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RESUMO 

A Síndrome dos ovários policísticos (SOP) reduz a taxa de ovulação 

além aumentar o risco de complicações durante a gestação, como o 

desenvolvimento de diabetes gestacional, hipertensão, de pré-eclampsia, 

nascimentos prematuros e abortos. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da 

melatonina associada a um tratamento pré-existente, a metformina, como uma 

alternativa terapêutica para o tratamento da SOP administradas antes e 

durante o período gestacional, e seus efeitos sobre a prole. Para isso foram 

utiizadas 40 ratas divididas em 5 grupos: Grupo I- Sem indução da SOP; II- 

Induzidos à SOP; III- Induzidos à SOP e tratados com Metformina; IV- 

Induzidos à SOP e tratados com Melatonina e V- Induzidos a SOP e tratados 

com Metformina e Melatonina. A indução foi realizada mediante gavagem de 

Letrozol na dosagem de 1mg/kg/dia durante 21 dias consecutivos. A 

metformina foi administrado 10 dias antes e durante todo o período gestacional 

na dosagem de 50 mg/100g, também por gavagem, assim como a melatonina, 

na dose de 0,5mg/kg, por via oral, diluída na água de beber. Foram realizadas 

análises hormonais, bioquímicas, imunohistoquímicas, mofológicas e 

morfométricas, além do acompanhamento do ganho de peso dos animais e o 

índice organossomático tanto da matrizes, quanto dos neonatos. Foi possível 

observar que a melatonina exógena foi mais eficiente em reverter os 

parâmetros decorrentes da indução da SOP nas matrizes, como a aciclicidade 

estral, aumento do peso corporal, alterações metabólicas (elevação nos níveis 

de colesterol total, triglicerídeos, e LDL) ovarianas (cistos ovarianos) e 

hormonais, do que sua associação com a metformina. Essa por sua vez, 

também apresentou efeitos benéficos em ralação a alguns parâmetros 

decorrentes da policistose, entretanto, sua utilização durante a gestação 

promoveu algumas alterações nos filhotes, como diminuição do peso dos 

ovários, vacuolização e degeneração dos túbulos seminíferos, alterações nos 

níveis de estrógeno e testosterona e na expressão dos receptores 

androgênicos testiculares. Já os filhotes das matrizes que receberam 

melatonina durante a gestação, apresentaram os parâmetros analisados 

semelhantes aos filhotes do grupo controle. Assim, a utilização da melatonina 
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mostrou-se mais eficaz do que a associação dos fármacos uma vez que as 

alterações decorrentes da SOP e da utilização da metformina durante a 

gestação puderam ser normalizadas com a sua utilização no período 

gestacional, não apresentando efeitos adversos sobre a prole. 

Palavras-Chave: Melatonina, Metformina, Gestação, SOP, ratas, filhotes, 

gônadas 

 

ABSTRACT 

Polycystic ovary syndrome (PCOS) reduces ovulation rate and increases the 

risk of complications during pregnancy, such as the development of gestational 

diabetes, hypertension, preeclampsia, preterm births and abortions. The aim of 

this study was to evaluate the effects of melatonin associated with a pre-

existing treatment, metformin, as a therapeutic alternative for the treatment of 

PCOS administered before and during the gestational period, and its effects on 

the offspring. For this 40 rats were divided into 5 groups: Group I- No induction 

of PCOS; II- Induced to SOP; III- Induced to SOP and treated with Metformin; 

IV- Induced to SOP and treated with Melatonin and V- Induced to SOP and 

treated with Metformin and Melatonin. Induction was performed by gavage of 

Letrozole at the dosage of 1mg / kg / day for 21 consecutive days. Metformin 

was administered 10 days before and throughout the gestational period at the 

dose of 50 mg / 100g, also by gavage, as well as melatonin at a dose of 0.5mg / 

kg orally diluted in the drinking water. Hormonal, biochemical, 

immunohistochemical, morphometric and morphometric analyzes were 

performed, as well as the monitoring of the animals' weight gain and the 

organosomal index of both matings and neonates. It was possible to observe 

that exogenous melatonin was more efficient in reverting parameters due to 

induction of PCOS in the matrices, such as estrous aciclicity, increase in body 

weight, metabolic (elevation in total cholesterol, triglycerides, and LDL) ovary 

(ovarian cysts) and hormonal alterations, than its association with metformin. 

This, in turn, also presented beneficial effects in relation to some parameters 

resulting from polycystic disease, however, its use during pregnancy promoted 

some changes in the pups, such as decreased ovarian weight, vacuolization 
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and degeneration of the seminiferous tubules, changes in estrogen levels and 

testosterone and expression of testicular androgen receptors. However, the 

offspring of the matrices that received melatonin during gestation presented the 

parameters analyzed similar to the control group. Thus, the use of melatonin 

was more effective than the combination of drugs since the alterations due to 

PCOS and metformin during gestation could be normalized with its use in the 

gestational period and did not present adverse effects on offspring. 

Key words: Melatonin, Metformin, Gestation, SOP, rats, puppies, gonads 
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO 

A síndrome dos ovários policísticos (SOP) foi descrita pela primeira vez 

na década de 30 e vem sendo considerada como uma das desordens 

endocrinológicas mais frequentes em mulheres com idade reprodutiva 

(EHRMANN, 2005). Estima-se que no mundo, cerca de 2,2 a 26% da 

população feminina entre 15 e 49 anos de idade apresente a SOP, já no 

Brasil, esse distúrbio pode chegar a acometer 13% da população (AZZIS et 

al., 2016; CRISOTO et al., 2012; YAO et al., 2017). 

Estudos sugerem que nessa síndrome as células da teca dos folículos 

ovarianos funcionem de forma diferenciada, levando ao aumento na 

produção de andrógenos que pode decorrer de uma hipersecreção de LH 

basal e elevada expressão de seus receptores (LHR) (HOGG et al., 2012), 

ou do aumento da atividade da enzima Citocromo P450c17 (CYP17), 

responsável pela síntese desse hormônio (GILLING-SMITH et al., 1994).  

Outro mecanismo que está diretamente envolvido no aumento da 

síntese dos andrógenos é a resistência à insulina (RI) com hiperinsulinemia 

compensatória, manifestada em cerca de 50-80% das portadoras da SOP 

(KABIRI et al., 2014; STEPTO et al., 2013). O excesso de insulina age, 

portanto, de forma sinérgica ao LH estimulando a resposta estereoidogênica 

ovariana (VAN HOUTER; VISSER, 2014). 

Devido a tais características, além de reduzir a taxa de ovulação, a SOP 

aumenta o risco de complicações durante a gestação, como o 

desenvolvimento de diabetes gestacional, hipertensão, riscos de pré-

eclampsia, nascimentos prematuros e abortos (POLAK et al., 2017). Estima-

se que na população em geral a taxa de diabetes gestacional é cerca de 

3,25%, enquanto que nas mulheres portadoras da SOP, ocorre um aumento 

para 20-41% (JOHAM et a., 2014; MIKOLA et al., 2001).    

Dentre os tratamentos disponíveis para SOP, a metformina, uma 

biguanida utilizada para tratar pacientes obesos com diabetes tipo 2, tornou-
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se o agente mais utilizado (McGRATH et al., 2018; SIVALINGAN et al., 

2014). Parte da eficácia da metformina pode estar relacionada a suas ações 

diretas na esteroidogênese, devido a seus efeitos insulinossensibilizantes 

(MANSFIELD et al., 2003). Vários estudos têm indicado que a manutenção 

do tratamento com metformina durante a gravidez, principalmente nas 

portadoras de diabetes tipo 2, reduz o risco de abortos no primeiro trimestre 

(JAKUBOWICZ et al., 2002), e nascimentos prematuros, melhorando os 

resultados da gestação, (GLUECK et al., 2013). Consequentemente, muitas 

pacientes com ovários policísticos continuam o tratamento com a 

metformina durante a gravidez. Assim, o número de pacientes que utilizam 

esta biguanida durante o período gestacional vem aumentando 

consideravelmente (JOHNSON, 2011; MORIN-PAPUNEN et al., 2012). 

Por outro lado, a metformina pode afetar diretamente o desenvolvimento 

embriológico, uma vez que tem a capacidade de atravessar a barreira 

materno/fetal livremente sendo encontrada no sangue da placenta e do 

cordão umbilical com as mesmas concentrações do sangue venoso 

materno (KOVO et al., 2008). Em estudo recente, observaram-se efeitos 

abortivos e malformações dos neonatos decorrentes da utilização da 

metformina (PANCHAUD et al., 2018), além de resultados controversos a 

nível renal e hepático, com a presença de acidose lática, alterações 

enzimáticas e diversos efeitos gastrointestinais (LAUTATZIS; GOULIS; 

VRONTAKIS, 2013), como também alterações nas células testiculares dos 

neonatos (TARTARIN et al., 2012) e diminuição da massa corporal desses 

(HANEM et al., 2018; KOVO et al., 2008). 

Com o objetivo de amenizar possíveis danos decorrentes da utilização 

da metformina, alguns estudos vêm associando esta biguanida a outras 

substâncias, como a melatonina, para o tratamento de algumas patologias 

(LEMOS et al., 2014). Man’chevea et al. (2011), realizaram experimentos 

induzindo câncer de pele em animais e observaram que o tratamento com a 

associação da melatonina e metformina reduziu o crescimento tumoral 

quando comparado aos animais tratados apenas com as monoterapias. 

Lemos et al (2014), em estudos com ratas prenhes, induzidas à SOP, 
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observaram melhoras a nível hepático, tanto histopatologicamente quanto 

bioquimicamente, e na defesa antioxidante dos animais que foram tratados 

com a associação das drogas. 

Além disso, sabe-se que a melatonina atua na liberação de GnRH 

(Hormônio Liberador de Gonadotrofinas), do eixo pituitário-gonadal, 

regulando assim a secreção pituitária de Hormônio Luteinizante (LH) e 

Folículo Estimulante (FSH) para o controle do estro e ovulação. Atua 

também na produção de estrógeno e progesterona, na atividade funcional e 

crescimento ovariano, e devido as suas funções antioxidantes, reduz o 

estresse oxidativo nos folículos, protegendo assim os oócitos contra radicais 

livres (DEVOTO et al., 2002). Essa indolamina lipofílica também atravessa a 

placenta livremente sem ser alterada, atingindo a circulação fetal com 

facilidade, fornecendo informações fotoperiódicas para o feto, mediando 

diversas interações fisiológicas (GOLDMAN, 2003). 

Assim, avaliar o efeito da metformina e sua associação com a 

melatonina durante o período gestacional para o tratamento da SOP se faz 

necessário, bem como seus possíveis efeitos sobre os neonatos. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. SÍNDROME DOS OVÁRIOS POLICÍSTICOS 

A síndrome dos ovários policísticos foi descrita pela primeira vez em 1935 

por dois médicos, Stain e Leventhal, que trataram pacientes que apresentavam 

características em comum, como amenorreia, hirsutismo, aumento dos ovários 

e aparecimento de múltiplos cistos neste órgão (SIRMANS; PATE, 2014; 

STEIN; LEVENTHAL, 1935). Após muitas controvérsias, com realização de 

estudos posteriores, chegou-se a conclusão de que as pacientes de Stain e 

Leventhal faziam parte de um subgrupo de mulheres portadoras de uma 

doença complexa e heterogênea, que foi então denominada de Síndrome dos 

Ovários Policísticos (SOP) (GOLDZIER, 1981; YEN, 1980). 

Atualmente a SOP é considerada uma das desordens endocrinológicas 

mais frequente em mulheres em idade reprodutiva, de causa multifatorial e com 
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susceptibilidade associada a fatores de riscos genéticos e ambientais (YAO et 

al., 2017). Sua prevalência varia de acordo com o critério de diagnóstico 

utilizado, uma vez que possui diferentes formas de apresentação dos sintomas, 

podendo chegar a acometer cerca de 2,2-26% da população feminina 

(ASUNCION et al., 2000; AZZIZ et al., 2004; KNOCHENHAUER et al., 1998; 

MARCH et al., 2010; YAO et al., 2017). 

Os critérios de diagnóstico da SOP são definidos com base em suas 

manifestações clínicas, que primariamente, caracterizam-se por uma disfunção 

ovulatória e hiperandrogênica, resultando em irregularidades no ciclo 

menstrual, com quadros de amenorreia e oligomenorreia, presença de cistos 

ovarianos e infertilidade, além do desenvolvimento de alopécia, hirsutismo e 

acne (ASUNCION et al., 2000; AZZIZ et al., 2004). Entretanto, frequentemente, 

as pacientes com SOP apresentam distúrbios metabólicos, assemelhando-se a 

Síndrome Metabólica (SM), como resistência à insulina (RI), com consequente 

aumento do risco de Diabetes tipo 2 (MORAN et al., 2010), dislipidemias, 

aumento do colesterol, gordura abdominal e hipertensão arterial (DARGHAM et 

al., 2018; SPRITZER, 2014; VAN HOUTEN; VISSER, 2014). Dependendo do 

estudo, cerca de 38-88% das mulheres com SOP são obesas e 50-70% 

apresentam resistência à insulina (BALEN et al., 1995; COOK et al., 2002; SIR-

PETERMANN et al., 2009). 

Dessa forma, foram propostos vários critérios de diagnóstico, o primeiro, 

definido em 1990 pelo NIH (National Institute of health), diagnosticava a 

presença da SOP em mulheres que apresentassem oligo/anovulação, e 

hiperandrogenismo clínico ou bioquímico (NORMAN; STANKIEWICZ, 2004; 

TEEDE; DEEKS; MORAN, 2010). Posteriormente, no consenso de 2003 da 

European Society of Human Reproduction and Embriology /American Society 

for Reproductive Medicine (ESHRE/ASRM), definiu-se o diagnóstico de 

Rotterdam, caracterizado pela presença de dois dos três seguintes critérios; 

hiperandrogenismo, amenorreia, oligo ou anovulação, e aparecimento de 

ovários policísticos á ultrassonografia (NORMAN; STANKIEWICZ, 2004; 

SPRITZER, 2014). Em 2006, a Androgen Excess Society (AES), definiu a SOP 
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como a presença de hiperandrogenismo associada a uma das demais 

características (AZZIZ et al., 2006). (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Critérios de diagnóstico da SOP.   

 

NIH (1990) * 

 

 

ROTTERDAN (2003)* 

 

 

AES (2006)* 

(Hiperandrogenismo associado 

a outro critério) 

 

Hiperandrogenismo clínico ou 

bioquímico 

 

Hiperandrogenismo clínico ou 

bioquímico 

 

Hiperandrogenismo clínico ou 

bioquímico 

 

Oligo/amenorreia 

Anovulação 

 

Oligo/amenorreia 

Anovulação 

 

Oligo/amenorreia 

Anovulação 

  

Aparecimento de ovário 

policístico ao ultrassom 

 

Aparecimento de ovário 

policístico ao ultrassom 

*Exclusão de outras causas de hiperandrogenismo, como por exempo: Hiperplasia da Adrenal 

Congênita, Síndrome de Cushing, tumores secretores de andrógenos, Hiperprolactinemia, 

doenças da tireóide, e drogas que induzem o excesso de andrógenos. Adaptada de SPRITZER 

(2014). 

 

Os critérios da ESHRE/ASRM prevalecem sobre os do NIH e AES, uma 

vez que incluem obrigatoriedade de imagens ecográficas para o diagnóstico de 

ovários policísticos. Esses critérios são baseados na presença de doze ou mais 

folículos com 2 a 9 mm de diâmetro em um ou em ambos os ovários e/ou 

aumento do volume ovariano (maior que 10 cm3) (HOMBURG, 2008; POLSON 

et al., 1988; ROTTERDAM, 2004). 

Com base em suas diferentes características e possibilidades de 

diagnóstico, é possível a identificação 4 fenótipos da SOP (GERARD et al., 

2014) 

I- Hiperandrogenismo (clínico ou bioquímico) e anovulação crônica; 

II- Hiperandrogenismo e ovários policísticos, com a permanência dos 

ciclos ovulatórios; 

III- Anovulação crônica e ovários policísticos, sem hiperandrogenismo; 

IV- Hiperandrogenismo, anovulação crônica e ovários policísticos. 
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2.2 . FISIOPATOLOGIA 

 

2.2.1. Alterações gonadotróficas 

As características fisiopatológicas da SOP ainda não foram totalmente 

compreendidas, entretanto observa-se uma interação direta entre as 

gonadotrofinas, ovários, andrógenos e insulina.  

A produção hipofisária do hormônio luteinizante (LH) e folículo- 

estimulante (FSH) é um evento fundamental para função reprodutiva, uma vez 

que estão relacionados com a produção de esteróides ovarianos, crescimento 

folicular e ovulação. Para a hipófise produzir e liberar tais hormônios, necessita 

ser estimulada pelo Hormônio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) produzido 

a nível hipotalâmico (EHRMANN, 2005; RAJU et al., 2013).  

