamazine citrate (DEC) is a piperazine derivative recognized 

as highly effective against filarial parasites. Despite its widespread use with 

million of doses administered to endemic regions, its mechanism of action 

remains basically unknown (Maizels, Denham, 1992). Proposals have been 

done, but none resulted in a conclusive delineation of the mechanism of 

action of the drug. 

Several studies have analyzed the mechanism of action, 

pharmacokinetics, tolerability and efficacy of DEC (Norões et al., 1997; 

Dreyer et al., 1998; Shenoy et al., 2002; McGarry et al., 2005), and some of 

them focused on the in vitro effect on filarial worm. These authors suggested 

by optical analyses that DEC does not have a direct effect on filarial parasites 

in vitro since exposure to high concentrations leaves them unharmed 

(Hawking et al., 1948; Hawking, Laurie, 1949; Hawking et al., 1950; Johnson 

et al., 1988). However, other authors showed by ultrastructural studies that 

DEC causes severe damage of microfilarial organelles including lysis and 

apoptosis (Peixoto et al., 2003). Similar results were also observed on blood 

microfilariae after in vivo treatment with DEC (Alves et al., 2005).  

This filaricidal drug has important actions on a variety of mammalian 

cells, including changes on different enzyme systems (Subrahmanyam, 1987), 

and on intracellular transport (Stevens, 1985).  
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Fujimaki et al. (1988) demonstrated that DEC interrupts the 

proliferation of LLC-MK2 cells, which turn into round in shape, indicating a 

possible interference with microtubules function. In subsequent studies these 

authors showed that DEC promotes inhibition of microtubules assembly and 

also induces the disassembly of the preformed ones in vitro (Fujimaki et al., 

1990). It is well known that anti-microtubular agents affects the cytoskeleton 

dynamic present during the spermatogenesis, however until now little data is 

available about DEC action on this issue. 

Sareen et al. (1961) related that oral administration of DEC 200mg/kg 

produced infertility in 50 per cent of mice. Conversely, other reports 

described no effects on sperm motility of dogs treated for 6 months at the rate 

of 13.2 mg/kg/day (Courtney, Nachreiner, 1976). 

Recently, Saraiva et al. (2006) described significant damage in mouse 

testis after treatment with 200mg/kg of DEC including vacuolization of 

Sertoli cells and hypertrophied Leydig cells, which showed numerous lipid 

droplets scattered throughout the cytoplasm, multivesicular bodies and giant 

whorl-like smooth endoplasmic reticulum. All these ultrastructural changes 

indicate an inhibition of the steroidogenesis and no longer drain off free 

cholesterol, thus allowing the free cholesterol to be re-esterified and stored in 

lipid droplets. However, those results are related to DEC toxic reproductive 

sequelae, which could overcome from overdose. 
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The present work describes the effects of different concentrations of 

DEC on mouse Leydig cells and testosterone secretion in order to contribute 

to a better knowledge about its action on the steroidogenesis. 
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MATERIAL AND METHODS  

Experimental design 

Twenty-five adult Swiss mice with 45 days old and weighting 27-30g 

were used in all experiments.  Mice were examined for health status and 

acclimated to the laboratory environment at 25ºC and 12h light : 12h dark 

photoperiod. The animals were housed in metal cages and fed a standard 

laboratory diet. Experimental groups composed by five animals each received 

the following doses: 25, 50, 100 and 200mg/kg body weight of DEC (Sigma 

Company, St Louis, MO) for 12 days per os in aqueous solution by stomach 

tube. The control group also composed by five animals received only pure 

water using the same procedure described above for 12 days (Florêncio et al., 

2005). All experiments were carried out according to ethical guidelines 

(P.0169-03/CEUA-FIOCRUZ). 

Body weights were recorded every day. After treatment with DEC the 

experimental and control animals were anesthetized before the blood 

collection by cardiac puncture without anticoagulant. Serum was separated 

and stored at –70oC for enzyme immunoassays of testosterone. Testes and 

epidydimis were quickly dissected and weighted.  

