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RESUMO

A Sindrome dos ovarios policisticos (SOP) reduz a taxa de ovulacéo
além aumentar o risco de complicagbes durante a gestacdo, como o
desenvolvimento de diabetes gestacional, hipertensdo, 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 terapéutica para o tratamento da SOP administradas antes e
durante o periodo gestacional, e seus efeitos sobre a prole. Para isso foram
utiizadas 40 ratas divididas em 5 grupos: Grupo I- Sem inducdo da SOP; II-
Induzidos & SOP; IllI- Induzidos & SOP e tratados com Metformina; IV-
Induzidos a SOP e tratados com Melatonina e V- Induzidos a SOP e tratados
com Metformina e Melatonina. A inducéo 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 periodo gestacional
na dosagem de 50 mg/100g, também por gavagem, assim como a melatonina,
na dose de 0,5mg/kg, por via oral, diluida na agua de beber. Foram realizadas
analises hormonais, bioquimicas, imunohistoquimicas, mofologicas e
morfométricas, além do acompanhamento do ganho de peso dos animais e o
indice organossomatico tanto da matrizes, quanto dos neonatos. Foi possivel
observar que a melatonina exdégena foi mais eficiente em reverter os
parametros decorrentes da inducdo da SOP nas matrizes, como a aciclicidade
estral, aumento do peso corporal, alteracbes metabdlicas (elevacao nos niveis
de colesterol total, triglicerideos, e LDL) ovarianas (cistos ovarianos) e
hormonais, do que sua associagcdo com a metformina. Essa por sua vez,
também apresentou efeitos benéficos em ralacdo a alguns parametros
decorrentes da policistose, entretanto, sua utilizacdo durante a gestacéo
promoveu algumas alteracbes nos filhotes, como diminuicdo do peso dos
ovarios, vacuolizacdo e degeneracdo dos tubulos seminiferos, alteragdes nos
niveis de estrogeno e testosterona e na expressdo dos receptores
androgénicos testiculares. Ja os filhotes das matrizes que receberam
melatonina durante a gestacdo, apresentaram o0s parametros analisados

semelhantes aos filhotes do grupo controle. Assim, a utilizagdo da melatonina
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mostrou-se mais eficaz do que a associacdo dos farmacos uma vez que as
alteracOes decorrentes da SOP e da utilizagdo da metformina durante a
gestacdo puderam ser normalizadas com a sua utilizagdo no periodo
gestacional, ndo apresentando efeitos adversos sobre a prole.

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

gbnadas

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 |- No induction
of PCOS; IlI- Induced to SOP; IlI- 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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CAPITULO |

1. INTRODUGCAO

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) foi descrita pela primeira vez
na década de 30 e vem sendo considerada como uma das desordens
endocrinolégicas mais frequentes em mulheres com idade reprodutiva
(EHRMANN, 2005). Estima-se que no mundo, cerca de 2,2 a 26% da
populacdo feminina entre 15 e 49 anos de idade apresente a SOP, ja no
Brasil, esse disturbio pode chegar a acometer 13% da populacdo (AZZIS et
al., 2016; CRISOTO et al., 2012; YAO et al., 2017).

Estudos sugerem que nessa sindrome as células da teca dos foliculos
ovarianos funcionem de forma diferenciada, levando ao aumento na
producdo de andrégenos que pode decorrer de uma hipersecrecao de LH
basal e elevada expresséao de seus receptores (LHR) (HOGG et al., 2012),
ou do aumento da atividade da enzima Citocromo P450cl17 (CYP17),
responsavel pela sintese desse hormonio (GILLING-SMITH et al., 1994).

Outro mecanismo que estd diretamente envolvido no aumento da
sintese dos andrégenos € a resisténcia a insulina (Rl) com hiperinsulinemia
compensatoéria, 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 estereoidogénica
ovariana (VAN HOUTER; VISSER, 2014).