Os ovários apresentam duas populações celulares que são estimuladas 

independentemente por LH e FSH (O'DEA et al., 2008; VASKIVUO, 2002). A 

camada da teca interna, estimulada pelo LH, é responsável pela produção de 

andrógenos e a granulosa, estimulada pelo FSH, produz estrógenos. A teca 

apresenta uma vascularização que aumenta juntamente com o 

desenvolvimento folicular, que permite receber substâncias da circulação 

sanguínea, incluindo os precursores da esteroidogênese, como o colesterol, 

que estimulados pelo LH são convertidos em andrógenos (PALMA et al., 2012). 

Caracteristicamente, a granulosa não contém vasos, assim toda sua 

produção de estrógeno é limitada aos precursores que recebe, ou seja, apenas 

os andrógenos provenientes da teca. Esta conversão de andrógenos, 

principalmente androstenediona e testosterona, em estrógenos (basicamente 

estradiol), é realizada por ação da enzima aromatase, estimulada pelo FSH 

(SANDERSON, 2009; SILVA et al., 2006). 

O controle da produção hormonal é realizado por mecanismos de 

interação entre o ovário (folículo e oócito), a hipófise e o hipotálamo (eixo 

hipotálamo-hipofisário-gonadal), nos quais os andrógenos e os estrógenos de 

origem ovariana exercem uma retro-alimentação negativa ou positiva sobre o 

padrão de produção e secreção de gonadotrofinas. Os pulsos de GnRH, por 
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sua vez, também exercem controle sobre a taxa de LH/FSH secretada (PALMA 

et al., 2012). 

Na SOP, evidências sugerem que as células da teca funcionem de forma 

diferenciada, com aumento na produção de andrógenos que decorre ou da 

hipersecreção de LH basal e elevada expressão de seus receptores (HOGG et 

al., 2012; JAKIMIUK et al., 2001), ou do aumento da atividade da enzima 

Citocromo P450c17 (CYP17), responsável pela síntese hormonal (GILLING-

SMITH et al., 1994).  

A elevação dos níveis de LH, portanto, promove o aumento da produção 

de androstenediona pelas células da teca, a qual é convertida pela 17β-

hidroxiesteróide desidrogenase tipo 5 (17β-HSD) em testosterona ou 

aromatizada em estrona. Os andrógenos em excesso são então convertidos 

em estrona nos tecidos periféricos, esta por sua vez, inibe a dopamina 

hipotalâmica provocando um aumento dos pulsos de GnRH, tornando maior a 

produção de LH sobre a do FSH (EHRMAN et al., 2006; HAYES et al., 1998). 

Tais fenômenos, portanto, têm sido considerados a anormalidade primária da 

SOP e, assim, a causa do excesso de andrógenos ovarianos e plasmáticos 

(YEN et al., 1980).   

Outro mecanismo que pode estar diretamente envolvido no aumento da 

síntese dos andrógenos é a RI, com hiperinsulinemia compensatória, que 

ocorrem em 50%-80% de mulheres com SOP, agindo de forma sinérgica ao 

LH, estimulando a resposta estereoidogênica ovariana de forma direta, 

ativando a CYP 17 ou indiretamente reduzindo os níveis de produção da SHBG 

(globulina ligante de hormônios sexuais) hepático, resultando em um aumento 

da biodisponibiidade dos andrógenos livres. Além disso, a RI leva a um 

aumento do estresse oxidativo acompanhado da diminuição da defesa 

antioxidante nos ovários (GONZALES et al., 2006; YAO et al, 2017) (Figura 1). 
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Figura 1: Alterações gonadotróficas e esteroidogenicas durante a SOP e o 

papel da insulina na atuação sinérgica ao LH na produção de andrógenos. 

Adaptado de EHRMANN, (2005). 

 

Com relação à disfunções na foliculogênese, foi possível estabelecer com 

estudos ultrassonográficos e biópsias ovarianas, que mulheres com SOP 

apresentam um pool de folículos em crescimento de duas a três vezes maior 

que mulheres sadias (SIR-PETERMANN et al., 2012). As características 

histológicas da síndrome demonstram um aumento no número de pequenos 

folículos pré-antrais e antrais, e um maior recrutamento folicular 

(HUGHESDON, 1982). Acrescido a esta situação, também observa-se 

detenção no processo de seleção do folículo, que resulta na ausência de 

ovulação (WEBBER et al., 2003). Desta forma, na SOP há maior recrutamento 

e menor seleção, mantendo um grande número dos folículos em crescimento 
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produtores de andrógenos (JONARD; DEWAILLY, 2004). Devido a efeitos 

parácrinos, esta massa folicular aumentada inibe o início do crescimento dos 

demais folículos primordiais (WEBBER et al., 2003), levando a uma reserva 

ovariana de folículos em crescimento (TAKAYAMA et al., 1996). Assim, as 

mulheres com SOP apresentam maiores concentrações de hormônios ati-

mullerianos (AMH) e diminuição da inibina B, marcadores séricos 

característicos da reserva ovariana durante o período fértil (PILTONEN et al., 

2005; SOWERS et al., 2008). 

 

2.2.2. Alterações Androgênicas 

O hiperandrogenismo é marca bioquímica da SOP, e estudos sugerem 

que células da teca interna ovariana em mulheres com esta síndrome, são 

mais eficientes na conversão de precursores androgênicos em testosterona do 

que as células da teca normais (HOGG et al., 2012). Roselfield et al. (1990) 

sugeriram uma hiperfunção da enzima formadora de andrógenos (citocromo 

P450c17α) que tem dupla ação e participa na produção androgênica no ovário 

e na supra-renal, ora com 17-hidroxilase formando 17-hidroxiprogesterona, ora 

com 17,20 liase formando androstenediona. Fatores como insulina, LH, fatores 

de crescimento (fator de crescimento de insulina - IGF-1, principalmente) ou 

outros fatores intrínsecos seriam os responsáveis pela modificação da 

atividade da enzima (HOGG et al., 2012). 

Com base em diferentes estudos, criou-se a hipótese de que menor 

quantidade de receptores de andrógenos (RA) nas células da granulosa e 

tecais poderia impedir a entrada do excesso de andrógenos nos oócitos, 

garantindo o crescimento normal dos folículos. Entretanto, se uma disfunção 

nessa comunicação existisse, os andrógenos fisiologicamente desnecessários 

entrariam no oócito, desencadeando uma série de ações não-genômicas, 

provocando atresia folicular ou formação de folículos não funcionais no ovário 

(ABBOTT et al., 2005; DRUMMOND, 2006; LI; SCHATTEN; SUN, 2009). 

Além de tais características, em mulheres com SOP o hiperandrogenismo 

está associado com o aparecimento de hirsutismo, alopécia e acne, bem como 

a má distribuição da gordura corporal, caracterizada pelo acúmulo de gordura 
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principalmente na região abdominal (BLOUIN; BOIVIN; TCHERNOF, 2008). 

Estudos demonstraram que mulheres com SOP têm níveis mais elevados de 

triglicerídeos (TG), LDL, e colesterol total (CT), quando comparado com 

mulheres sadias, independentemente do índice de massa corporal (WILD et al., 

2011). 

Outras alterações decorrentes do hiperandrogenismo crônico também são 

observadas nas portadoras dessa síndrome, como patologias renais, onde em 

estudo realizado por Patil et al. (2017) mulheres tratadas com DHT 

(dihidrotestosterona) apresentaram aumento da pressão arterial média, peso 

do rim, proteinúria e maior dano renal comparando-se ao grupo controle. Além 

disso, também observou-se uma redução de 60% na taxa de filtração 

glomerular, 40% no fluxo plasmático renal e uma redução significativa na 

excreção urinária de nitrato e nitrito. O exame morfológico dos órgãos mostrou 

glomeruloesclerose focal e segmentar significativa, esclerose global e fibrose 

intersticial, decorrentes desse aumento androgênico. 

Assim como o rim, o fígado das portadoras da SOP também é afetado 

apresentando manifestações de NAFLD (doença hepática gordurosa não 

alcoólica) como demonstrado no trabalho de Kumarendran et al., (2018) onde 

os níveis de citocinas inflamatórias, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de 

necrose tumoral-alfa (TNF-α), bem como da proteína C-reativa (PCR) 

encontraram-se elevados, decorrentes de um estado de inflamação observado 

na obesidade e nos casos de resistentes à insulina, característicos da SOP. 

Alterações histopatológicas também foram encontradas, com áreas de necrose 

e hiperemia, aumento das fibras colágenas levando a um quadro de fibrose, 

além de toxicidade hepática, com alterações enzimáticas como na alanina 

aminotransferase (ALT), oxido nítrico (ON) e glutationa total (GT), com 

consequente elevada resposta imunológica tecidual (LEMOS et al., 2014; 

MOHAMMADI et al., 2017).  

 

2.2.3. Alterações gestacionais 

Mesmo apresentando todas essas características patológicas decorrentes 

da SOP, algumas mulheres conseguem engravidar, entretanto, são 
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classificadas em um grupo de mulheres que apresentam gravidez de risco, 

necessitando de cuidados pré-natais adicionais. Essas pacientes podem 

apresentar manifestações que incluem distúrbios endócrinos, diabetes, 

obesidade, aborto e gravidez múltipla. Para aquelas já diagnosticadas com 

SOP, avaliação do IMC, pressão arterial e glicose oral são recomendadas 

pelas diretrizes da Endocrine Society para tratamento gestacional adequado 

(LEGRO et al., 2013). 

Estudos demonstram um aumento de 2-4 vezes no risco de aborto 

espontâneo em mulheres com SOP, que pode ser decorrente de alterações 

estruturais e funcionais do endométrio, uma vez que as pacientes apresentam 

2-3 vezes mais chances de desenvolverem hiperplasia e câncer endometrial 

(BARRY et al., 2014; KUYUCU et al., 2018) ou também pode ser resultante da 

hiperinsulinemia em conjunção com hiperandrogenismo que contribuem para a 

perda da gravidez através de interferências no implante placentário normal (YU 

et al., 2016).  

Complicações da gestação nas mulheres com SOP podem levar ao 

parto prematuro e aumento no risco de mortalidade perinatal, que pode ser 

decorrente do aumento da taxa de gestações múltiplas, principalmente quando 

não se trata da primeira gestação. Também são observadas alterações fetais, 

com controvérsias, uma vez que estudos em animais, incluindo roedores, 

sugerem que o hiperandrogenismo pode alterar o crescimento embrionário, 

podendo alternativamente aumentar o tamanho fetal. Por outro lado, a 

hiperinsulinemia crônica, decorrente da RI manifestada na maioria das 

pacientes com SOP, pode restringir o crescimento fetal através da interferência 

na função vascular normal (NOVI et al., 2017) 

Outra característica que pode ser observada nas mulheres grávidas que 

são diagnosticadas com SOP é um maior risco de desenvolver diabetes 

gestacional (DG). Além disso, DG e SOP são fatores de risco para o 

desenvolvimento de diabetes tipo 2 após a gestação, uma vez que algumas 

portadoras de SOP podem apresentar inicialmente uma fase de pré-diabetes, 

também conhecida como hiperglicemia intermediária, que está diretamente 

associada a combinação de resistência à insulina e disfunção das células beta 
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pancreáticas. Dessa forma, é relatado que 5-10% das mulheres com sintomas 

clínicos de pré-diabetes e diabetes gestacional tornem-se portadoras de 

diabetes tipo 2 (DARGHAM et al., 2018). 

 

2.3 TRATAMENTOS PARA SOP 

 

Os tipos de tratamentos para a SOP dependem dos sintomas que as 

pacientes apresentam, e podem ser divididos tipicamente em três categorias; 

terapias para os sintomas relacionados ao hiperandrogenismo, para desordens 

menstruais, e para infertilidade (BADAWY, 2011). 

Para o tratamento do hiperandrogenismo clínico, que inclui hirsutismo, 

alopecia e acne, a primeira linha de escolha são as pílulas contraceptivas orais 

(BADAWY, 2011), entretanto, com a permanência dos sintomas, pode-se optar 

pela combinação de tais pílulas a antiandrógenos, que atuam como 

antagonistas competitivos nos RA, revertendo a ação de tais hormônios 

(DEPLEWSKI; ROSENFIELD, 2000). Além disso, a perda de peso, como 

terapia não medicamentosa melhora a circulação dos andrógenos, e fornece 

numerosos benefícios metabólicos para mulheres com SOP (BADAWY, 2011).  

Os contraceptivos hormonais orais combinados (CHOC) permanecem 

como a intervenção medicamentosa predominante para irregularidades 

menstruais em mulheres que não desejam engravidar (URBANETZ et al., 

2009). O componente estrogênico suprime o LH e assim diminui a produção de 

andrógenos nos ovários aumentando também a produção hepática de SHBG 

(globulina ligante de hormônios sexuais), reduzindo os níveis de testosterona 

livre (HARWOOD; VUGUIN; DIMARTINO-NARDI, 2007).  

A infertilidade é um dos principais problemas decorrentes da SOP, assim 

muitos tratamentos que induzem a ovulação estão disponíveis, sendo o mais 

utilizado o Citrato de Clomifeno (CC). Trata-se de um antagonista oral do 

estrógeno que eleva as concentrações de FSH e induz o crescimento folicular 

na maioria das mulheres com SOP e anovulação (HOMBURG, 2005). O 

mecanismo de ação não é inteiramente conhecido, mas sabe-se que sua 

atividade antiestrogênica ovariana induz uma mudança na frequência dos 
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pulsos do GnRH levando ao aumento na liberação do FSH (SIRMANS; PATE, 

2014; THESSALONIKI, 2008).   

 Entretanto, devido a sua ampla utilização, algumas pacientes vêm 

apresentando resistência ao CC, fazendo-se necessária a busca por fontes 

terapêuticas alternativas (NEMATI et al., 2017), surgindo assim o interesse por 

substâncias insulinossensibilizantes, dentre elas as biguanidas, como a 

metformina. 

 

2.3.1 Metformina 

Dentre diversas estratégias terapêuticas, a utilização de drogas 

insulinossensibilizantes para o tratamento de anormalidades reprodutivas 

relacionadas à resistência a insulina, vem se destacando (DIAMANTI-

KANDARAKIS et al., 2012), desta forma, vários estudos têm avaliado a eficácia 

da metformina no tratamento da anovulação decorrente da SOP (COSTELLO; 

EDEN, 2003; SUN; ZHANG; ZHANG, 2013). 

A primeira síntese de metformina ocorreu em 1922, realizada por Werner 

e Bell na Irlanda. Já o Dr. Jean Sterne, um clínico francês, e seus colegas 

propuseram pela primeira vez a utilização da metformina como tratamento para 

diabetes nos anos 60 em Paris (STERNE, 1969). Trata-se de uma biguanida 

oral hipoglicemiante, aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) em 

1995, para o tratamento de portadores de diabetes mellitus não insulino-

dependente, ou seja, diabetes tipo 2 (QUAILE et al., 2010). Os prováveis 

mecanismos de ação da metformina referem-se à diminuição da 

gliconeogênese hepática, suprimindo a gliconeogênese de vários substratos, 

incluindo lactato, piruvato, glicerol e aminoácidos (DOMINGUEZ et al., 1996; 

KIRPICHNIKOV; MCFARLANE; SOWERS, 2002). Na melhora da sensibilidade 

tecidual à insulina, facilita o transporte de glicose, com aumento da atividade 

tirosina quinase nos receptores de insulina (DOMINGUEZ et al., 1996). 

A metformina é absorvida pelo duodeno e jejuno dentro de 

aproximadamente 6 horas e tem uma biodisponibilidade oral de cerca de 40% a 

60%. A droga é distribuída rapidamente após absorção não se ligando à 

proteínas plasmáticas e sem produzir metabólitos ou conjugados sendo 
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excretada pelos rins e na bile sem ser alterada. As taxas de liberação no rim 

são variáveis, dessa forma a dose de metformina deve ser ajustada de acordo 

com a taxa de filtração glomerular (TFG) e aproximadamente 30% da droga é 

excretada diretamente pelas fezes (GRAHAM et al., 2011). 

Os mecanismos de ação da metformina ainda não foram totalmente 

elucidados, porém, acreditava-se que o principal local de ação da droga fosse o 

fígado, aumentando sua sensibilidade levando a um efeito supressor da 

insulina na gliconeogênese (GRAY et al., 2017). Entretanto, estudos recentes 

mostraram que a maioria, se não todos os efeitos hipoglicêmicos da 

metformina podem residir no intestino (DEFRONZO et al., 2016). Esses novos 

dados clínicos são respaldados pela observação de que o efeito de diminuição 

da glicose decorrente da utilização da metformina em ratos é maior quando 

administrada por via oral do que por via intravenosa (STEPENKY et al, 2001, 

2002). 

Parte da eficácia da metformina na SOP pode estar relacionada as suas 

ações diretas na esteroidogênese, devido a seus efeitos 

insulinossensibilizantes (ARLT; AUCHUS; MILLER, 2001; MANSFIELD et al., 

2003).  

A ovulação pode ser resultado direto da ação da metformina no ovário 

levando a uma produção normal de esteroides e um provável efeito de 

feedback que inclui diminuição dos níveis de LH e andrógenos (PALOMBA et 

al., 2009). Vários estudos sugerem que a metformina poderia atuar no 

hiperandrogenismo com interferência direta e específica reduzindo a secreção 

de andrógenos dos ovários e adrenais, e seus níveis circulantes, bem como a 

secreção de LH da hipófise (BAILEY; TURNER, 1996). 