Electron transmission microscopy 

The fragments of testis were fixed for 2hr in a solution containing 2.5% 

glutaraldehyde and 4% formaldehyde in 0.1M cacodylated buffer.  After 
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fixation, the samples were washed twice in the same buffer, and then they 

were post-fixed in a solution containing 1% osmium tetroxide, 2 mM CaCl2 

and 0.8% potassium ferricyanide in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2, 

dehydrated in acetone, and embedded in Epon 812 resin (Sigma Company, St 

Louis, MO). Polymerization was done at 60ºC for 2 days. Ultrathin sections 

were collected on 300-mesh copper grids, counterstained with uranyl acetate 

and lead citrate, and examined with a ZEISS EM 109 transmission electron 

microscope.   

Hormone assays 

Serum concentration of testosterone was measured by enzyme-linked  

immunosorbent assay (ELISA) as described in the instructions provided by 

manufacturer´s kits (Diagnostics Biochem Canada Inc), which presents 

0.022ng/ml of sensitivity, and 100% of specificity.  

Study of male fertility 

For the study of fertility and general reproductive performance, an 

experimental group composed by 10 male mice treated with 200mg/Kg of 

DEC for 12 days, was mated 1:2 with untreated healthy female for 5 days. 

The females were in proestrous determined by a vaginal smear method. The 

presence of vaginal mucous plug was taken as day 0 of gestation for the 

mated females and considered as impregnated female mice. The number of 
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pregnant females and litter size was noted in the control and DEC-treated 

groups. 

Statistics analysis 

Data were analyzed with one-way ANOVA, followed by post-Hoc 

Tukey test using BioEstat (v.3.0) (Ayres et al., 2003).  
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RESULTS 

Leydig cells in control group showed morphological characteristics as 

areas of cytoplasm rich in anastomosing tubular and whorled endoplasmic 

reticulum. Other areas contained lipid droplets, and mitochondria with 

tubular cristae (Figures 1, 2).  

As described previously by Saraiva et al. (2006), Leydig cells after 

treatment with 200 mg/kg of DEC showed the following features: 1- 

numerous lipid droplets, some of them showing hydrolysis at edges and 

others exhibiting fusion, 2- residual bodies, 3- several giant whorl-like 

smooth endoplasmic reticulum, some of them encircling large lipids droplets 

(Figures 3-6). Also some cells showed picnotic nucleus with condensed 

perinuclear chromatin and cytoplasm fulfilled with lipid droplets and 

degenerated mitochondria, indicating a steatosis process (data not shown). In 

relation to DEC lower dosages, the morphological effects on Leydig cells 

decreased directly proportional to the drug concentration (Figures 7-12). 

Serum testosterone level decreased significantly in 200mg/kg DEC-

treated group when compared to the controls (ANOVA, p<0.05) (Figure 13). 

DEC-treated animals with 50 and 100 mg/kg had proportionally low levels of 

serum testosterone, however, no statistical difference were achieved when 

compared with the untreated animals.  
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Although the evident changes in the testosterone levels, no changes 

were observed in the pregnancy rates and offspring number of DEC-treated 

male-mated female mice in any doses studied. Similarly, no statistically 

significant differences in body, absolute testes and epididymis weights were 

noted in any DEC-treated groups compared to the control group (Table 1). 
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DISCUSSION 

  
In mouse peritoneal macrophages the cholesterol ester cycle is 

characterized by the de-esterification of the cholesteryl esters in the lipid 

droplets by a nonlysosomal esterase and a subsequent re-esterification by 

acyl-cholesterol acyl transferase (ACAT) (Brown et al., 1980). Lipid droplets 

of cultured Leydig tumor cells also presents a continuous and dynamic cycle, 

where the free cholesterol is released from the lipid droplets (de-

esterification), being available for use in steroidogenesis, or as a substrate for 

ACAT (re-esterification) to be stored (Freeman, 1987). The use of free 

cholesterol in the process of steroidogenesis draws off substrate, therefore 

reducing the number of lipid droplets, whereas the blocking of this process 

would build up lipid droplets as cholesteryl ester storage.   