Devido a tais caracteristicas, além de reduzir a taxa de ovulag¢édo, a SOP
aumenta o risco de complicagcbes durante a gestacdo, como O
desenvolvimento de diabetes gestacional, hipertensdo, riscos de pré-
eclampsia, nascimentos prematuros e abortos (POLAK et al., 2017). Estima-
se que na populacdo 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 disponiveis para SOP, a metformina, uma

biguanida utilizada para tratar pacientes obesos com diabetes tipo 2, tornou-



20

se 0 agente mais utilizado (McGRATH et al.,, 2018; SIVALINGAN et al.,
2014). Parte da eficicia da metformina pode estar relacionada a suas acoes
diretas na esteroidogénese, devido a seus efeitos insulinossensibilizantes
(MANSFIELD et al., 2003). Vérios estudos tém indicado que a manutencgao
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 0s
resultados da gestacao, (GLUECK et al., 2013). Consequentemente, muitas
pacientes com ovarios policisticos continuam o tratamento com a
metformina durante a gravidez. Assim, 0 niumero de pacientes que utilizam
esta biguanida durante o periodo gestacional vem aumentando
consideravelmente (JOHNSON, 2011; MORIN-PAPUNEN et al., 2012).

Por outro lado, a metformina pode afetar diretamente o desenvolvimento
embrioloégico, uma vez que tem a capacidade de atravessar a barreira
materno/fetal livremente sendo encontrada no sangue da placenta e do
corddo umbilical com as mesmas concentracbes do sangue Vvenoso
materno (KOVO et al.,, 2008). Em estudo recente, observaram-se efeitos
abortivos e malformacfes dos neonatos decorrentes da utilizacdo da
metformina (PANCHAUD et al., 2018), além de resultados controversos a
nivel renal e hepatico, com a presenca de acidose latica, alteracdes
enzimaticas e diversos efeitos gastrointestinais (LAUTATZIS; GOULIS;
VRONTAKIS, 2013), como também alteracbes nas células testiculares dos
neonatos (TARTARIN et al., 2012) e diminuigcdo da massa corporal desses
(HANEM et al., 2018; KOVO et al., 2008).

Com o objetivo de amenizar possiveis danos decorrentes da utilizacédo
da metformina, alguns estudos vém associando esta biguanida a outras
substancias, como a melatonina, para o tratamento de algumas patologias
(LEMOS et al., 2014). Man’chevea et al. (2011), realizaram experimentos
induzindo cancer de pele em animais e observaram que o tratamento com a
associacdo da melatonina e metformina reduziu o crescimento tumoral
gquando comparado aos animais tratados apenas com as monoterapias.

Lemos et al (2014), em estudos com ratas prenhes, induzidas a SOP,
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observaram melhoras a nivel hepéatico, tanto histopatologicamente quanto
bioguimicamente, e na defesa antioxidante dos animais que foram tratados
com a associacao das drogas.

Além disso, sabe-se que a melatonina atua na liberacdo de GnRH
(Hormonio Liberador de Gonadotrofinas), do eixo pituitario-gonadal,
regulando assim a secrecdo pituitaria de Hormoénio Luteinizante (LH) e
Foliculo Estimulante (FSH) para o controle do estro e ovulagcdo. Atua
também na producédo de estrégeno e progesterona, na atividade funcional e
crescimento ovariano, e devido as suas funcbes antioxidantes, reduz o
estresse oxidativo nos foliculos, protegendo assim os odécitos contra radicais
livres (DEVOTO et al., 2002). Essa indolamina lipofilica também atravessa a
placenta livremente sem ser alterada, atingindo a circulacdo fetal com
facilidade, fornecendo informacdes fotoperiddicas para o feto, mediando
diversas interacdes fisiologicas (GOLDMAN, 2003).

Assim, avaliar o efeito da metformina e sua associacdo com a
melatonina durante o periodo gestacional para o tratamento da SOP se faz

necessario, bem como seus possiveis efeitos sobre os neonatos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

A sindrome dos ovarios policisticos foi descrita pela primeira vez em 1935
por dois médicos, Stain e Leventhal, que trataram pacientes que apresentavam
caracteristicas em comum, como amenorreia, hirsutismo, aumento dos ovarios
e aparecimento de mudltiplos cistos neste 6rgdo (SIRMANS; PATE, 2014;
STEIN; LEVENTHAL, 1935). Apés muitas controvérsias, com realizacdo de
estudos posteriores, chegou-se a conclusdo de que as pacientes de Stain e
Leventhal faziam parte de um subgrupo de mulheres portadoras de uma
doenca complexa e heterogénea, que foi entdo denominada de Sindrome dos
Ovaérios Policisticos (SOP) (GOLDZIER, 1981; YEN, 1980).