Um efeito direto da metformina na produção de andrógenos pelas células 

da teca foi demonstrado com experimentos In vitro, onde o fármaco inibiu 

significativamente a produção de androstenediona e testosterona nestas 

células através da regulação de proteínas esteroidogênicas e da expressão da 

17-hidroxilase (ATTIA; RAINEY; CARR, 2001). Nestler e Jakubowicz (1996) 

demonstraram que a administração da metformina em pacientes obesas com 

SOP reduz concomitantemente a glicemia de jejum e a atividade da CYP 17 
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ovariana, induzindo a redução da concentração da testosterona sérica livre 

(ATTIA; RAINEY; CARR, 2001). 

A redução dos níveis de insulina após o tratamento com a metformina em 

pacientes com SOP está associada com o aumento no IGFPB-1 (fator de 

crescimento semelhante a insulina ligante de proteína 1) e a diminuição na taxa 

de IGF-I/IGFPB-1. O IGF-I atua de forma autócrina e parácrina estimulando a 

produção de estrógenos pelas células da granulosa (ERICKSON et al., 1990) e 

atua sinergicamente com o LH e FSH no controle dos níveis de aromatase 

nessas células (PALOMBA et al., 2009). 

Além disso, alguns estudos demonstraram que diversos impactos da 

resistência a insulina durante a gestação (risco de aborto, e diabetes 

gestacional) podem ser amenizados pela terapia com metformina (GLUECK et 

al., 2013; JAKUBOWICZ et al., 2002; VANKY et al., 2005). Por isso, muitas 

pacientes recebem o tratamento com Metformina durante o período 

gestacional. 

Dados de animais e humanos sugerem que a metformina é segura na 

gravidez, sem associação com malformações congênitas no primeiro trimestre 

e sem complicações perinatais elevadas (FENG; YANG, 2017) sendo 

classificada como medicamento de categoria C, ou seja, não apresenta efeitos 

teratogênicos durante a organogênese fetal (LAUTATZIS; GOULIS; 

VRONTAKIS, 2013). 

Entretanto, diversos estudos vem observando características contrárias. A 

metformina pode afetar diretamente o desenvolvimento embriológico e 

fisiológico fetal, uma vez que tem a capacidade de atravessar a barreira 

materno/fetal, e é encontrada no sangue da placenta e do cordão umbilical com 

as mesmas concentrações do sangue venoso materno (CHARLES et al., 2006; 

KOVO et al., 2008). Carlsen e Vanky (2010) demonstraram um aumento nos 

níveis de SHBG hpática em neonatos cujas mães foram expostas a metformina 

durante o primeiro trimestre da gestação.  

Este fármaco também vem apresentando alguns resultados controversos 

a nível renal e hepático, com a presença de acidose lática, alterações de 

enzimas do fígado e diversos efeitos gastrointestinais (JONES et al., 2002; 
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LAUTATZIS; GOULIS; VRONTAKIS, 2013), além de promover alterações nas 

células testiculares dos neonatos (TARTARIN et al., 2012) e diminuição da 

massa corporal destes (KOVO et al., 2008). 

Com o objetivo de amenizar possíveis danos decorrentes da utilização da 

metformina, e melhorar o seu potencial de ação, alguns estudos vêm 

associando esse medicamento a outras substâncias, como a melatonina, para 

o tratamento de algumas patologias (ANISIMOV et al., 2010). Man’chevea et al. 

(2011), realizaram experimentos induzindo câncer de pele em animais e 

observaram que o tratamento com a associação da melatonina e metformina 

reduziu o crescimento tumoral quando comparado aos animais tratados apenas 

com as monoterapias. Já Anisimov et al. (2010), observaram que em animais 

induzidos ao câncer de mama a melatonina e metformina simultâneas 

promoveram um aumento no tempo de vida dos animais e inibiram o 

crescimento de tumores. 

Como a Melatonina é um potente agente antioxidante e eliminador de 

radicais livres, e o estresse oxidativo é uma condição presente na SOP, a 

utilização da melatonina associada a metformina para o tratamento desta 

enfermidade poderia ser uma alternativa terapêutica eficaz. 

 

2.4. GLÂNDULA PINEAL E MELATONINA 

 

Nos mamíferos, a integração entre a temporalidade externa e interna é 

fornecida pelos núcleos supraquiasmáticos (NSQ) do hipotálamo (FUCHS et 

al., 2010), que recebem informações da luminosidade, advindas diretamente do 

ambiente, através do feixe nervoso retino-hipotalâmico (BUENO; WEY, 2012). 

As mensagens, que partem dos NSQ, são então transmitidas para neurônios 

do segmento cervical da medula, em seguida, enviadas para os gânglios 

simpáticos cervicais superiores, e destes para a glândula pineal (HIRIART, et 

al., 2012). 

Esta glândula, também conhecida como epífise, está localizada no teto do 

terceiro ventrículo entre os dois hemisférios cerebrais, originando-se do 

diencéfalo (MAGANHIN et al., 2008). É um órgão endócrino ativo, formado por 
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células com função neurosecretora, os pinealócitos, e por células intersticiais 

semelhantes às células da glia (COMMENTZ; HELMKE, 1995). Seus produtos 

bioquimicamente específicos são indolaminas e peptídeos. A melatonina, uma 

indolamina, é o mais bem estudado dos produtos da pineal (CARRILLO-VICCO 

et al., 2003; MATHEUS et al., 2012). Possui baixo peso molecular e 

característica anfifílica, ou seja, difunde-se tanto nos meios lipofílicos como 

hidrofílicos (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008). Também é conhecida como N-

acetil-5-metoxitriptamina, um composto orgânico de coloração amarelo-claro, 

que é transportada no plasma ligado a proteínas, em especial à albumina, 

tendo sua vida média variando entre 30 e 60 minutos (MAGANHIN et al., 2008).  

A melatonina é sintetizada pelos pinealócitos a partir do neurotransmissor 

serotonina, o qual, por sua vez, tem como precursor o aminoácido triptofano 

(MAGANHIN et al., 2008). Esse processo ocorre quando a enzima 

triptofanohidroxilase (TH) converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). 

Posteriormente a 5-hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD) remove o grupo 

alfa-carboxil terminal do 5-HTP e o transforma em serotonina. A N-

acetiltransferase (NAT) catalisa a transferência do grupo acetil para a 

serotonina a partir do acetil-CoA, resultando na formação da N-acetilserotonina 

(NAS). Por fim, a enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT) catalisa a 

reação de conversão da NAS em melatonina (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 

2005; MACCHI; BRUCE, 2004; MARONDE et al., 2011). Como a HIOMT só 

pode ser fabricada na ausência de luz, o mesmo ocorre com a melatonina, que 

é então denominada de agente endócrino da escuridão (HIRIART, et al., 2012; 

PEKELMAN et al., 2003). (Figura 2). 
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Figura 2. Via Biosintética da melatonina (REITER et al., 2000) 

 

Além da pineal, outras fontes podem produzir melatonina, tais como: retina, 

células imunocompetentes, trato gastrointestinal, fígado, testículos e ovários 

(HARDELAND et al., 2011). Essas fontes extrapineal contribuem minimamente 

para a concentração plasmática da melatonina, porém, possuem importância 

considerável para ação parácrina e/ou autócrina desse hormônio (MACCHI; 

BRUCE, 2004; PONTES et al., 2006). As mitocôndrias, por exemplo, podem 

ser o local de produção de melatonina no interior das células para sua própria 

proteção (TAN et a., 2012). 

O pico de secreção da melatonina é alcançado na primeira metade da 

noite, decaindo gradualmente (HIRIAT, et al., 2012). Durante esse período, 
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banha as células e tecidos, fornecendo uma série de informações rítmicas, 

permitindo a diferenciação entre o dia e a noite (CARILLO-VICO et al., 2004; 

OKATANI et al., 2003). Em virtude das estações do ano, conforme os dias vão 

ficando mais curtos, a exposição dos animais à melatonina aumenta, 

informando ao organismo a duração da noite, e consequentemente, o período 

do ano correspondente (HARDELAND et al., 2011). 

Essa indolamina participa de uma grande variedade de processos 

celulares, neuroendócrinos e neurofisiológicos, como a regulação do ciclo 

sono-vigília, do sistema imunológico, cardiovascular, além de influenciar o ritmo 

de vários outros processos, como por exemplo, o metabolismo de lipídios e 

carboidratos, a regulação da temperatura corporal, processos carcinogênicos, 

fisiologia gastrointestinal, e a pressão sanguínea (HIRIART, et al., 2012; 

SOARES JR et al., 2003).  

Sabe-se, ainda, que a melatonina é um potente agente antioxidante, e 

eliminador de radicais livres, podendo atuar a nível mitocondrial evitando danos 

ao seu DNA e melhorando a atividade da cadeia transportadora de elétrons. 

Além disso, esse hormônio e seus metabólitos também são capazes de 

modular a transcrição de genes de enzimas antioxidantes (TOMÁS-ZAPICO; 

COTO-MONTES, 2005), e se ligar a calmodulina para interferir na produção de 

oxido nítrico (ON), reduzindo os radicais livres e consequentemente os danos 

oxidativos (BOUTIN, 2016). 

Além disso, essa indolamina apresenta efeitos no sistema imunológico, 

uma vez que todos os tipos celulares desse sistema possuem receptores 

específicos para melatonina. Em estudos realizando-se pinealectomia ou 

qualquer outra forma de diminuição da síntese hormonal são observadas 

diminuição da resposta imune humoral e celular (CARRILO-VICO et a., 2005; 

YANG et al., 2018). A atividade imunoestimulatória e antiapoptótica da 

melatonina são exercidas principalmente através da sua ação nos linfócitos T 

help (LTh), pois em concentrações suprafisiológicas induzem a proliferação de 

células T e citocinas proinflamatórias. Entretanto, outros estudos já 

demonstram a função imunossupressora da melatonina, tornando-a assim uma 

molécula reguladora (CARRILO-VICO et a., 2005; PARK et al., 2005). 
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Influencia diretamente a resposta imune celular, atuando na proliferação de 

monócitos (induzindo a produção de citocinas como IL-6, IL-12, e inibindo a 

produção de IL-10, TNFα), eosinófilos, basófilos, neutrófilos e células NK 

(CALVO; GONZALES-YANES; MALDONADO, 2013). 

Existem três principais vias de degradação deste hormônio, sendo a 

hepática considerada a via clássica, onde a enzima CYP P450 do fígado 

metaboliza a melatonina em 6- hidroximelatonina, que em seguida é conjugada 

com um sulfato ou glucoronida, sendo então secretada na urina (SLOMINSKI et 

al., 2012). Quando a melatonina reage com o peroxinitrito (ONOO-) forma o 

metabólito 6- hidroximelatonina que manifesta uma atividade antioxidante maior 

em determinados modelos in vitro (REITER; TAN; BURKHARDT, 2002). 

A melatonina pode agir de diferentes formas, em diversos tecidos, pode 

atuar se ligando a proteínas intracelulares (como a calmodulina), a receptores 

nucleares, a receptores localizados na membrana plasmática, e ainda 

desempenhando efeitos antioxidantes (MACCHI; BRUCE, 2004).  

 

2.4.1. Melatonina e reprodução 

Em diversos animais, tais como os roedores, as variações no ciclo 

reprodutivo ocorrem em função das mudanças no fotoperíodo (ROCHA et al., 

2011), sendo regulada, portanto, através da modulação do eixo hipotalâmico-

hipofisário-gonadal pela melatonina (VÁZQUEZ et al., 2004). Esse processo 

ocorre através da ativação de receptores desse hormônio encontrados em 

diferentes tecidos (FRUNGIERI et al., 2005; ROY et al., 2001).  

O primeiro receptor de melatonina foi isolado a partir de linhagens de 

melanóforos da derme de anuros, o Xenopus laevis, em 1994, sendo expresso 

apenas em espécies não-mamíferas (EBISAWA et al., 1994). Depois, cDNAs 

que codificam duas diferentes formas de receptores de melatonina humana 

foram clonados e denominados de receptor de melatonina tipo 1 e tipo 2 (MT1 

e MT2, respectivamente) (REPPERT et al., 1995).  

Posteriormente, os receptores foram divididos baseando-se em diferentes 

cinéticas de ligação e afinidade em duas classes, e denominados de ML-1 

(MT1, MT2 e Mel1c), e ML-2 (MT3). Os receptores da classe ML-1 representam 
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os receptores acoplados a proteínas transmembranas G, e ambos, MT1 (Mel1a) 

e MT2 (Mel1b), são encontrados em todos os grupos de vertebrados, já o Mel1c 

é apenas encontrado em anfíbios, aves e peixes (VANECEK, 1998). O receptor 

da classe ML-2 (MT3), diferentemente dos demais receptores, apresenta 95% 

de homologia com a sequência de aminoácidos presentes na enzima quinona 

redutase 2, e há controvérsias se realmente se trata de um receptor ou uma 

quinona redutase 2 sensível a melatonina (DUBOCOVICH, 1988; MAILLIET et 

al., 2005; MOLINARI; NORTH; DUBOCOVICH 1996). 

As características de ligação das duas classes de receptores são 

semelhantes, apresentando afinidades subnanomolares para a melatonina 

(DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005). Este hormônio, após a ligação com 

seu receptor específico pode atuar de diferentes maneiras. Evidências 

demonstram sua capacidade de ligação com a calmodulina, que apresenta 

diversas funções na regulação de enzimas, canais iônicos e receptores, e sua 

ligação com receptores nucleares, podendo ser de forma direta, ou promovida 

por cascatas de reações citoplasmáticas para chegar ao núcleo (CHAN; 

WONG, 2013) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Melatonina e alguns de seus mecanismos de ação. MT- receptores 

de melatonina, MT1 e MT2, receptores acoplados a proteína G. QR2 (quinona 

redutase 2). Adaptada de TAMURA, (2009). 
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Ambos MT1 e MT2 são distribuídos em tecidos neuronais e periféricos 

(EKMEKCIOGLU, 2006; PANDI-PERUMAL et al., 2008), sendo encontrados 

nos núcleos supraquiasmáticos (NSQ) (LIU et al., 1997) com níveis altos de 

expressão sincronizados com o ritmo circadiano (REITER, 1991). Além dos 

NSQ, receptores de melatonina funcionais estão principalmente localizadas no 

cérebro (DUBOCOVICH et al., 2003) e em outros tecidos (FRUNGIERI et al., 

2005), incluindo artérias (MASANA et al., 2002), fígado, rins (NAJI et al., 2004), 

adipócitos (ZALATAN; KRAUSE; BLASK, 2001), no sistema imune 

(DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005; GUERRERO; REITER, 2002; 

SKWARLO-SONTA et al., 2003), nos testículos e ovários (CLEMENS; 

JARZYNKA; WITT-ENDERBY, 2001). A melatonina, portanto, pode regular a 

função ovariana por diversos mecanismos, incluindo a ativação de seus 

receptores e caminhos de sinalização em diferentes tipos de células alvo, 

especialmente as células da teca e granulosa (SOARES JR et al., 2003; 

TAMURA et al., 2013). 

Os mecanismos de ovulação têm sido comparados aos de uma reação 

inflamatória, estando as Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) intimamente 

relacionadas a esse processo (ESPEY, 1994). Essas EROS são produzidas 

durante a ovulação por macrófagos, neutrófilos e células endoteliais vasculares 

presentes nos folículos (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005). Embora  

desempenhem um papel importante na ruptura do folículo durante a ovulação, 

podem causar danos aos oócitos e as células da granulosa (BEHRMAN et al., 

2001), além de ser relatada sua capacidade de inibir a produção de 

progesterona pelas células luteínicas, através da inibição de enzimas 

esteroidogênicas, e atuar em proteínas intracelulares envolvidas no transporte 

de colesterol para as mitocôndrias (BEHRMAN; ATEN, 1991). 

Devido a suas características, a melatonina atua na regulação de 

estrógeno e progesterona, na atividade funcional e o crescimento ovariano, 

reduzindo o estresse oxidativo nos folículos, e proteção dos oócitos contra 

radicais livres, além na modulação das gonadotrofinas (GnRH) que regulam a 

concentração de LH e FSH (DEVOTO et al., 2002; FUJIMOTO et al., 2002). É 
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considerada uma molécula moduladora, podendo apresentar atividade 

antiestrogênica, por sua interferência nos receptores de estrógeno, e na 

síntese desse hormônio pela inibição da enzima aromatase, podendo também  

modular a síntese e produção hormonal regulando todo o processo de 

desenvolvimento folicular (OKATANI; SAGARA, 1995). 