Our study demonstrated that 200mg/kg of DEC exerts a striking effect 

on Leydig cells. These cells were hypertrophied showing giant whorl-like 

smooth endoplasmic reticulum and numerous lipid droplets scattered 

throughout the cytoplasm. All these ultrastructural changes indicate an 

inhibition of the steroidogenesis by a probably reduced utilization of 

cholesterol. However, lower dosages of DEC produced little morphological 

alteration on Leydig cells. 

A number of previous reports have attempted to relate changes in 

testosterone levels to changes in Leydig cell morphology under natural or 
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experimental conditions. Zirkin et al. (1980) correlated increased levels of 

testosterone secretion with proliferation of smooth endoplasmic reticulum 

(sER) and a diminished number of lipid droplets, as reported previously by 

other authors (DeKrestser, 1967; Neaves, 1973; Neaves, 1975; Neaves, 1978). 

On the other hand, Sanguinetti et al. (1995) studying the effect of 

streptozotocin on the ultrastructure of mouse Leydig cells correlated a 

declined secretory activity with an increased number of lipid droplets, 

reduced sER and giant whorl-like smooth endoplasmic reticulum. Similarly, 

Dees et al. (2001) reported numerous lipid droplets in MA-10 Leydig tumor 

cells after treatment with mono-ethylhexyl phthalate, which were related to a 

declined steroidogenesis.  

 In the present study, the decrease of testosterone level after treatment 

with 200mg/kg DEC for 12 days is correspondent to the noticeable changes in 

the Leydig cells. Conversely, no significant changes were observed in the 

pregnancy rates and offspring number of DEC-treated male-mated female 

mice, perhaps this fact is due to the short assay period, since the complete 

spermatogenesis in mice is accomplished only after 35 days. 

For lymphatic filariasis treatment, the therapeutic dose regimen 

recommended by OMS is 6mg/kg for 12 days. In human, little is known about 

DEC toxic sequelae, which can result from overdose.   Horii and Aoki (1997) 

described the plasma level of 200mg/kg of DEC in rats by using a gas-liquid 
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chromatograph equipped with a flame ionization detector, registering values 

of 30µg/ml at 30 to 60 min after injection, decreasing rapidly to 1.5µg/ml 

after 4 hr. This study indicated that in rats the oral administration of 

200mg/Kg of DEC presented a mean elimination of half-life of ~1,5 hours. 

On the other hand, in humans, after oral administration of 150 mg of DEC, 

the plasma concentration achieves values of 0.5 µg/ml at 147 min and a half-

life of 14.63 hours (Bolla et al., 2002). Since the clearance of this compound 

is higher in rodents than humans, in the present study we utilized a higher 

dose of DEC as described elsewhere (Horii, Aoki, 1997). 

According to Fujimaki et al. (1988) DEC inhibited the proliferation of 

LLC-MK 2 cells, which turn into round in shape, indicating a possible 

interference with microtubules function. These authors also showed that DEC 

promoted the inhibition of microtubules assembly and induced the 

disassembly of the preformed ones in vitro (1990). Recently, Saraiva et al. 

(2006) studying the effect of DEC on mice testes described important swollen 

endoplasmic reticulum observed as vacuolization of Sertoli cells. Similar 

results have also been shown to occur following treatment with microtubule 

disrupting agents (Chapin et al., 1983; Boekelheide, 1987a; Boekelheide, 

1987b; Nakai, Hess, 1994). These cellular alterations could be explained by a 

microtubular disorganization, which is responsible for the dynamic stability of 

several functions inside the cell. Besides, some studies have demonstrated that 
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the steroidogenic process could be influenced by the state of tubulin 

polymerization inside the Leydig cells (Clark, Shay, 1981; Saltarelli, et al., 

1984). 