Atualmente a SOP é considerada uma das desordens endocrinoldgicas

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 prevaléncia varia de acordo com o critério de diagnostico
utilizado, uma vez que possui diferentes formas de apresentacédo dos sintomas,
podendo chegar a acometer cerca de 2,2-26% da populacdo feminina
(ASUNCION et al., 2000; AZZIZ et al., 2004; KNOCHENHAUER et al., 1998;
MARCH et al., 2010; YAO et al., 2017).

Os critérios de diagnostico da SOP séo definidos com base em suas
manifestagdes clinicas, que primariamente, caracterizam-se por uma disfuncéo
ovulatoria e hiperandrogénica, resultando em irregularidades no ciclo
menstrual, com quadros de amenorreia e oligomenorreia, presenca 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 disturbios metabdlicos, assemelhando-se a
Sindrome Metabdlica (SM), como resisténcia a insulina (RI), com consequente
aumento do risco de Diabetes tipo 2 (MORAN et al.,, 2010), dislipidemias,
aumento do colesterol, gordura abdominal e hipertenséo arterial (DARGHAM et
al., 2018; SPRITZER, 2014; VAN HOUTEN; VISSER, 2014). Dependendo do
estudo, cerca de 38-88% das mulheres com SOP sdo obesas e 50-70%
apresentam resisténcia a insulina (BALEN et al., 1995; COOK et al., 2002; SIR-
PETERMANN et al., 2009).

Dessa forma, foram propostos varios critérios de diagnostico, o primeiro,
definido em 1990 pelo NIH (National Institute of health), diagnosticava a
presenca da SOP em mulheres que apresentassem oligo/anovulacdo, e
hiperandrogenismo clinico ou bioquimico (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 diagnéstico de
Rotterdam, caracterizado pela presenca de dois dos trés seguintes critérios;
hiperandrogenismo, amenorreia, oligo ou anovulagdo, e aparecimento de
ovarios policisticos & ultrassonografia (NORMAN; STANKIEWICZ, 2004;
SPRITZER, 2014). Em 2006, a Androgen Excess Society (AES), definiu a SOP
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como a presenca de hiperandrogenismo associada a uma das demais
caracteristicas (AZZIZ et al., 2006). (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de diagndstico da SOP.

NIH (1990) * ROTTERDAN (2003)* AES (2006)*
(Hiperandrogenismo associado

a outro critério)

Hiperandrogenismo clinico ou Hiperandrogenismo clinico ou Hiperandrogenismo clinico ou
bioquimico bioquimico bioquimico
Oligo/amenorreia Oligo/amenorreia Oligo/amenorreia
Anovulacéo Anovulagdo Anovulagéo
Aparecimento de ovario Aparecimento de ovario
policistico ao ultrassom policistico ao ultrassom

*Exclusdo de outras causas de hiperandrogenismo, como por exempo: Hiperplasia da Adrenal
Congénita, Sindrome de Cushing, tumores secretores de andrégenos, Hiperprolactinemia,
doencgas da tiredide, e drogas que induzem o excesso de androgenos. Adaptada de SPRITZER
(2014).

Os critérios da ESHRE/ASRM prevalecem sobre os do NIH e AES, uma
vez que incluem obrigatoriedade de imagens ecograficas para o diagnéstico de
ovarios policisticos. Esses critérios sao baseados na presenca de doze ou mais
foliculos com 2 a 9 mm de didmetro em um ou em ambos 0s ovarios e/ou
aumento do volume ovariano (maior que 10 cm?®) (HOMBURG, 2008; POLSON
et al., 1988; ROTTERDAM, 2004).