Em estudos realizados com ratas prenhes, onde ocorreu à remoção da 

glândula pineal, os níveis baixos de melatonina promoveram diminuição da 

implantação embrionária, sugerindo a atuação deste hormônio sobre algumas 

características morfofuncionais do endométrio estritamente relacionadas com a 

implantação do embrião (DAIR et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2004). Além disso, 

também foram detectadas altas concentrações de melatonina no fluido folicular 

(ROONNBERG et al., 1990). Sua atuação bem documentada como 

antioxidante pode estar associada ao desenvolvimento folicular e à qualidade 

oocitária, interferindo em processos como a maturação oocitária e ovulação 

(TAMURA et al., 2008).  

Quando ratas foram expostas a estímulo luminoso contínuo ou 

pinealectomizadas apresentaram queda na quantidade da melatonina 

produzida, levando a alterações no ciclo estral e prolongamento a fase de 

estro. No entanto, a administração exógena de melatonina nessas ratas foi 

capaz de regularizar o ciclo (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005). 

Também foi observado que, durante o período gestacional, a produção e 

concentração da melatonina apresentam mudança gradual, atingindo valores 

elevados no final desse período, sugerindo que esse hormônio desempenha 

um importante papel em sua manutenção (NAKAMURA et al., 2001). Esta 

indolamina lipofílica atravessa a placenta livremente sem ser alterada, 

atingindo a circulação fetal com facilidade, fornecendo informações periódicas 

para o feto, o que influencia o fotoperíodo pré-natal através de receptores 

específicos para este hormônio em diversos tecidos, mediando diversas 

interações fisiológicas fetais (GOLDMAN, 2003). 
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2.4.2 Melatonina e SOP 

Altos níveis de estresse oxidativo (EO) foram encontrados em pacientes 

com SOP, indicando uma associação entre esses fatores (MURRI et al., 2013). 

Em estudo com ratos submetidos à iluminação constante, que causa danos à 

glândula pineal e diminui a produção de melatonina, foi observado danos no 

sistema reprodutor e estresse oxidativo (ZUVARRA et al., 2009). 

Na síndrome dos ovários policísticos a infertilidade feminina pode ser 

atribuída não apenas a anovulação crônica, mas também a diminuição dos 

oócitos e a qualidade do embrião (PLACHOT et al., 2003). As espécies reativas 

de oxigênio (EROS) induzidas pelo estresse oxidativo podem ser responsáveis 

pela qualidade dos oócitos, e a geração de tais espécies a partir das células 

mononucleares é elevada em mulheres com a síndrome, assim como o produto 

da peroxidação lipídica aumenta consideravelmente no soro das portadoras e 

no fluído folicular das mesmas (GONZALEZ et al., 2006). A taxa de apoptose 

das células da granulosa é maior nas mulheres com SOP, e o estresse 

oxidativo pode causar também apoptose dos oócitos  

Os níveis de 6-sulfatoximelatonina, metabólito enzimático da melatonina, 

na urina são significativamente maiores em mulheres com SOP 

(LUBOSHITZKY et al., 2001). Esse metabólito é correlacionado com a 

testosterona, demonstrando que mulheres com SOP têm um aumento na 

secreção de melatonina e isso está associado com seus níveis de testosterona 

(LUBOSHITZKY et al., 2001). 

Concentrações baixas desse hormônio, devido a pinealectomia ou 

exposição constante a luz, induz alguns aspectos da SOP em ratos (PRATA 

LIMA; BARACAT; SIMÕES, 2004) podendo decorrer de uma diminuição na 

absorção da melatonina no folículo ovariano (TAMURA et al., 2009). Estudos 

demonstraram que a concentração de melatonina intrafolicular foi 

significativamente menor em mulheres com SOP quando comparadas a 

mulheres sadias, mesmo existindo elevadas concentrações da indolamina no 

soro, sendo esse aumento sérico, por sua vez, devido a um feedback para os 

níveis insuficientes de melatonina no ovário (TAMURA et al., 2009), onde o 
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elevado nível de melatonina no fluído folicular é necessário para o crescimento 

do folículo, ovulação e qualidade oocitária (TAMURA et al., 2014).  

Desta forma a melatonina apresenta-se como alternativa terapêutica para 

o tratamento da infertilidade e consequentemente da SOP, uma vez que foi 

capaz de reduzir o dano oxidativo intrafolicular (TAMURA et al., 2008). Em 

estudos realizando-se fertilizações in vitro, observou-se que a administração da 

melatonina durante a evolução clínica do processo promoveu aumento na taxa 

de gravidez quando comparado as pacientes que apenas foram fertilizadas e 

não receberam melatonina (TAMURA et a., 2009). Além disso, seus efeitos na 

esteroidogênese, regulando a produção de progesterona, de hormônios 

sexuais e regulando a atividade de enzimas esteroidogênicas, bem como a 

expressão do gene do receptor de LH, FSH e andrógenos, demonstram a 

influencia dessa indolamina no sistema endócrino e ovariano. 

Assim, a utilização da melatonina, que apresenta diversos efeitos 

reprodutivos, associada a tratamentos pré-estabelecidos para a SOP, como a 

metformina, poderia ser uma alternativa terapêutica eficaz, fornecendo uma 

série de efeitos benéficos e protetores quando utilizadas durante o período 

gestacional. 
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RESUMO 

A síndrome dos ovários policísticos (SOP) pode levar a infertilidade além de 

várias doenças metabólicas durante a gestação. Assim, a utilização da metformina 

durante esse período vem aumentando consideravelmente apesar dos seus efeitos não 

serem totalmente elucidados. Além disso, sabe-se que o hormônio melatonina 

desempenha várias funções reprodutivas podendo ser uma alternativa para o tratamento 

dessa patologia associada ou não a metformina. Assim, foram utilizadas 40 ratas albinas 

divididas em cinco grupos; I- Sem indução da SOP; II- Induzidos à SOP; III- Induzidos 

à SOP tratados com Metformina; IV- Induzidos à SOP tratados com Melatonina e V- 

Induzidos a SOP tratados com Metformina e Melatonina. A indução foi realizada 

mediante gavagem de Letrozol na dosagem de 1mg/kg/dia durante 21 dias consecutivos. 

A metformina foi administrado 10 dias antes e durante o período gestacional na 
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dosagem de 50 mg/100g, assim como a melatonina, na dose de 0,5mg/kg. Foi possível 

observar que a administração da melatonina administrada isolada foi mais eficiente em 

reverter os parâmetros decorrentes da indução da SOP (aciclicidade estral, aumento do 

peso corporal,  do colesterol total, trigicerídeos, LDL, VLDL e glicose, diminuição na 

quantidade de neonatos, alterações ovarianas com elevação dos seus receptores 

androgênicos além de diminuição nos níveis de progesterona) do que sua associação 

com a metformina O tratamento com metformina também apresentou efeitos benéficos 

em ralação a alguns parâmetros decorrentes da policistose. Dessa forma, podemos 

concluir que as monoterapias, destacando-se a utilização da melatonina, apresentaram-

se mais eficaz do que a associação dos fármacos.  

Palavras – Chave: Melatonina, reprodução, metformina, metabolismo, SOP, ratas 

 

ABSTRACT 

Polycystic ovary syndrome (PCOS) can lead to infertility in addition to several 

metabolic diseases during pregnancy. Thus, the use of metformin during this period has 

increased considerably although its effects are not fully elucidated. In addition, it is 

known that the hormone melatonin performs several reproductive functions and may be 

an alternative for the treatment of this pathology associated or not to metformin. Thus, 

40 albino rats were divided into five groups; I- No induction of PCOS; II- Induced to 

SOP; III- induced to SOP treated with Metformin; IV- Induced to SOP treated with 

Melatonin and V- induced to SOP treated with Metformin and Melatonin. Induction was 

performed by gavage of Letrozole at the dosage of 1mg / kg / day for 21 consecutive 

days. Metformin was administered 10 days before and during the gestational period at 

the dose of 50 mg / 100g, as well as melatonin at the dose of 0.5mg / kg. It was possible 

to observe that the administration of melatonin alone was more efficient in reversing the 
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parameters due to induction of PCOS (estrous acyclicity, increase in body weight, total 

cholesterol, triglycerides, LDL, VLDL and glucose, decrease in the number of neonates, 

ovarian changes with elevation of its androgenic receptors, and a decrease in 

progesterone levels) than its association with metformin. Treatment with metformin also 

had beneficial effects in relation to some parameters resulting from polycystic disease. 

Thus, we can conclude that the monotherapies, highlighting the use of melatonin, were 

more effective than the association of the drugs. 

Key Words: Melatonin, reproduction, metformin, metabolism, PCOS, rats 

 

1. INTRODUÇÃO 

Atualmente a síndrome dos ovários policísticos (SOP) é considerada uma das 

desordens endocrinológicas mais frequentes em mulheres em idade reprodutiva, de 

causa multifatorial e com susceptibilidade associada a fatores de riscos genéticos e 

ambientais [1]. 

Nessa síndrome, a infertilidade feminina pode ser atribuída não apenas a 

anovulação crônica, mas também a diminuição dos oócitos e a qualidade do embrião[2] 

uma vez que a formação de espécies reativas de oxigênio (EROS) a partir das células 

mononucleares é elevada em portadoras da SOP e o produto da peroxidação lipídica, 

decorrente do estresse oxidativo, aumenta consideravelmente no soro e no fluído 

folicular das mesmas[3].  

Devido a tais características, tem-se buscado alternativas terapêuticas para o 

tratamento da SOP, como a utilização de agentes antioxidantes associados a tratamentos 

pré-estabelecidos. Dentre eles, destaca-se a melatonina, um hormônio produzido e 

secretado pela glândula pineal que atua na regulação do estrógeno e progesterona, na 

atividade funcional e crescimento ovariano, reduzindo o estresse oxidativo nos folículos, 
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e protegendo os oócitos contra os radicais livres, além de modular as gonadotrofinas 

(GnRH) que regulam as concentrações de LH e FSH no organismo [4,5]. Também foi 

observado que essa indolamina lipofílica atravessa a placenta livremente sem ser 

alterada, atingindo a circulação fetal com facilidade, fornecendo informações periódicas 

para o feto, o que influencia o fotoperíodo pré-natal através de receptores específicos 

para este hormônio em diversos tecidos, mediando uma gama interações fisiológicas 

fetais [6]. 

Dentre os tratamentos disponíveis, a metformina, uma biguanida utilizada para 

tratar pacientes obesos com diabetes tipo 2, tornou-se o agente mais utilizado devido a 

seus efeitos diretos sobre a esteroidogênese [7]. Vários estudos têm indicado que a 

manutenção do tratamento com metformina durante a gravidez reduz o risco de abortos 

no primeiro trimestre [8], e nascimentos prematuros [9] fazendo com que muitas 

pacientes com ovários policísticos continuem o tratamento com a metformina durante a 

gestação [10,11]. Entretanto, seus mecanismos de ação e todos os seus possíveis efeitos 

quando administrada durante o período gestacional ainda não foram totalmente 

elucidados. Assim, testamos a hipótese de que a utilização da melatonina associada ou 

não à metformina  para o tratamento desta enfermidade durante a gestação poderia ser 

uma alternativa terapêutica eficaz. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1.Animais.  

O experimento foi realizado no Laboratório de Histologia do Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram 

utilizadas 40 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar com 90 dias 

de idade, pesando aproximadamente 200g ± 20g, procedentes do Biotério do mesmo 

Departamento. Este experimento foi aprovado pelo CEUA, com a licença 19/2017. 
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As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentação e água “ad libitum”, na 

temperatura de 22±1C e iluminação artificial que estabelecem o fotoperíodo de 12 

horas claro e 12 horas escuro, considerando o período de luz das 06:00 às 18:00 horas. 

Após um período de adaptação, foram colhidos esfregaços vaginais para a determinação 

do ciclo estral. As ratas que apresentaram três ciclos estrais regulares foram divididas, 

ao acaso, em cinco grupos, cada um, constituído por 8 animais; 

Grupo I- Animais sem indução da SOP (Controle); Grupo II- Animais induzidos 

à SOP (SOP); Grupo III- Animais induzidos a SOP e tratados com Metformina (SOP + 

Met); Grupo IV- Animais induzidos a SOP e tratados com Melatonina (SOP+ Mel); 

Grupo V- Animais induzidos a SOP tratados com Metformina e Melatonina 

(SOP+Mel+Met).  

2.2.Indução da SOP.  

A indução da Síndrome dos ovários Policísticos foi realizada em todos os 

animais dos grupos II, III, IV e V, mediante gavagem de Letrozol na dosagem de 

1mg/kg/dia durante 21 dias consecutivos [12]. Para confirmação da indução, esfregaços 

vaginais foram realizados para identificação da aciclicidade estral das ratas, por volta de 

18 dias, correspondendo a aproximadamente 3 ciclos estrais. 

2.3.Tratamento com metformina.  

O cloridrato de metformina foi administrado por gavagem nos animais dos 

grupos III e V, na dosagem de 50 mg/100g diluído em 0,05 mL de água destilada 

segundo a metodologia de Elia et al. [13], dez dias antes e durante o período gestacional. 

O grupo II recebeu apenas água destilada.  

2.4.Tratamento com melatonina.  

O tratamento com melatonina foi realizado após aferição do peso das ratas, de 

acordo com a metodologia proposta por Prata-Lima [14], nas ratas do grupo IV e do 
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grupo V. A melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi administrada na dose de 0,5 

mg/kg de peso corporal do animal, dissolvida em um volume de etanol (0,02 mL) e 

diluída na água de beber, durante a noite (18:00). Para garantir a ingestão, os animais 

passaram diariamente por um período de restrição hídrica de cerca de 4h. A melatonina 

foi administrada dez dias antes e durante o período gestacional.  

2.5.Acasalamento. 

 Após o diagnóstico da SOP, e 10 dias de tratamento, as fêmeas foram pesadas e 

permitidas ao acasalamento na proporção de um macho para duas fêmeas, diariamente, 

sempre no início da noite (18:00h). Na manhã seguinte (06:00h), foram realizados 

exames colpocitológicos para a confirmação do acasalamento, tomando-se como 

parâmetro à presença de espermatozóides nos esfregaços vaginais, corados pelo método 

de Shorr-Harris, sendo este dia considerado o primeiro dia gestacional. 

2.6.Dosagens bioquímicas e hormonais. 

 As ratas de todos os grupos experimentais foram imobilizadas utilizando-se um 

contensor para a coleta do sangue por punção da veia caudal lateral com uso de cateter 

(24G), o sangue foi coletado antes da indução da SOP, após a indução, após 10 dias dos 

respectivos tratamentos e durante a gestação, nos tempos de 7, 14 e 21 dias de prenhez. 

Após centrifugação refrigerada, o soro foi acondicionado em microtubos (eppendorfs) e 

congelados a -20°C até o momento das dosagens [15]. Os níveis séricos de estrógeno e 

progesterona foram dosados utilizando-se o método Enzyme Linked Immunosorbet 

Assay (ELISA), através de KIT's comerciais. Todas as dosagens foram realizadas em 

triplicata. As dosagens de colesterol total (CT), triglicerídeos (TG), HDL, LDL, VLDL 

e glicose dos animais foram realizadas utilizando kits reagentes da Doles, conforme 

especificações do fabricante. 
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2.7.Análise histopatológica e morfométrica. 

 Ao final do experimento as fêmeas foram anestesiadas com hidrocloridrato de 

cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular para remoção dos 

ovários. Em seguida os animais foram submetidos à eutanásia por meio do 

aprofundamento anestésico. Os ovários foram pesados e em seguida fixados em 

formaldeído a 10% tamponado, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente 

foram processados para inclusão em parafina e os cortes submetidos à técnica de 

coloração pela Hematoxilina - Eosina (H. E.) para análise de rotina histopatológica, 

além de coloração por PAS e Picrosirius. A quantificação em pixels dos grânulos de 

glicogênio e das fibras colágenas foi realizada utilizando o programa GIMP.2.8. 

Os ovários foram pesados com auxílio de balança analítica e o índice 

organossomático foi calculado pela razão entre o peso de cada órgão e o peso corpóreo 

de cada animal [16], como representado na figura abaixo:  

Onde: 

IO: Índice organossomático; 

PO: Peso do órgão; 

PC: peso corporal. 

 

Para análise morfométrica com a determinação da percentagem da área ovariana 

ocupada pelos folículos, as lâminas foram observadas em uma objetiva de 10x, 

contendo no interior um retículo de WEIBEL com 100 pontos. Foram utilizadas cinco 

lâminas nas quais foram contados os pontos que incidiram sobre os folículos, corpos 

lúteos e estroma ovariano. Foram determinados cinco campos no ovário, totalizando 

500 pontos por grupo [17]. Para medição das camadas da teca e da granulosa, 
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fotomicrografias na objetiva de 40x foram realizadas para análises utilizando o 

programa Image J. 

2.8.Análise imunohistoquímica.  

Secções dos ovários obtidas de material parafinado (5 µm) de todos os grupos 

foram usadas para detecção por imunohistoquímica para receptor de andrógeno (AR- 

rabbit polyclonal IgG, sc- 816, Santa Cruz Biotecnology, 1:100). Inicialmente, as 

secções do órgão foram desparafinadas com xilol e hidratadas com etanol. Os cortes 

foram incubados com os respectivos anticorpos overnight, e posteriormente foram 

incubados com streptavidina-peroxidase, sendo então revelados com substrato 

cromógeno 3, 3’diaminobenzidina (DAB) em marrom e contra-coradas com 

Hematoxilina de Harris. A quantificação em pixels da marcação foi realizada utilizando 

o programa GIMP2.8 

2.9.Análise estatística.  