Decreased steroidogenic activity has been suggested as the primary 

cause of spermatic production failure (Cicero, Bell, 1980; Cicero et al., 1980; 

Van Thiel, 1981). Therefore, the presence of degenerated germ cells in mice 

testis after DEC treatment as stated by Saraiva et al. (2006) could also be 

explained as a result of hormonal deficiency. 

DEC has a number of direct biochemical effects on a wide range of 

different enzyme systems, including glycolysis, folate metabolism and 

acetylcholinesterase (Subrahmanyam, 1987), and on intracellular transport 

between the endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus and the plasma 

membrane (Stevens et al., 1985). Pharmacological studies also have pointed 

out that DEC has an important antiinflammatory role since it interferes with 

arachidonic acid metabolism (Maizels, Denham, 1992). These findings 

indicated that DEC interferes with important enzymatic pathways, and 

therefore we cannot exclude the possibility that DEC also can act directly on 

enzymatic hormonal pathways. 

In conclusion, the results obtained in the present study are consistent 

with the hypothesis that, although some morphological alterations of Leydig 

cells were observed, DEC has no noticeable effect on male mice fertility. 
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Legend to figures: 

Figures 1-2. Untreated Leydig cells showing whorled endoplasmic reticulum 

(arrow), lipid droplets (L), scattered lysosomes (arrowhead), several 

mitochondria with tubular cristae (M), and nucleus (N). Bars, 1µm. 

 

Figures 3-6 – 200mg/kg DEC-treated Leydig cells showing several lipid 

droplets (L), some of them are showing hydrolysis at edges (arrowheads) and 

others exhibiting fusion (asterisk), giant whorl-like smooth endoplasmic 

reticulum encircling large lipids droplets (arrow), residual body (open arrow) 

and degenerated mitochondria (M). Bars, 1µm. 

 

Figures 7-12. (7-8) 25mg/kg DEC-treated Leydig cells showing numerous 

lipid droplets within the cytoplasm (L), some of them exhibiting hydrolysis 

(arrow). Bar, 0,5µm; Bar, 1µm.  (9-10) 50mg/kg DEC-treated Leydig cells 

with giant whorl-like smooth endoplasmic reticulum (arrow), fusion of lipid 

droplets (asterisk) and degenerated mitochondria (M). Bar, 1µm; Bar, 0,5µm. 

(11-12) 100mg/kg DEC-treated Leydig cells presenting numerous lipid 

droplets (L), giant whorl-like smooth endoplasmic reticulum encircling lipids 

droplets (arrow) and degenerated mitochondriae (M). Bars, 1µm. 



Table 1. Body and organ weights and male fertility of control and 
experimental animals 

 
Parameter Control Treated (DEC 

200mg/kg) 
Body weight (g) 38.5 ± 1.96 39.1 ± 1.78 
Testis (mg) 144 ± 19.93 129.7 ± 10.34 
Epididymis (mg) 59.6 ±  14.47 68.9 ± 10.9 
Male fertility 18.7 ± 5.12 18.4 ± 5.35 
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Figure 13 - Effect of DEC treatment on mice serum testosterone. ∗Significant 

difference between DEC 200mg/kg and control samples, p<0.05.  

 



Table 1. Body and organ weights and male fertility of control and 
experimental animals 

 
Parameter Control Treated (DEC 

200mg/kg) 
Body weight (g) 38.5 ± 1.96 39.1 ± 1.78 
Testis (mg) 144 ± 19.93 129.7 ± 10.34 
Epididymis (mg) 59.6 ±  14.47 68.9 ± 10.9 
Male fertility 18.7 ± 5.12 18.4 ± 5.35 
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