Com base em suas diferentes caracteristicas e possibilidades de
diagnéstico, € possivel a identificacdo 4 fenétipos da SOP (GERARD et al.,
2014)

I- Hiperandrogenismo (clinico ou bioquimico) e anovulag&o cronica;

lI- Hiperandrogenismo e ovarios policisticos, com a permanéncia dos
ciclos ovulatorios;

lll- Anovulag&o crbnica e ovarios policisticos, sem hiperandrogenismo;

IV- Hiperandrogenismo, anovulagéo crénica e ovarios policisticos.
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2.2. FISIOPATOLOGIA

2.2.1. Alteragcdes gonadotroéficas

As caracteristicas fisiopatoldégicas da SOP ainda nao foram totalmente
compreendidas, entretanto observa-se uma interacdo direta entre as
gonadotrofinas, ovarios, andrégenos e insulina.

A producdo hipofisaria do horménio luteinizante (LH) e foliculo-
estimulante (FSH) é um evento fundamental para funcéo reprodutiva, uma vez
que estdo relacionados com a producédo de esterdides ovarianos, crescimento
folicular e ovulacdo. Para a hipofise produzir e liberar tais hormoénios, necessita
ser estimulada pelo Hormoénio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) produzido
a nivel hipotalamico (EHRMANN, 2005; RAJU et al., 2013).

Os ovarios apresentam duas populacdes celulares que sdo estimuladas
independentemente por LH e FSH (O'DEA et al., 2008; VASKIVUO, 2002). A
camada da teca interna, estimulada pelo LH, é responsavel pela producédo de
andrégenos e a granulosa, estimulada pelo FSH, produz estrogenos. A teca
apresenta uma vascularizagdo que aumenta juntamente com 0
desenvolvimento folicular, que permite receber substancias da circulacéo
sanguinea, incluindo os precursores da esteroidogénese, como o colesterol,
que estimulados pelo LH sdo convertidos em androgenos (PALMA et al., 2012).

Caracteristicamente, a granulosa ndo contém vasos, assim toda sua
producado de estroégeno € limitada aos precursores que recebe, ou seja, apenas
0os andrégenos provenientes da teca. Esta conversdo de andrégenos,
principalmente androstenediona e testosterona, em estrogenos (basicamente
estradiol), € realizada por acdo da enzima aromatase, estimulada pelo FSH
(SANDERSON, 2009; SILVA et al., 2006).

O controle da producdo hormonal é realizado por mecanismos de
interacdo entre o ovario (foliculo e od6cito), a hipofise e o hipotalamo (eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal), nos quais os andrégenos e os estrogenos de
origem ovariana exercem uma retro-alimentagcdo negativa ou positiva sobre o

padrao de producdo e secrecdo de gonadotrofinas. Os pulsos de GnRH, por



25

sua vez, também exercem controle sobre a taxa de LH/FSH secretada (PALMA
et al., 2012).

Na SOP, evidéncias sugerem que as células da teca funcionem de forma
diferenciada, com aumento na producdo de andrégenos que decorre ou da
hipersecrecdo de LH basal e elevada expressao de seus receptores (HOGG et
al., 2012; JAKIMIUK et al.,, 2001), ou do aumento da atividade da enzima
Citocromo P450c17 (CYP17), responsavel pela sintese hormonal (GILLING-
SMITH et al., 1994).

A elevacado dos niveis de LH, portanto, promove o aumento da producao
de androstenediona pelas células da teca, a qual é convertida pela 17p3-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo 5 (17B-HSD) em testosterona ou
aromatizada em estrona. Os andr6genos em excesso sao entdo convertidos
em estrona nos tecidos periféricos, esta por sua vez, inibe a dopamina
hipotalamica provocando um aumento dos pulsos de GnRH, tornando maior a
producdo de LH sobre a do FSH (EHRMAN et al., 2006; HAYES et al., 1998).
Tais fendmenos, portanto, tém sido considerados a anormalidade primaria da
SOP e, assim, a causa do excesso de andrégenos ovarianos e plasmaticos
(YEN et al., 1980).