A análise estatística foi realizada em um programa computacional GraphicPad 

Prism 5, onde dados foram avaliados por meio de testes paramétricos de Anova One-

way com post-hoc de Tukey (P<0,05), e Anova Two-way, para análise da ciclicidade. 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Ciclicidade estral. 

 Foi possível observar que a administração de letrozol levou a uma alteração no 

ciclo estral dos animais, com uma elevação na fase de diestro e diferentes tempos nas 

demais fases do ciclo, comprovando a aciclicidade característica de sua administração, 

como pode ser observado nos animais do grupo II. Com os respectivos tratamentos, 

durante 10 dias, observou-se uma normalização dessa ciclicidade, não apresentando 

diferenças significativas entre os animais dos grupos I , III, IV e V. Os grupos III, IV e 
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V apresentaram maiores percentuais da fase de estro, diferindo significativamente 

apenas do grupo controle, e do grupo induzido à policistose (Figura 1). 

3.2. Peso, IO e número de neonatos.  

Os animais induzidos à SOP também apresentaram aumento de peso corporal 

acentuado, diferindo significativamente do grupo controle. Após os 10 dias dos 

respectivos tratamentos, apenas os animais do grupo II, que receberam solução placebo, 

permaneceram com o peso elevado. No período gestacional, aos 7 e 14 dias, ou seja, 

terço inicial e médio da gestação, os animais de todos os grupos apresentaram aumento 

de peso corporal, exceto os animais do grupo V, parâmetro este que foi normalizado na 

fase final da gestação, ou seja, com 21 dias (Tabela 1). 

Também foi possível observar que os animais do grupo II e V foram os que 

levaram mais tempo para a cópula em comparação com os demais grupos (Figura 2A). 

Já quanto ao número de neonatos, os animais que receberam apenas a melatonina (GIV) 

foram os únicos que tiveram a quantidade de prole semelhante ao controle, enquanto 

que os animais do grupo II, III e V apresentaram uma quantidade reduzida, sendo mais 

expressiva nesse último grupo (Figura 2B).  

O índice organossomático foi menor nos animais do grupo V, uma vez que os 

ovários apresentaram menor tamanho e peso quando comparados ao controle, entretanto, 

não houve diferença significativa entre os animais desse grupo e os animais dos grupos 

III e IV. Os animais do grupo II apresentaram valores semelhantes aos animais do grupo 

I, III e IV os quais não diferiram entre si (Figura 2C). 

3.3. Perfil lipídico e níveis de glicose.  

O perfil lipídico observado nos diferentes grupos experimentais demonstrou um 

aumento nos níveis de colesterol total naqueles animais que foram induzidos à SOP, 

diferindo significativamente do grupo controle, o colesterol total foi normalizado após 
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os respectivos tratamentos, tanto com metformina, melatonina e sua associação. No 

terço inicial da gestação foi observado diminuição característica do colesterol total nos 

animais dos grupos que receberam as monoterapias ou sua associação. No terço médio 

da gestação verificou-se um aumento expressivo nos animais tratados com a associação. 

Já no terço final da gestação verificou-se uma redução significativa nos animais dos 

grupos que receberam as monoterapias ou sua associação. Os triglicerídeos também 

apresentaram-se elevados após a indução da policistose, tendo seus níveis reduzidos 

apenas nos animais tratados com melatonina e a associação dos fármacos. Não foram 

observadas diferenças entre os grupos na fase inicial e média da gestação, entretanto 

com 21 dias, apenas os animais que receberam melatonina e a sua associação com a 

metformina apresentaram níveis semelhantes àqueles observados no grupo controle 

(Tabela 2 e 3).  

Os níveis de HDL apresentaram-se reduzidos após a indução da SOP, e tiveram 

seus níveis normalizados após os respectivos tratamentos, entretanto, no terço inicial da 

gestação verificou-se uma redução nos animais tratados com melatonina e a associação. 

No terço médio apenas a associação reduziu sendo semelhante aos animais do grupo II. 

E no terço final do período gestacional, os animais que receberam os diferentes tipos de 

tratamento apresentaram uma redução do HDL, diferindo dos animais do grupo controle 

e do GII, mas sem diferir significativamente entre si (Tabela 4). O LDL apresentou-se 

elevado nos animais que foram induzidos à SOP, diferindo significativamente dos 

animais do grupo I. Com 10 dias de tratamento, tanto com metformina, melatonina e a 

associação dos fármacos, seus níveis se regularizaram assemelhando-se aos animais do 

grupo controle. Esse mesmo resultado foi observado no terço inicial da prenhez. Com 

14 dias apenas as monoterapias promoveram normalização dos níveis dessa fração do 

colesterol e com 21 dias de prenhez ocorreu uma redução acentuada nos animais que 
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receberam os diferentes tratamentos, diferindo significativamente dos animais do grupo 

I (Tabela 5). 

Os níveis de VLDL foram aumentados após a indução da SOP. Após 10 dias de 

tratamento todos os animais dos grupos induzidos a SOP independente ou não do 

tratamento apresentaram níveis semelhante aos animais do grupo controle. Esse mesmo 

efeito foi observados nos terço inicial e médio da gestação. Entretando, no terço final da 

gestação apenas os animais dos grupos tratados com melatonina e associação 

apresentaram níveis semelhantes aos animais do grupo controle (Tabela 6).  

Os níveis de glicose foram aumentados após a indução da SOP. Após 10 dias de 

tratamento todos os animais dos grupos induzidos a SOP independente ou não do 

tratamento apresentaram níveis semelhantes aos animais do grupo controle, 

permanecendo assim no terço inicial e médio da gestação. No terço final da gestação 

evidenciou-se redução apenas nos animais tratados com a associação (Tabela 7). 

3.4. Dosagem de progesterona e estradiol 

 Os níveis séricos de progesterona apresentaram-se elevados apenas no terço 

médio da prenhez nos animais dos grupos I, III e IV, e reduzidos nos animais dos 

grupos II e V. No terço final da gestação apenas os animais do grupo V apresentaram 

redução expressiva desse hormônio (Figura 3). 

Os níveis séricos de estradiol não apresentaram diferenças entre os grupos após a 

indução da SOP, entretanto, uma diminuição significativa foi observada após os 10 dias 

de tratamento nos animais induzidos que receberam apenas solução placebo. Apenas no 

terço médio e final da gestação verificou-se redução nos níveis de estradiol nos animais 

dos grupos II, III, IV e V (Figura 4). 
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3.5.Análise histopatológica. 

 A análise dos ovários dos animais do grupo I (controle) demonstrou que estes 

apresentaram-se revestidos por um epitélio germinativo bem desenvolvido, formado por 

células cúbicas, que se apóiam numa fina camada de tecido conjuntivo denso, formando 

a túnica albugínea. Abaixo da túnica albugínea está a região cortical onde encontram-se 

vários folículos ovarianos, em diferentes estágios de desenvolvimento, além de vários 

corpos lúteos. A região medular mostrou-se constituída por tecido conjuntivo frouxo, 

apresentando-se vascularizada (Figura 5A). Também foi possível observar que a 

indução à SOP utilizando letrozol, observada nos animais do grupo II promoveu um 

aumento de folículos secundários e terciários, formando cistos ovarianos, com 

diminuição de corpos lúteos e elevação de folículos atrésicos, característicos da 

síndrome (Figura 5B). Já os demais grupos, após os respectivos tratamentos 

apresentaram estrutura ovariana com diminuição no número de cistos e folículos 

atrésicos e aumento do número de corpos lúteos (Figura 5 C-E). 

3.6. Análise morfométrica.  

A análise morfométrica demonstrou que os ovários dos animais induzidos a SOP 

e sem tratamento apresentaram maior quantidade de cistos foliculares e folículos 

atrésicos, além de uma diminuição acentuada no número de corpos lúteos, diferindo 

significativamente dos demais grupos. Os animais que receberam os diferentes 

tratamentos apresentaram ovários com características morfométricas semelhantes 

àquelas observadas no grupo controle, exceto os animais do grupo V, que apresentaram 

uma quantidade de folículos terciários menor do que a observada nos animais do grupo 

I, além de uma maior quantidade de estroma ovariano (Tabela 8). A camada da teca dos 

folículos dos animais do grupo II e V apresentou um espessamento acentuado diferindo 

dos demais grupos, já a camada da granulosa apresentou-se mais delgada nesses animais 
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induzidos a policistose sem tratamento, alterações essas características de cistos 

ovarianos (Tabela 8). 

3.7.Análise histoquímica.  

A avaliação histoquímica para o PAS (Ácido Periodico de Schiff) não 

demonstrou diferenças significativas entre os grupos experimentais (Figura 6A). Já na 

análise para as fibras colágenas, utilizando-se o corante Picrosirius, os animais do grupo 

II apresentaram uma menor marcação para essas fibras quando comparado com os 

demais grupos, exceto para os animais do grupo V. Os respectivos tratamentos 

promoveram um padrão de quantificação dessas fibras semelhante àquele observado nos 

animais do grupo I sem diferenças significativas entre si. (Figura 6B). 

3.8.Análise imunohistoquímica.  

A análise imunohistoquímica para o receptor de andrógeno (RA) demonstrou 

uma maior intensidade de marcação nos animais do grupo II, ou seja, animais induzidos 

a policistose sem tratamento, diferindo significativamente do grupo controle, não 

diferindo dos demais grupos experimentais. Pode-se observar a presença de marcação, 

representada pela coloração acastanhada, nos diferentes tipos celulares, sendo 

encontrada tanto na região citoplasmática, quanto no núcleo das células da teca, 

granulosa e intersticiais (Figura 7).  

 

4.DISCUSSÃO 

A síndrome dos ovários policísticos pode apresentar diferentes protocolos de 

indução para modelos em roedores [18]. O letrozol, um dos protocolos mais utilizados e 

o de escolha do presente estudo, é caracterizado como inibidor de aromatase, sendo 

responsável por bloquear a conversão de andrógenos em estrógenos [12]. O tratamento 

com letrozol em ratos adultos durante pelo menos 21 dias consecutivos induz 
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aciclicidade ou ciclos estrais irregulares [19]. Em trabalhos realizados por FU et al. [20] 

e por Manneras et al. [19], utilizando letrozol, observou-se a aciclicidade estral dos 

animais com predomínio da fase de diestro caracterizando um “pseudo-diestro”, como 

observado no presente estudo, onde os animais do grupo II apresentaram um maior 

tempo nessa fase do ciclo estral que consequentemente acarretou em elevação no tempo 

para que ocorresse a cópula.  

Entretanto essa ciclicidade foi reestabelecida após os respectivos tratamentos. A 

metformina possui efeitos diretos na esteroidogênese ovariana através da inibição da 

CYP 17 com redução da expressão do seu RNA mensageiro, e também diminui a 

insulina, atenuando a produção androgênica pelas células da teca, restaurando a 

ciclicidade dos animais [21, 22]. A melatonina, por sua vez, é capaz de regular a 

produção dos hormônios sexuais, a foliculogênese e a maturação oocitária, [23]. Além 

disso, mulheres portadoras da SOP apresentam diminuição ovariana desse hormônio 

que pode estar relacionada com a anovulação e perda da qualidade do oócito presentes 

nessa síndrome [24], então, a utilização de melatonina exógena regularia a ciclicidade 

estral dos animais como na presente pesquisa, promovendo um maior tempo na fase de 

estro, estando a fêmea receptiva para cópula. Também foi observado que os animais do 

grupo V levaram mais tempo para o acasalamento, tal característica pode ser decorrente 

dos efeitos sinérgicos dos dois fármacos, levando a alterações hormonais significativas 

que acarretaram em uma maior dificuldade para o acasalamento.  

Outra característica resultante da indução da SOP pelo letrozol é que os animais 

exibem alguns distúrbios metabólicos da SOP humana como o aumento do peso e da 

gordura corporal, colesterol total e triglicerídeos [25]. Tais características também 

foram observadas na presente pesquisa, onde os animais do grupo II apresentaram peso, 

CT, TG, LDL e VLDL elevados em comparação com os demais grupos, sendo esse 



74 
 

efeito atenuado após a utilização da metformina, melatonina ou a associação dos 

fármacos. Essa diminuição lipídica no tratamento com melatonina pode ser decorrente 

dos seus efeitos no tecido adiposo marrom, via desacoplamento da fosforilação 

oxidativa na mitocôndria [26]. Além disso, estudos demonstraram que a suplementação 

com melatonina é capaz de reduzir tanto o ganho de peso corporal quanto a quantidade 

de gordura visceral depositada, independente da ingestão de alimentos [27]. A 

pinealectomia, ou seja, a retirada da glândula pineal, leva ao sobrepeso em ratas, como 

demonstrado por Tagliaferri et al. [28], enquanto que o ritmo diário de liberação de 

melatonina é capaz de reverter esses efeitos. Outro estudo realizado por Mohammadi-

Sartang et al., [29] demonstrou que a melatonina pode exercer efeitos diretos nos níveis 

de colesterol e triglicerídeos dependendo da dose utilizada e do seu tempo de 

administração. 

A metformina por sua vez, também pode atuar na diminuição de peso corporal, 

sendo predominantemente indicada para tratar pacientes com resistência à insulina e 

obesidade relacionadas à SOP [30]. Sua utilização pode controlar o metabolismo dos 

lipídios e a ingesta de alimentos, como demonstrado no estudo de Araújo et al., [31]. 

Além disso, a metformina regula de forma direta os níveis de CT, LDL e peso corporal 

como demonstrado por Solymar et al., [32]. 

No que se refere ao número de neonatos, os animais do grupo II, induzidos à 

SOP, apresentaram uma redução nesse parâmetro, como observado em diversos estudos 

relacionados à essa patologia, uma vez que nas portadoras da síndrome a implantação 

embrionária é alterada, levando a quadros de abortos e nascimentos prematuros[33,34]. 

Apenas o tratamento com melatonina foi capaz de regularizar o número de neonatos 

assemelhando-se aquele observado no grupo controle, provavelmente devido a sua ação 

direta nas células ovarianas através de receptores específicos (Mel 1a), por seus efeitos 
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antioxidantes, protegendo os oócitos e o embrião contra radicais livres, além de 

promover a manutenção e desenvolvimento do corpo lúteo através da sua influência na 

produção de progesterona [35]. A melatonina também atravessa a barreira materno-fetal, 

protegendo e fornecendo uma série de informações fotoperiódicas para o feto, não 

apresentando efeitos deletérios quando administrada durante o período gestacional [6]. 

A metformina por sua vez, apresenta efeitos ovarianos através da sua ação 

insulinossensibilizante, reduzindo a síntese de andrógenos, entretanto, seus efeitos 

quando administrada durante o período gestacional ainda não são totalmente elucidados. 

Estudos demonstraram sua segurança quando utilizada até o primeiro trimestre da 

gestação [36], por outro lado, pesquisas recentes demonstram que a administração da 

metformina não apresenta benefícios clínicos na melhora da ovulação e taxa de gravidez 

[37], além de trazer algumas alterações fisiológicas fetais, como diminuição de peso, 

número da prole e danos testiculares [38, 39].  

Os animais do grupo V, que receberam a associação dos fármacos apresentaram 

o menor número de neonatos quando comparado aos demais grupos experimentais, esse 

efeito pode ser decorrente de uma hipoglicemia causada pela combinação dos 

medicamentos, uma vez que a metformina é uma droga insulinossensibilizante e a 

melatonina também apresenta propriedades em reduzir a resistência à insulina e atuar no 

metabolismo da glicose [22], essas características possivelmente levaram a uma 

diminuição no ganho de peso corporal durante a gestação e consequentemente a uma 

redução no número de neonatos, com quadros de abortos. 

Os níveis hormonais de progesterona dos animais do grupo I demonstraram um 

padrão semelhante ao observado na literatura, com aumento no terço médio da gestação, 

decaindo na fase final do período, próximo ao parto, como demonstrado por Finley, 

Chunfen e Fewell [40]. Os animais que foram induzidos a policistose apresentaram os 
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níveis desse hormônio reduzidos, característica decorrente do processo de indução 

utilizando letrozol [41]. O tratamento com metformina e melatonina isoladamente foi 

capaz de restabelecer os níveis de progesterona. Já o estradiol, apresenta aumento 

durante o período gestacional, atingindo valores elevados no final desse período [40], 

como observado nos animais do grupo I, entretanto, a indução da policistose diminuiu 

os níveis desse hormônio durante o período gestacional, essa característica decorrente 

da utilização do letrozol [42] não foi totalmente revertida com a utilização dos 

diferentes tratamentos, uma vez que a metformina inibe/diminui a produção de 

andrógenos, precursores essenciais para síntese de estrógenos [43] e a melatonina é 

considerada um molécula moduladora, podendo atuar na inibição da aromatase, enzima 

responsável pela conversão de andrógenos em estrógenos [44]. Sua administração 

associada á metformina, pode ter atuado de forma sinérgica, diminuindo ainda mais os 

níveis séricos desse hormônio, como observado na presente pesquisa. 

Em relação à morfologia ovariana, os animais induzidos a SOP pelo letrozol 

apresentam ovários exibindo muitos folículos em desenvolvimento, ou seja, um pool de 

folículos predominantemente secundários e terciários, que podem ser classificados 

como cistos foliculares, apresentando camada da granulosa atenuada, ou mais fina, e 

espessamento da camada tecal, além disso, observa-se redução no número ou ausência 

de corpos lúteos e aumento de folículos atrésicos [42]. Elevação no peso e área dos 

ovários desses animais também pode ser observada, [19], corroborando nossos achados 

que apresentaram alterações histopatológicas, morfométricas e orgnossomáticas 

decorrentes da indução da SOP.  

A metformina por diminuir o hiperandrogenismo, promove uma diminuição dos 

seus estímulos fazendo com que as alterações histopatológicas decorrentes da SOP 

sejam atenuadas, levando a um menor número de cistos ovarianos e estimulando a 
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seleção folicular para que ocorra o processo de ovulação, como demonstrado por 

Correia et al., [45]. Já a melatonina, que atua no eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, 

regula a síntese e liberação de LH, ou seja, diminuindo seus níveis que se encontram 

elevados na SOP e aumentando os níveis de FSH, estimulando uma maturação folicular 

normal, resultando em um aumento na porcentagem de folículos ovulados, além disso, a 

melatonina também reduz a biossíntese de andrógenos pelas células da teca [46,28]. Os 

animais do grupo V apresentaram um índice organossomático reduzido quando 

comparado ao grupo controle, e menor quantidade de folículos terciários analisados na 

morfometria ovariana, tais achados podem ser decorrentes dos efeitos dos fármacos 

administrados durante todo o período gestacional, levando a uma diminuição 

significativa na razão LH/FSH, impedindo o desenvolvimento adequado dos folículos, 

bem como reduzindo os níveis de andrógeno que também é um hormônio precursor 

necessário para a maturação folicular. 

Além das diversas alterações histopatológicas também é observado nos ovários 

os animais induzidos a SOP uma hiperplasia [47,28], como observado no presente 

estudo, onde o volume ovariano era ocupado principalmente pelos cistos, com poucos 

corpos lúteos, levando a uma menor marcação para as fibras colágenas. Após os 

respectivos tratamentos, o número de cistos diminuiu e consequentemente houve um 

aumento das fibras colágenas ovarianas.  

 Os receptores androgênicos (RA) caracteristicamente podem ser encontrados no 

núcleo de diversos tipos celulares ovarianos, entretanto, sua localização citoplasmática 

também pode ser observada quando estes se encontram de forma estabilizada, acoplados 

a proteínas de choque térmico (HSP 90, HSP 70), apenas migram para o núcleo celular 

quando se ligam à moléculas específicas (ligantes) que modificam sua estrutura, 

permitindo que ações genômicas ocorram [48].  Pesquisa já demonstrou marcação para 
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receptor de andrógenos no citoplasma de células ovarianas [49], como observado no 

presente estudo.  

 Os RAs podem ser encontrados em todos os tipos de células ovarianas, estando 

sua intensidade relacionada com a espécie estudada e nível de maturação folicular. Em 

ratos, por exemplo, sua expressão diminui à medida que o folículo vai amadurecendo e 

se tornando pré-ovulatório, enquanto que o estroma próximo a tais folículos apresenta 

maior expressão desse receptor, contrariamente ao que é observado no ovário de 

mulheres [50]. Tais características também foram observadas no presente estudo, onde 

as células da granulosa dos folículos antrais e pré-ovulatórios apresentaram uma menor 

marcação em comparação ao estroma que circundava tais folículos.  

 Na SOP estudos demonstram diferentes polimorfismos desse receptor que 

podem estar diretamente relacionados à fisiopatologia da doença [51]. Em trabalho 

realizado por Chadha et al., [52] foi observado uma super-regulação, ou um aumento na 

expressão de receptor androgênico no estroma ovariano de animais com SOP, entretanto 

sua correlação com a síndrome não foi totalmente esclarecida. Tal característica também 

foi observada no presente estudo, onde os animais do grupo II apresentaram uma maior 

quantificação para marcação do RA.  

Além disso, sabe-se que a expressão desse receptor é controlada pelos níveis das 

gonadotrofinas, como o FSH, e hormônios esteróides, como a testosterona. Trabalho 

realizado por Tetsuka et al., [50] demonstrou que a administração de gonadotrofinas 

leva a uma diminuição na expressão desse receptor em ovário de ratas in vitro. Assim a 

utilização da melatonina e da metformina, que atuam diretamente no eixo hipotalâmco-

hipofisário-gonadal, regulando os níveis de liberação/produção de gonadotrofinas e 

hormônios esteróides pode regular ou normalizar a expressão desse receptor ovariano. 
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Diante de todos esses achados, pode-se concluir que as monoterapias 

apresentaram maior eficácia em normalizar os parâmetros decorrentes da indução da 

SOP durante o período gestacional quando comparadas com a associação dos fármacos, 

destacando-se a utilização da melatonina exógena, podendo esta, diante de todos os seus 

efeitos benéficos, ser considerada uma alternativa para posteriores pesquisas relaionadas 

à terapêutica da SOP.  
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LEGENDAS DAS FIGURAS 

Figura 1. Gráfico da ciclicidade estral dos grupos experimentais. Comparação entre o 

grupo controle (GI), grupo induzido á SOP tratado com solução placebo (GII), e grupos 

que foram induzidos à SOP, após 10 dias dos respectivos tratamentos (GIII, GIV e GV).  

 

Figura 2. A- Gráfico representando o tempo de acasalamento dos animais, ou seja, 

quantidade de dias necessários para que houvesse a cópula. B- Gráfico do número de 

neonatos de cada grupo experimental. C- Índice organossomático dos ovários dos 

diferentes grupos experimentais. 

 

Figura 3. Gráfico dos níveis séricos de progesterona dos diferentes grupos 

experimentais durante o período gestacional. 

 

Figura 4. Gráfico dos níveis séricos de estradiol dos diferentes grupos experimentais 

durante o período gestacional. 

 

Figura 5. Fotomicrografia dos ovários das ratas dos diferentes grupos experimentais. A-

ovário dos animais do grupo I, observar presença de folículos (F) em diferentes estágios 

de desenvolvimento e presença de corpos lúteos (CL). B- ovário dos animais do grupo 

II, observar a presença de diversos cistos (C), com diminuição na quantidade de corpos 

lúteos e presença de folículos atrésicos (FA). C –D – E- Ovário dos demais grupos 

experimentais (GIII, IV e V respectivamente) com características semelhantes ao grupo 

I. 
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Figura 6. A- Gráfico das medidas em pixels dos grânulos de glicogênio dos diferentes 

grupos experimentais. B- Gráfico das medidas em pixels das fibras colágenas dos 

diferentes grupos experimentais.  

  

Figura 7. Análise Imunohistoquímica para o receptor de andrógenos (RA) nos ovários 

das ratas dos diferentes grupos experimentais. A- ovário dos animais do grupo I, B- 

ovário dos animais do grupo II, apresentando maior intensidade de marcação, C –D – E- 

ovário dos demais grupos experimentais (GIII, IV e V respectivamente). Observar 

marcação na coloração castanha. 
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LISTA DE TABELAS E FIGURAS 

Tabela 1. Média ± desvio padrão do peso dos animais (g) nos diferentes tempos de tratamento. 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05). 

Tabela 2. Níveis séricos de colesterol total (CT) dos diferentes grupos experimentais (mg/dL) 

 

GI GII GIII GIV GV P 

Após Indução 57,03 ± 3,91b 102,77 ± 1,20a 107,71 ± 3,31a 104,73 ± 5,93a 118,56 ± 2,12a 0,034 

10 dias Tratamento 53,26 ± 2,23b 98,84 ± 1,33a 58,27 ± 3,47b 59,88 ± 4,44b 52,21 ± 3,95b 0,041 

7 dias de prenhez 59,01  ± 3,45b 73,52 ± 1,07a 55,32 ± 3,32b 51,21 ± 2,11b 56,37 ± 3,54b 0,022 

14 dias de prenhez 56,34  ± 1,83b 75,33 ± 4,97a 57,06 ± 0,79b 56,68 ± 1,86b 83,29 ± 5,14a 0,038 

21 dias de prenhez 185,21  ± 13,77b 229,07 ± 3,45a 121,01 ± 1,25c 126,92 ± 3,16c 129,47 ± 1,56c 0,011 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05) 

Tabela 3. Média ± desvio padrão dos níveis séricos de triglicerídeos (TG) dos diferentes 

grupos experimentais (mg/dL) 

 

GI GII GIII GIV GV P 

Após Indução 62,04 ± 1,48b 98,31 ± 7,32a 82,27 ± 11,02a 96, 48 ± 9,23a 81,59 ± 10,44a 0,021 

10 dias Tratamento 68,07 ± 1,97b 79,54 ± 1,47a 80,34 ± 2,33a 72,63 ± 4,27b 54,75 ± 3,77c 0,037 

7 dias de prenhez 71,36 ± 2,37a 75,21 ± 4,56a 75,73 ± 3,79a 72,33 ± 2,23a 73,24 ± 3,41a 0,19 

14 dias de prenhez 68,49 ± 9,21a 65,04 ± 5,67a 63,09 ± 8,36a 60,41 ± 4,57a 60,05 ± 3,19a 0,049 

21 dias de prenhez 203,07 ± 13,50c 396,12 ±12,45a 270,21 ± 4,67b 231,24 ± 14,56c 213,28 ± 9,24c 0,033 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05) 

 GI GII GIII GIV GV P 

Após Indução 203,6 ± 14,18b 225,6 ± 10,91a 232,1 ± 14,14a 227,5 ± 16,96a 223,3 ± 18,68ab 0,007 

10 dias Tratamento 205,6 ± 12,28b 231,6  ± 9,36a 215,5 ± 12,04b 224,6 ± 15,57b 215,4  ± 20,31b 0,039 

7 dias de prenhez 218,4 ± 21,39a 229,4 ± 15,30a 225,0 ± 15,61a 239,9 ± 15,04a 209,4 ± 13,20b 0,012 

14 dias de prenhez 231,3 ± 16,68a 237,1 ± 21,95a 236,9 ± 15,42a 253,4 ± 12,53a 223,1 ± 7,12b 0,008 

21 dias de prenhez 267,3 ± 19,76a 274,1 ± 20,87a 274,6 ± 17,25a 261,6 ± 14,71a 258,9 ± 13,89a 0,053 
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Tabela 4. Média ± desvio padrão dos níveis séricos de HDL dos diferentes grupos 

experimentais (mg/dL) 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05) 

Tabela 5. Média ± desvio padrão dos níveis séricos de LDL dos diferentes grupos 

experimentais (mg/dL) 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05) 

Tabela 6. Média ± desvio padrão dos níveis séricos de VLDL dos diferentes grupos 

experimentais (mg/dL) 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05) 

 
GI GII GIII GIV GV P 

Após Indução 22,79± 1,32a 16,51± 2,41b 17,78± 1,33b 19,92± 1,48b 18,31± 2,3b 0,001 

10 dias Tratamento 23,97±2,14 a 19,43± 1,26b 25,3± 2,19a 24,69± 2,68a 24,15± 2,31a 0,01 

7 dias de prenhez 27,45± 1,74a   18,33± 1,52c 25,48± 1,3a 21,41± 2,46b 21,48± 1,9b 0,027 

14 dias de prenhez 31,24± 3,59a 25,02± 4,21b 32,45± 3,87a 32,33± 2,93a 25,22± 2,48b 0,045 

21 dias de prenhez 52,51± 2,27a 27,57± 1,53c 39,69± 2,19b 37,74± 2,73b 38,34± 1,86b 0,02 

  GI GII GIII GIV GV P 

Após Indução 11,54±2,31b 66,6±2,41a 68,48±2,27a 60,52±7,21a 73,94±6,25a 0,001 

10 dias Tratamento 10,57±4,26b 63,51±3,25a 16,91±3,48b 20,67±4,94b 17,11±4,32b 0,022 

7 dias de prenhez 17,29±3,64b 39,15±1,39a 14,7±3,14b 15,34±3,12b 21,25±2,44b 0,01 

14 dias de prenhez 14,08±2,17b 37,3±3,15a 12,01±2,68b 12,29±2,01b 43,26±4,78a 0,044 

21 dias de prenhez 92,1±9,82b 122,3±5,73a 27,28±5,69d 46,94±8,31c 48,48±7,21c 0,001 

  GI GII GIII GIV GV P 

Após Indução 12,9± 1,79b 19,66± 1,43a 16,45± 1,26a 19,29± 1,37a 16,31± 2,1a 0,01 

10 dias Tratamento 13,72± 2,54a 15,9± 2,95a 16,06± 3,15a 14,52± 1,38a 10,95± 2,6a 0,64 

7 dias de prenhez 14,27± 1,14a 15,04± 1,73a 15,14± 1,88a 14,46± 1,97a 14,64± 1,43a 0,73 

14 dias de prenhez 13,69± 1,76a 13,01± 2,35a 12,61±1,67a  12,06± 2,17a 12,01± 2,8a 0,52 

21 dias de prenhez 40,6± 2,65c 79,2± 2,44a 54,04± 3,19b 46,24± 2,78c 42,65± 3,67c 0,0027 
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Tabela 7. Média ± desvio padrão dos níveis séricos de glicose dos diferentes grupos 

experimentais (mg/dL) 

  GI GII GIII GIV GV P 

Após Indução 89,21± 7,9b 110,14± 4,83a 112,34± 5,31a 109,98±3,56a 102,25±4,87a 0,002 

10 dias Tratamento 92,34± 12,67a 112,76±3,59a 105,04± 9,24a 107,83±8,56a 97,02±10,20a 0,43 

7 dias de prenhez 113,65±4,89a 121,16±5,67a 111,45±6,73a 110,32±7,48a 108,45±5,21a 0,061 

14 dias de prenhez 121,32±3,28a 129,46±5,19a 119,45±6,7a 123,35±5,38a 116,14±9,03a 0,21 

21 dias de prenhez 138,78±4,31a 135,25±3,25a 123,12±7,32a 132,63±6,41a 101,71±5,67b 0,034 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05). 

Tabela 8. Análise morfométrica (percentual) dos ovários das ratas dos diferentes grupos 

experimentais  

 GI GII GIII GIV GV P 

F. Primário 1,16 ± 0,98 a 3,61 ± 1,85a 2,64 ± 1,23a 4,31 ± 1,12a 2,56 ± 0,97a 0,053 

F. Secundário 7,24 ± 1,45b 14,33 ± 3,72a 5,15 ± 1,37b 8,38 ± 1,54b 6,86 ± 1,87b 0,011 

F. Terciário 16,88 ± 3,32b 32,88 ± 5,54a 18,33 ± 9,31b 19,25± 4,57b 10,63± 3,83c 0,037 

Corpo Lúteo 37,06 ± 13,6a 21,69 ± 6,21b 40,38 ± 11,93a 40,31 ± 12,84a 31,81 ±11,06a 0,044 

F. Atrésico 8,97 ± 1,63b 14,86 ± 2,31a 10,25 ± 1,76b 9,81 ± 3,49b 11,65 ± 1,47b 0,039 

Estroma 21,69 ± 1,54 b 17,63 ± 5,41 b 23,25 ± 6,84 b 20,94 ± 3, 88 b 31,06 ± 6,47a 0,032 

Teca (µm) 25,17± 6,31b 35,14± 4,85a 29,49± 5,10b 28,89± 11,99b 41,65± 10,07a 0,012 

Granulosa (µm) 59,85±18,31a 19,66± 4,51b 51,86± 15,44a 46,44± 18,48a 41,56± 15,36a 0,0058 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de 

Tukey (p≤0,05) 
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Figura 5. 
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Figura 7. 
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Capítulo III 
 

Melatonina previne os efeitos da metformina nas gônadas da prole de ratas tratadas para a síndrome dos 
ovários policísticos antes e durante a gestação1 

 
Carolline G. D’assunção2, Cintia G. M. Ferreira2, Érique R. Alves2, Álvaro A. C. Teixeira2, Valéria Wanderley-

Teixeira2* 

 

 
ABSTRACT.- D’assunção C.G., Ferreira C.G., Alves E.R., Teixeira A.A., Wanderley-Teixeira V. 2019.[Melatonin 
prevents the effects of metformin on the progenitor gonads of rats treated for polycystic ovarian syndrome before 

and during pregnancy] Melatonina previne os efeitos da metformina, utilizada durante a gestação em ratas, para 
tratamento da síndrome dos ovários policísticos nas gônadas da prole. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0): 00-
00.Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Laboratório de 
Histologia. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois irmãos, Recife, Pernambuco, 52171-900 Brasil. E-mail: 
valeria.wanderley@ufrpe.br 
 PCOS can lead to various gestational complications, and it is therefore recommended to continue 
previous treatments during this period, such as the use of metformin. However metformin can affect the 
embryological development promoting malformations in neonates, besides renal, hepatic and testicular changes. 
Thus its association with melatonin, which plays several protective roles in reproduction, could be an effective 
alternative to prevent gonadal alterations. For this, 40 albino rats were divided into five groups; I- Animals 
without induction of PCOS; II- Animals induced by PCOS; III- Animals induced to PCOS and treated with 
Metformin; IV- Animals induced to SOP and treated with Melatonin and V- Animals induced to SOP treated with 
Metformin and Melatonin. The induction of PCOS was performed by gavage of Letrozole at the dosage of 1mg / 
kg / day for 21 consecutive days. Metformin hydrochloride was administered 10 days before and during the 
gestational period at the dosage of 50 mg / 100 g, as well as melatonin at the dose of 0.5 mg / kg body weight of 
the animal. Pups with 20 days postnatal life (weaning) were submitted to euthanasia procedures for further 
evaluation. It was possible to observe that the pups of group IV, whose matrices received melatonin during 
gestation maintained the analyzed parameters similar to the pups of the control group. The pups of group II 
presented some characteristics similar to those observed in PCOS, such as increase in body weight, weight of 
gonads, ovaries with large numbers of developing follicles, increase in testicular weight, and elevation in 
androgen receptor expression. Treatment with metformin also promoted some changes, such as decreased 
pupillary ovarian weight, vacuolization and seminiferous tubule degeneration, changes in estrogen and 
testosterone levels, and expression of testicular androgen receptors. Therefore, the use of melatonin was more 
effective, since the alterations due to maternal PCOS and the use of metformin could be normalized with its use 
in the gestational period, with no adverse effects on the progeny. 
 