Outro mecanismo que pode estar diretamente envolvido no aumento da
sintese dos androgenos é a RI, com hiperinsulinemia compensatéria, que
ocorrem em 50%-80% de mulheres com SOP, agindo de forma sinérgica ao
LH, estimulando a resposta estereoidogénica ovariana de forma direta,
ativando a CYP 17 ou indiretamente reduzindo os niveis de producao da SHBG
(globulina ligante de horménios sexuais) hepético, resultando em um aumento
da biodisponibiidade dos andrégenos livres. Além disso, a Rl leva a um
aumento do estresse oxidativo acompanhado da diminuicdo da defesa
antioxidante nos ovarios (GONZALES et al., 2006; YAO et al, 2017) (Figura 1).
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Figura 1: Alteracbes gonadotréficas e esteroidogenicas durante a SOP e o
papel da insulina na atuacdo sinérgica ao LH na producdo de andrbégenos.
Adaptado de EHRMANN, (2005).

Com relacédo a disfungdes na foliculogénese, foi possivel estabelecer com
estudos ultrassonograficos e bidpsias ovarianas, que mulheres com SOP
apresentam um pool de foliculos em crescimento de duas a trés vezes maior
que mulheres sadias (SIR-PETERMANN et al., 2012). As caracteristicas
histolégicas da sindrome demonstram um aumento no numero de pequenos
foliculos pré-antrais e antrais, e um maior recrutamento folicular
(HUGHESDON, 1982). Acrescido a esta situacdo, também observa-se
detencdo no processo de selecdo do foliculo, que resulta na auséncia de
ovulacdo (WEBBER et al., 2003). Desta forma, na SOP ha maior recrutamento

e menor selecdo, mantendo um grande namero dos foliculos em crescimento
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produtores de androgenos (JONARD; DEWAILLY, 2004). Devido a efeitos
paracrinos, esta massa folicular aumentada inibe o inicio do crescimento dos
demais foliculos primordiais (WEBBER et al., 2003), levando a uma reserva
ovariana de foliculos em crescimento (TAKAYAMA et al., 1996). Assim, as
mulheres com SOP apresentam maiores concentragcdes de hormonios ati-
mullerianos (AMH) e diminuicdo da inibina B, marcadores seéricos
caracteristicos da reserva ovariana durante o periodo fertil (PILTONEN et al.,
2005; SOWERS et al., 2008).

2.2.2. Alteracdes Androgénicas

O hiperandrogenismo é marca bioquimica da SOP, e estudos sugerem
que células da teca interna ovariana em mulheres com esta sindrome, sé@o
mais eficientes na conversao de precursores androgénicos em testosterona do
que as células da teca normais (HOGG et al., 2012). Roselfield et al. (1990)
sugeriram uma hiperfuncdo da enzima formadora de andrégenos (citocromo
P450c17a) que tem dupla agao e participa na produgéo androgénica no ovario
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 intrinsecos seriam o0s responsaveis pela modificacdo da
atividade da enzima (HOGG et al., 2012).

Com base em diferentes estudos, criou-se a hipotese de que menor
quantidade de receptores de androgenos (RA) nas células da granulosa e
tecais poderia impedir a entrada do excesso de andrégenos nos 00citos,
garantindo o crescimento normal dos foliculos. Entretanto, se uma disfuncéo
nessa comunicacao existisse, os andrdgenos fisiologicamente desnecessarios
entrariam no oocito, desencadeando uma série de acBes nao-gendmicas,
provocando atresia folicular ou formacéao de foliculos ndo funcionais no ovario
(ABBOTT et al., 2005; DRUMMOND, 2006; LI; SCHATTEN; SUN, 2009).

Além de tais caracteristicas, em mulheres com SOP o hiperandrogenismo
esta associado com o aparecimento de hirsutismo, alopécia e ache, bem como

a ma distribuicdo da gordura corporal, caracterizada pelo acumulo de gordura
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principalmente na regidao abdominal (BLOUIN; BOIVIN; TCHERNOF, 2008).
Estudos demonstraram que mulheres com SOP tém niveis mais elevados de
triglicerideos (TG), LDL, e colesterol total (CT), quando comparado com
mulheres sadias, independentemente do indice de massa corporal (WILD et al.,
2011).