INDEX TERMS: PCOS, melatonin, metformin, gestation, puppies, rats 
 
 
 1 Recebido em ................................................  
Aceito para publicação em ..................................................  
2 Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Laboratório de 
Histologia. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois irmãos, Recife, Pernambuco, 52171-900 Brasil. * Autor para 
correspondência: valeria.wanderley@ufrpe.br 
 
 
RESUMO.- A SOP pode levar a diversas complicações gestacionais, sendo recomendado, portanto, a continuação 
dos tratamentos prévios durante esse período, como a utilização da metformina. Entretanto a metformina pode 
afetar o desenvolvimento embriológico promovendo malformações nos neonatos, além de alterações renais, 
hepáticas e nas células testiculares. Assim sua associação com a melatonina, que desempenha diversas funções 
protetoras na reprodução poderia ser uma alternativa eficaz para prevenir alterações gonadais. Para isso foram 
utilizadas 40 ratas albinas divididas em cinco grupos; I- Animais sem indução da SOP; II- Animais induzidos à 
SOP; III- Animais induzidos a SOP e tratados com Metformina; IV- Animais induzidos a SOP e tratados com 
Melatonina e V- Animais induzidos a SOP tratados com Metformina e Melatonina. A indução da SOP foi realizada 
mediante gavagem de Letrozol na dosagem de 1mg/kg/dia durante 21 dias consecutivos. O cloridrato de 
metformina foi administrado 10 dias antes e durante o período gestacional na dosagem de 50 mg/100g, assim 
como a melatonina, na dose de 0,5mg/kg de peso corporal do animal. Filhotes com 20 dias de vida pós-natal 
(desmame) foram submetidos aos procedimentos de eutanásia para posterior avaliação. Foi possível observar 

mailto:valeria.wanderley@ufrpe.br
mailto:valeria.wanderley@ufrpe.br
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que os filhotes do grupo IV, cujas matrizes receberam melatonina durante a gestação mantiveram os parâmetros 
analisados semelhantes aos filhotes do grupo controle. Os filhotes do grupo II apresentaram algumas 
características semelhantes ás observadas na SOP, como aumento do peso corporal, do peso das gônadas, ovários 
com grande quantidade de folículos em desenvolvimento, aumento do peso testicular, além de elevação na 
expressão dos receptores androgênicos. O tratamento com metformina também promoveu algumas alterações, 
como diminuição do peso dos ovários dos filhotes, vacuolização e degeneração dos túbulos seminíferos, 
alterações nos níveis de estrógeno e testosterona e na expressão dos receptores androgênicos testiculares. 
Assim, a utilização da melatonina mostrou-se mais eficaz, uma vez que as alterações decorrentes da SOP materna 
e da utilização da metformina puderam ser normalizadas com a sua utilização no período gestacional, não 
apresentando efeitos adversos sobre a progênie. 
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: SOP, melatonina, metformina, gestação, filhotes, ratas 
 
 

INTRODUÇÃO 
A síndrome dos ovários policísticos caracteriza-se como uma das desordens endocrinológica mais 

frequentes em mulheres em idade reprodutiva que pode levar à infertilidade feminina (AZZIS et al. 2016). 
Entretanto, muitas pacientes conseguem engravidar e demonstram um aumento de 2-4 vezes no risco de aborto 
espontâneo ou parto prematuro, uma vez que apresentam mais chances de desenvolverem hiperplasia e câncer 
endometrial (BARRY et al. 2014, KUYUCU et al. 2018) além de interferências na implantação (YU et al. 2016). 
Também pode ser observado que as mulheres grávidas que são diagnosticadas com SOP apresentam um maior 
risco de desenvolver diabetes gestacional (DG), sendo DG e SOP fatores de risco para o desenvolvimento de 
diabetes tipo 2 após a gestação (DARGHAM et al. 2018). 

Dessa forma, a metformina, uma biguanida utilizada para pacientes obesos com diabetes tipo 2, tornou-
se o agente mais utilizado para o tratamento da SOP em mulheres gestantes (SIVALINGAN et al. 2014, McGRATH 
et al. 2018). Vários estudos têm indicado que a manutenção do tratamento com metformina durante a gravidez, 
reduz o risco de abortos no primeiro trimestre (JAKUBOWICZ et al. 2002), e nascimentos prematuros (GLUECK 
et al. 2013). Assim, muitas pacientes com SOP continuam o tratamento com a metformina durante o período 
gestacional (JOHNSON 2011, MORIN-PAPUNEN et al. 2012). 

Entretanto a metformina pode afetar o desenvolvimento embriológico, uma vez que tem a capacidade de 
atravessar a placenta livremente sem ser alterada (KOVO et al. 2008). Em estudo recente, observaram-se efeitos 
abortivos e malformações dos neonatos decorrentes da utilização da metformina (PANCHAUD et al. 2018), além 
de alterações renais, hepáticas (LAUTATZIS et al. 2013), nas células testiculares dos neonatos (TARTARIN et al. 
2012) e diminuição da massa corporal desses (KOVO et al. 2008, HANEM et al. 2018). 

A melatonina, um hormônio produzido e secretado pela glândula pineal, atua diretamente no ovário 
modulando diversas funções como os níveis de estrógeno e progesterona, a atividade funcional e o crescimento 
ovariano, além da modulação das gonadotrofinas (GnRH) que regulam a concentração de LH e FSH (DEVOTO et 
al. 2002, FUJIMOTO et al. 2002). Também foi observado que, durante o período gestacional, a produção e 
concentração da melatonina apresentam mudança gradual, sugerindo que esse hormônio desempenha um 
importante papel em sua manutenção (NAKAMURA et al. 2001). Esta indolamina lipofílica atravessa a placenta 
livremente, atingindo a circulação fetal com facilidade, fornecendo informações periódicas para o feto através de 
receptores específicos para este hormônio em diversos tecidos, mediando diferentes interações fisiológicas 
fetais, além de promover proteção a órgãos e tecidos devido a sua capacidade antioxidante e moduladora do 
sistema imunológico (GOLDMAN 2003). 

Assim, a utilização da melatonina associada à metformina, para o tratamento da SOP, poderia ser uma 
alternativa terapêutica, uma vez que esta indolamina apresenta efeitos moduladores do sistema reprodutivo e 
efeitos antioxidantes protegendo os filhotes de possíveis danos gonadais decorrentes da utilização desse 
medicamento durante a gestação. 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais. O experimento foi realizado no Laboratório de Histologia do Departamento de Morfologia e 
Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram utilizadas 40 ratas albinas (Rattus 
norvegicus albinus) da linhagem Wistar com 90 dias de idade, pesando aproximadamente 200g ± 20g, 
procedentes do Biotério do mesmo Departamento. Este experimento foi aprovado pelo CEUA, com a licença 
19/2017. 

As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentação e água “ad libitum”, na temperatura de 22C e 
iluminação artificial que estabelecem o fotoperíodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o período 
de luz das 06:00 às 18:00 horas. Após um período de adaptação, foram colhidos esfregaços vaginais para a 
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determinação do ciclo estral. As ratas que apresentaram três ciclos estrais regulares foram divididas, ao acaso, 
em cinco grupos, cada um, constituído por 8 animais; 

Grupo I- Animais sem indução da SOP (Controle); Grupo II- Animais induzidos à SOP (SOP); Grupo III- 
Animais induzidos a SOP e tratados com Metformina (SOP + Met); Grupo IV- Animais induzidos a SOP e tratados 
com Melatonina (SOP+ Mel); Grupo V- Animais induzidos a SOP tratados com Metformina e Melatonina 
(SOP+Mel+Met).  

Indução da SOP. A indução da Síndrome dos ovários Policísticos foi realizada em todos os animais dos 
grupos II, III, IV e V. Foi realizada mediante gavagem de Letrozol na dosagem de 1mg/kg/dia durante 21 dias 
consecutivos (KAFALI et al. 2004). Para confirmação da indução, esfregaços vaginais foram realizados para 
identificação da ciclicidade estral das ratas. 

Tratamento com metformina. O cloridrato de metformina foi administrado por gavagem nos animais 
dos grupos III e V, na dosagem de 50mg/100g diluído em 0,05mL de água destilada segundo a metodologia de 
Elia et al. (2006), dez dias antes e durante o período gestacional. O grupo II recebeu apenas água destilada.  

Tratamento com melatonina. O tratamento com melatonina foi realizado após aferição do peso das 
ratas, de acordo com a metodologia proposta por Prata-Lima (2004), nas ratas do grupo IV e do grupo V. A 
melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi administrada na dose de 0,5 mg/kg de peso corporal do animal, 
dissolvida em um volume de etanol (0,02 mL) e diluída na água de beber, durante a noite (18:00). Para garantir a 
ingestão, os animais passaram diariamente por um período de restrição hídrica de cerca de 4h. A melatonina foi 
administrada dez dias antes e durante o período gestacional.  

Acasalamento dos animais. Após o diagnóstico da SOP, e 10 dias de tratamento, as fêmeas foram 
pesadas e permitidas ao acasalamento na proporção de um macho para duas fêmeas, diariamente, sempre no 
início da noite (18:00h). Na manhã seguinte (06:00h), foram realizados exames colpocitológicos para a 
confirmação do acasalamento, tomando-se como parâmetro à presença de espermatozóides nos esfregaços 
vaginais, corados pelo método de Shorr-Harris, sendo este dia considerado o primeiro dia gestacional. 

Ao final do experimento, com 20 dias de vida pós-natal (correspondente ao período de desmame) os 
filhotes foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via 
intramuscular para remoção das gônadas. Em seguida os animais foram submetidos à eutanásia por meio do 
aprofundamento anestésico. 

O peso corporal e o comprimento dos filhotes foram acompanhados durante o período experimental (ao 
nascer, 7, 14 e 20 dias). Os órgãos (ovários e testículos) foram pesados com auxílio de balança analítica e o índice 
organossomático foi calculado pela razão entre o peso de cada órgão e o peso corpóreo de cada animal (ZHANG 
et al., 2014), como representado na figura abaixo:  

Onde: 
IO: Índice organossomático; 
PO: Peso do órgão; 
PC: peso corporal. 
 
 
 

 
Dosagem hormonal. Os filhotes tiveram o sangue coletado por punção cardíaca. Após centrifugação 

refrigerada, o soro foi acondicionado em microtubos (eppendorfs) e congelado a -20°C até o momento das 
dosagens (TEIXEIRA et al. 2004). Os níveis séricos de estrógeno dos filhotes fêmeas e testosterona dos filhotes 
machos foram dosados utilizando-se o método Enzyme Linked Immunosorbet Assay (ELISA), através de KIT's 
comerciais. Todas as dosagens foram realizadas em triplicata. 
            Análise histopatológica e morfométrica. Os órgãos coletados foram fixados em formaldeído a 10% 
tamponado, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente os órgãos foram processados para inclusão 
em parafina e os cortes submetidos à técnica de coloração pela Hematoxilina - Eosina (H.E.) para análise de 
rotina histopatológica. 

Para determinar a percentagem da área ovariana ocupada pelos folículos, as lâminas foram observadas 
em uma objetiva de 10x, contendo no interior um retículo de WEIBEL com 100 pontos. Foram utilizadas cinco 
lâminas nas quais foram contados os pontos que incidiram sobre os folículos e estroma. Foram determinados 
quatro campos no ovário, sendo contados 400 pontos por lâmina (SANTOS et al. 2004). 

Para morfometria testicular foram obtidas fotomicrografias das lâminas histológicas com auxilio de uma 
câmera de vídeo Sony®, acoplada ao microscópio Olympus® Bx50 onde o diâmetro dos túbulos mais circulares 
foi medido utilizando o programa IMAGE J calibrado em micrometros. Foram utilizados cerca de 30 túbulos por 
grupo experimental.  

    Análise imunohistoquímica. Secções dos ovários e testículos obtidas de material parafinado (5 µm) de 
todos os grupos foram usadas para detecção por imunohistoquímica para receptor de andrógeno (AR- rabbit 
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polyclonal IgG, sc- 816, Santa Cruz Biotecnology, 1:100). Inicialmente, as secções do órgão foram desparafinadas 
com xilol e hidratadas com etanol. Os cortes foram incubados com o anticorpo overnight, e posteriormente foram 
incubados com histofine, streptavidina-peroxidase, sendo então revelados com substrato cromógeno 3, 
3’diaminobenzidina (DAB) em marrom e contra-coradas com Hematoxilina de Harris. A quantificação em pixels 
da marcação foi realizada utilizando o programa GIMP2.8. 

   Análise estatística. A análise estatística foi realizada em um programa computacional GraphicPad Prism 5, 
onde dados foram avaliados por meio de testes paramétricos de Anova One-wy com post-hoc de Tukey (P<0,05). 

 
RESULTADOS 

Peso e comprimento corporal. Foi possível observar que todos os filhotes submetidos aos tratamentos 
apresentaram pesos semelhantes aos filhotes do grupo controle. Com o decorrer do desenvolvimento dos 
filhotes, ou seja, a partir do 7º dia de vida pós-natal até o 20º, correspondente ao período do desmame, os 
filhotes do grupo II apresentaram um maior peso comparado com os demais grupos. Os respectivos tratamentos 
promoveram um padrão de peso corporal dos filhotes semelhantes aquele observado nos filhotes do grupo 
controle (GI), sem diferenças significativas entre si (Quadro 1). Já com relação ao comprimento dos filhotes após 
nascimento verificou-se que os animais do grupo induzidos a policistose sem tratamento apresentaram um 
crescimento acentuado, diferindo dos demais grupos experimentais, exceto dos filhotes do grupo GV. Esse 
mesmo comportamento foi observado aos 7 e 14 dias de nascimento. No 20o dia de nascimento houve aumento 
do comprimento nos filhotes dos grupos II, III e V. Os filhotes do grupo IV apresentaram-se semelhante aos 
filhotes do grupo controle. Entretanto as maiores médias foram observadas para os filhotes do grupo GII. 

(Quadro 2).  
  Peso dos órgãos e índice organossomático. O peso dos ovários dos filhotes demonstrou uma 
diminuição significativa nos animais do grupo III e V, entretanto, quando calculado o índice organossomático os 
filhotes do grupo II apresentaram uma diminuição assim como os do grupo V que mantive essa característica 
(Fig. 1A e C). Já o peso dos testículos aumentou significativamente nos filhotes do grupo II, diferindo dos filhotes 
dos grupos I II e V, entretanto, quando calculado o índice organossomático não foram observadas diferenças 
significativas entre os grupos experimentais (Fig. 1B e D).  

Dosagem hormonal. A análise dos níveis de estradiol dos filhotes demonstrou um aumento 
significativo desse hormônio nas fêmeas oriundas das matrizes tratadas com metformina, diferindo dos demais 
grupos, já os filhotes das matrizes que receberam a associação dos fármacos, ou seja, metformina e melatonina 
foram os que apresentaram menor nível hormonal (Fig. 2A). Já com relação ao nível de Testosterona total dos 
filhotes machos, foi possível observar uma redução significativa nos filhotes oriundos de matrizes tratadas com 
metformina, característica essa que não foi observada nos demais grupos experiementais, que não apresentaram 
diferenças significativas entre si (Fig. 2B). 

 Análise histopatológica e morfométrica dos ovários. A análise histopatológica ovariana demonstrou 
que os ovários dos filhotes do grupo controle apresentaram-se revestidos por um epitélio germinativo bem 
desenvolvido, formado por células cúbicas, o qual se apóia numa fina camada de tecido conjuntivo denso, 
formando a túnica albugínea. Abaixo da túnica albugínea encontram-se vários folículos ovarianos, em diferentes 
estágios de desenvolvimento, contendo os ovócitos (Fig. 3A). A região medular constituída por tecido conjuntivo 
frouxo e altamente vascularizada encontra-se indefinida por tratar-se de um órgão ainda em processo de 
desenvolvimento, podendo ser encontrado folículos em toda área ovariana, não estando restritos a camada 
cortical. Os ovários dos filhotes do grupo II apresentaram-se mais desenvolvidos quando comparados aos 
ovários dos demais grupos com maior quantidade de folículos, principalmente secundários (Fig. 3B). Nos ovários 
de todos os animais dos diferentes grupos experimentais não foi observada a presença de corpos lúteos, por 
tratar-se de animais que não chegaram à puberdade, consequentemente não ocorrendo o processo ovulatório 
(Fig. 3-A-E). 
 A análise morfométrica dos ovários apenas apresentou diferenças significativas no percentual de 
folículos secundários e terciários, com aumento característico nos animais do grupo II para os folículos 
secundários e redução nos grupos III, IV e V. Com relação aos folículo terciários houve redução significativa nos 
filhotes dos grupos II, III e V, que não apresentaram diferenças entre si, mas diferiram significativamente do 
grupo controle e do grupo G IV (Fig. 3F). 

Análise histopatológica e morfométrica dos testículos. Análise histopatológica demonstrou que o 
testículo dos filhotes do grupo I (controle), apresentou-se revestidos por um epitélio germinativo bem 
preservado, apoiado sobre uma cápsula de tecido conjuntivo denso, a túnica albugínea. No interior dos testículos 
evidenciou-se a presença de numerosos túbulos seminíferos que se alojam como novelos dentro de um tecido 
conjuntivo frouxo. Nos túbulos observaram-se numerosas espermatogônias e espermatócitos, além da presença 
de células de Sertoli, que se encontram aderidas a lâmina basal dos túbulos com suas extremidades apicais 
voltadas para o lúmen. O 20º dia de vida pós natal corresponde a fase mais densa do desenvolvimento tubular, 
que corresponde ao período infantil tardio, onde as células de Sertoli deixam de dividir, e as espermatogônias 
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atingem a densidade máxima formando uma espessa camada pseudoestratificada com as células de Sertoli. 
Inicia-se a formação do lúmen tubular, evidenciado por um pequeno espaço central claro dentro dos túbulos. O 
interstício contém vasos e uma população menor de células imaturas de Leydig (Fig. 4A-E). A análise 
histopatológica apresentou poucas alterações testiculares nos filhotes do grupo III, como vacuolização e 
degeneração tubular discreta (Fig. 4C). 
 A análise morfométrica dos testículos demonstrou que os filhotes oriundos do grupo induzido à SOP sem 
tratamento apresentaram um maior diâmetro tubular, diferindo significativamente dos demais grupos, os 
tratamentos com metformina e melatonina apresentaram uma diminuição desse diâmetro, entretanto apenas os 
filhotes do grupo V foram os que apresentaram valores semelhantes aos do grupo controle (Fig. 4F). 

Análise imunohistoquímica dos ovários. A anáise imunohistoquímica para o receptor de andrógeno 
(RA) apresentou-se de forma moderada nos ovários dos filhotes dos diferentes grupos experimentais, entretanto 
os filhotes do grupo II e III foram os que apresentaram maior intensidade de marcação diferindo dos demais 
grupos experimentais (Fig. 5A-E). A marcação quantificada pode ser observada no graficamente (Fig. 5F). 

Análise imunohistoquímica dos testículos. A análise imunohistoquímica para o receptor de 
andrógeno (RA) apresentou-se de forma moderada nos testículos dos filhotes dos diferentes grupos 
experimentais, entretanto os filhotes do grupo III e V foram os que apresentaram maior intensidade de marcação 
diferindo dos demais grupos experimentais (Fig. 6A-E), tal marcação foi quantificada e pode ser observada (Fig. 
6F). 
 

DISCUSSÃO 
Estudos vêm demonstrando que a presença da SOP durante o período gestacional promove uma 

programação neonatal, devido á exposição ao excesso de andrógenos, transferindo para o feto características 
semelhantes as da síndrome ainda na infância (ABBOTT & DUMESIC 2009, MARTINEZ-PINTO et al. 2018). Em 
estudos realizados com primatas, observou-se que a exposição pré-natal aos andrógenos contribuiu para 70% 
dos casos de ovários policísticos em idade reprodutiva, para o hiperandrogenismo, alterações na secreção de LH, 
e aumento do peso dos filhotes (ABBOTT et al. 2005, DUMESIC et al. 2007, ZHOU et al. 2007).  

Além dessas características, a exposição fetal a esteróides como a testosterona ou a di-hidrotestosterona 
não-aromática (DHT) produz efeitos diferenciados sobre a função reprodutiva da progênie. Foram observados 
números aumentados de folículos em crescimento, sugerindo que o aumento do recrutamento folicular ovariano 
em animais tratados no período pré-natal com testosterona é mediado pela programação androgênica 
(MANIKKAM et al. 2008, VEIGA-LOPEZ et al. 2008). Em trabalhos realizados por Martinez-Pinto et al., (2018) e 
Sotomayor-Zarate et al. (2008) a exposição fetal ao Estradio-Valerate (EV), um dos modelos de indução da SOP, 
durante a gestação aumentou a expressão de receptor de andrógeno (RA) no ovário da progênie de acordo com 
os resultados imunohistoquímicos. Além disso, disfunções na produção dos hormônios esteróides pelas células 
testiculares também foram observadas. Essas características da programação neonatal puderam ser observadas 
na presente pesquisa, onde os filhotes oriundos de matrizes induzidas a policistose sem tratamento durante a 
gestação apresentaram um aumento de peso e comprimento corporal, além de alterações ovarianas, como 
aumento na porcentagem de folículos secundários e expressão do RA, e alterações testiculares, como aumento no 
peso do órgão e do diâmetro tubular.  

A metformina, por ser uma molécula responsável pela ação sensibilizadora de insulina, reduz a ação 
sinérgica desta ao LH nos ovários, diminuindo a produção androgênica, revertendo alguns efeitos do 
hiperandrogenismo gestacional sobre os filhotes, sendo capaz de normalizar o ganho de peso corporal dos 
animais e atuar no metabolismo dos lipídios (SOLYMAR et al. 2018).  

A melatonina, que participa de diversas interações fisiológicas fetais também regula os níveis de gordura 
corporal, estando esse efeito relacionado a dose utilizada e ao tempo de sua administração (MOHAMMADI-
SARTANG et al. 2017), como demonstrado por Días-Lopes et al. (1995), onde matrizes pinealectomizadas 
tiveram filhotes com maior peso corporal, e a utilização da melatonina exógena durante o período gestacional 
regulou esse ganho de peso. 

A melatonina também desempenha diversas funções ovarianas, atuando através de receptores 
específicos encontrados nos diferentes tipos celulares desse órgão. Sabe-se ainda que a concentração de 
melatonina plasmática aumenta com o decorrer da gestação (TAMURA et al. 2014), atravessando a barreira 
placentária livremente, sendo capaz de controlar diversos processos fisiológicos fetais, como a maturação sexual 
dos filhotes, os níveis das gonadrotofinas, como o LH, como também os níveis dos hormônios esteróides, 
desempenhando um papel importante no processo de desenvolvimento folicular (TAMURA et al. 2014). 

Essa indolamina é capaz de diminuir os níveis de testosterona através de ação direta na aromatase, 
enzima responsável pela interconversão de andrógenos em estrógenos, podendo assim de forma indireta, por 
mecanismo de feed back, regular a expressão dos receptores androgênicos ovarianos (COS et al. 2004). Tais 
características foram observadas na presente pesquisa, onde a melatonina durante a gestação promoveu uma 
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diminuição na quantidade de folículos secundários dos ovários dos filhotes e normalizou a expressão do RA, que 
encontravam-se elevados devido a indução da SOP materna. 

A metformina também atua diretamente no ovário revertendo às características da SOP, como 
observado no presente estudo, diminuindo a síntese androgênica ovariana e regularizando o processo 
ovulatório, essa diminuição dos andrógenos pode ser decorrente do aumento da atividade da aromatase, 
utilizando esses precursores para síntese de estrógeno, hormônio esse encontrado elevado nos animais do grupo 
III. Essa biguanida, utilizada no período gestacional pode atuar no desenvolvimento dos filhotes uma vez que 
atravessa a placenta sem ser alterada, atingindo a circulação fetal, podendo também ser encontrada no leite 
materno (GLUECK et al. 2013).  

Apesar de sua utilização ser liberada durante a gestação, por não apresentar efeitos teratogênicos 
durante o desenvolvimento fetal, muitas controversas sobre seu uso durante esse período são observadas. Em 
pesquisa realizada por Tartarin et al., (2012) a exposição fetal à metformina, através de sua administração 
durante o período gestacional, resulta na diminuição do peso dos neonatos e das gônadas destes, redução do 
volume testicular e das células de Sertoli. Além disso, também pode ser observadas alterações histopatológicas e 
morfométricas, como vacuolização das células testiculares e redução na população de células de Leydig que, 
consequentemente diminuem a produção de testosterona durante as fases de formação e desenvolvimento do 
testículo. Essa redução nos níveis de testosterona, e alterações histopatológicas testiculares foram observadas 
nos animais do grupo III, ou seja, oriundos de matrizes que receberam metformina durante a gestação.  

A redução no nível de testosterona nos testículos pode ser indicativa de alterações funcionais do órgão 
(RICCI et al. 2009), os níveis desse hormônio também controlam a atividade de seu receptor, onde por um 
mecanismo de feedback, podem elevar sua expressão em resposta a níveis insuficientes desse hormônio nos 
testículos, como observado nos animais do grupo III e V, ou seja animais oriundos de matrizes que receberam 
metformina durante a gestação, destacando-se os animais do grupo III que apresentaram os menores níveis de 
testosterona plasmática. Os animais do grupo V, não apresentaram alterações hormonais e histopatológicas 
provavelmente em decorrência da associação da metformina com a melatonina. 

A melatonina apresenta receptores em diversas células testiculares, atuando no desenvolvimento desse 
órgão (KASAHARA et al. 2010), onde níveis séricos e seminais dessa idolamina são significativamente menores 
em pacientes com infertilidade (FRUNGIERI et al. 2017). Também apresenta propriedades lipofílicas e 
hidrofílicas podendo passar através da barreira hemato-testicular e entrar nas células testiculares. Atua através 
de vários receptores específicos, como MT1 e MT2 que acoplados com proteína G regulam a síntese de 
testosterona (ODAWARA et al. 2009). 

Os efeitos da melatonina nos níveis dos hormônios reprodutivos são variáveis e dependem das 
condições fisiológicas e espécies de animais (REITER et al. 2013). Em animais sazonais, como roedores, a 
melatonina reduz a expressão do receptor de andrógeno (AHMAD et al. 2010), e tratamentos durante a gestação 
com esse hormônio induzem o desenvolvimento testicular precoce e a produção de espermatozóides (FOSBERG, 
et al. 1990).   

Vários trabalhos demonstraram benefícios da melatonina em relação aos testículos, onde esta 
indolamina apresentou efeitos protetores devido ao seu papel antioxidante, evitando os danos decorrentes do 
estresse oxidativo testicular, bem como sua atuação como molécula moduladora controlando a síntese dos 
hormônios esteróides, diminuindo a apoptose, atrofia e degeneração tubular, além de aumentar a população de 
céulas de Leydig e Sertoli (GLUNELI et al. 2008, MURATOGLU et al. 2018, YU et al. 2018). Além disso, trabalho 
realizado por Días-Lópes et al. (1995) indica que a glândula pineal e o tratamento com melatonina exógena 
durante a gestação em ratas podem atuar no desenvolvimento fetal e influenciar a ontogênese pós-natal dos 
hormônios envolvidos no eixo neuroendócrino-reprodutivo em ratos em desenvolvimento, atuando na fisiologia 
e maturação testicular. 

 
CONCLUSÃO 

Assim pode-se concluir que a melatonina administrada durante o período gestacional para o tratamento 
da SOP apresentou maior eficácia em reverter às características fetais decorrentes da síndrome, bem como 
diminuiu os danos decorrentes da administração da metformina durante a gestação, possuindo efeitos 
protetores tanto a níveis ovarianos quanto testiculares.  
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LEGENDA DAS FIGURAS 
 

Fig.1. Gráfico do peso e índice organossomático dos filhotes. (A)- peso dos ovários. (B)-peso dos testículos. (C)-
IO dos ovários e (D)-IO dos testículos. 

 
Fig.2. Níveis hormonais. (A)- Níveis de estradiol dos filhotes fêmeas. (B)- Níveis de testosterona total dos filhotes 
machos. 
 
Fig.3. Fotomicrografia dos ovários dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- ovário dos filhotes do 
grupo I; (B)- Ovário dos filhotes do grupo II; (C)- ovário dos filhotes do grupo III; (D)- ovário dos filhotes do 
grupo IV; (E)- ovário dos filhotes do grupo V e (F)- gráfico da análise morfométrica ovariana. Observar a ausência 
de diferenciação entre camada cortical e medular, e corpos lúteos, além da presença de diversos folículos em 
diferentes estágios de desenvolvimento, sendo (FS)- Folículo secundário, (FT)- Folículo terciário.  
 
Fig.4. Fotomicrografia dos testículos dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- testículo dos filhotes 
do grupo I; (B)- Testículo dos filhotes do grupo II; observar a presença de vacuolização (seta) e degeneração 
tubular (círculo) (C)- testículo dos filhotes do grupo III; (D)- testículo dos filhotes do grupo IV; (E)- testículo dos 
filhotes do grupo V e (F)- gráfico da análise morfométrica testicular. Observar a presença de diversos túbulos 
seminíferos (TS) e interstício (IT), onde alguns túbulos já apresentam a formação do lúmem (L). As 
espermatogônias- triângulo- e espermatócitos asteriscos (*), externamente observar a presença da cápsula (CP). 

 
Fig.5. Fotomicrografia dos ovários dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- ovário dos filhotes do 
grupo I; (B)- Ovário dos filhotes do grupo II; (C)- ovário dos filhotes do grupo III; (D)- ovário dos filhotes do 
grupo IV; (E)- ovário dos filhotes do grupo V e (F)- gráfico da quantificação da marcação em pixels. Observar a 
coloração acastanhada da marcação do receptor de andrógeno (RA). 

 
Fig.6. Fotomicrografia dos testículos dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- testículo dos filhotes 
do grupo I; (B)- testículos dos filhotes do grupo II; (C)- testículo dos filhotes do grupo III; (D)- testículo dos 
filhotes do grupo IV; (E)- testículo dos filhotes do grupo V e (F)- gráfico da quantificação da marcação em pixels. 
Observar a coloração acastanhada da marcação do receptor de andrógeno (RA). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



105 

 

LISTA DE QUADROS E FIGURAS 
 
Quadro 1.  Média ± desvio padrão do peso (g) dos filhotes dos diferentes grupos experimentais 
 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey 
(p≤0,05) 

 
Quadro 2. Média ± desvio padrão do comprimento (cm) dos filhotes dos diferentes grupos experimentais 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey 
(p≤0,05) 
 

Fig.1. 

 

Fig. 2. 

 

 

DIAS DE VIDA 
PÓS-NATAL 

GI GII GIII GIV GV P 

Nascimento 6,14 ± 0,5b 7,02 ± 0,82a 5,6 ± 0,92b 6,23 ± 0,35b 5,96 ± 0,7b 0,001 

7 dias 10,10 ± 1,47b 14,41 ± 1,79a 11,22 ± 1,06b 9,50 ± 1,09b 11,16 ± 1,64b 0,003 

14 dias 18,45 ± 3,50b 22,92 ± 2,11a 17,52 ± 1,73b 16,59 ± 3,54b 18,49 ± 3,53b 0,005 

20 dias 28,22 ± 4,49b 38,57 ± 5,20a 30,18 ± 1,40b 28,34 ± 2,48b 32,16 ± 4,05b 0,0001 

DIAS DE VIDA 
PÓS-NATAL 

GI GII GIII GIV GV P 

Nascimento 5,79 ± 0,41b 6,47 ± 0,33a 5,22 ± 0,30b 5,18 ± 0,44b 6,17 ± 0,27ab 0,0001 

7 dias 8,04 ± 0,62b 9,67 ± 0,42a 8,38 ± 0,57b 7,37 ± 0,61b 9,62 ± 0,79a 0,001 

14 dias 11,80 ± 0,48b 12,82 ± 0,62a 11,58 ± 0,61b 11,08 ± 0,81b 12,20 ± 1,07a 0,004 

20 dias 14,32 ± 1,01c 17,88 ± 0,77a 16, 18 ± 0,38b 15,32 ± 1,07bc 16, 73 ± 0, 36b 0,002 
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Fig. 3. 
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Fig. 4. 
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Fig.5. 
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Fig.6. 

 

 