Outras alteracfes decorrentes do hiperandrogenismo cronico também séo
observadas nas portadoras dessa sindrome, como patologias renais, onde em
estudo realizado por Patil et al. (2017) mulheres tratadas com DHT
(dihidrotestosterona) apresentaram aumento da pressao arterial média, peso
do rim, proteindria e maior dano renal comparando-se ao grupo controle. Além
disso, também observou-se uma reducdo de 60% na taxa de filtracdo
glomerular, 40% no fluxo plasmatico renal e uma reducdo significativa na
excrecao urinaria de nitrato e nitrito. O exame morfolégico dos 6rgdos mostrou
glomeruloesclerose focal e segmentar significativa, esclerose global e fibrose
intersticial, decorrentes desse aumento androgénico.

Assim como o rim, o figado das portadoras da SOP também ¢é afetado
apresentando manifestacoes de NAFLD (doenca hepética gordurosa nao
alcoodlica) como demonstrado no trabalho de Kumarendran et al., (2018) onde
0s niveis de citocinas inflamatérias, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), bem como da proteina C-reativa (PCR)
encontraram-se elevados, decorrentes de um estado de inflamacéo observado
na obesidade e nos casos de resistentes a insulina, caracteristicos da SOP.
Alteracdes histopatoldgicas também foram encontradas, com areas de necrose
e hiperemia, aumento das fibras colagenas levando a um quadro de fibrose,
além de toxicidade hepatica, com alteracdes enzimaticas como na alanina
aminotransferase (ALT), oxido nitrico (ON) e glutationa total (GT), com
consequente elevada resposta imunoldgica tecidual (LEMOS et al., 2014;
MOHAMMADI et al., 2017).

2.2.3. Alteragdes gestacionais
Mesmo apresentando todas essas caracteristicas patologicas decorrentes

da SOP, algumas mulheres conseguem engravidar, entretanto, s&o
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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 manifestacdes que incluem distdrbios enddécrinos, diabetes,
obesidade, aborto e gravidez mdultipla. Para aquelas ja diagnosticadas com
SOP, avaliacdo do IMC, pressdo arterial e glicose oral sdo 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
espontaneo em mulheres com SOP, que pode ser decorrente de alteracbes
estruturais e funcionais do endométrio, uma vez que as pacientes apresentam
2-3 vezes mais chances de desenvolverem hiperplasia e cancer endometrial
(BARRY et al., 2014; KUYUCU et al., 2018) ou também pode ser resultante da
hiperinsulinemia em conjuncdo com hiperandrogenismo que contribuem para a
perda da gravidez através de interferéncias no implante placentario normal (YU
et al., 2016).

Complicacbes da gestacdo 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 gestacdes mdltiplas, principalmente quando
nao se trata da primeira gestacdo. Também sdo observadas alteracdes fetais,
com controvérsias, uma vez que estudos em animais, incluindo roedores,
sugerem que o hiperandrogenismo pode alterar o crescimento embrionario,
podendo alternativamente aumentar o tamanho fetal. Por outro lado, a
hiperinsulinemia crbnica, decorrente da Rl manifestada na maioria das
pacientes com SOP, pode restringir o crescimento fetal através da interferéncia
na funcéo vascular normal (NOVI et al., 2017)

Outra caracteristica que pode ser observada nas mulheres gravidas que
sdo diagnosticadas com SOP é um maior risco de desenvolver diabetes
gestacional (DG). Além disso, DG e SOP sé&o fatores de risco para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2 apdés a gestacdo, uma vez que algumas
portadoras de SOP podem apresentar inicialmente uma fase de pré-diabetes,
também conhecida como hiperglicemia intermediaria, que esta diretamente

associada a combinacao de resisténcia a insulina e disfuncéo das células beta
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pancreaticas. Dessa forma, é relatado que 5-10% das mulheres com sintomas
clinicos de pré-diabetes e diabetes gestacional tornem-se portadoras de
diabetes tipo 2 (DARGHAM et al., 2018).

2.3TRATAMENTOS PARA SOP

Os tipos de tratamentos para a SOP dependem dos sintomas que as
pacientes apresentam, e podem ser divididos tipicamente em trés categorias;
terapias para os sintomas relacionados ao hiperandrogenismo, para desordens
menstruais, e para infertilidade (BADAWY, 2011).

Para o tratamento do hiperandrogenismo clinico, que inclui hirsutismo,
alopecia e acne, a primeira linha de escolha séo as pilulas contraceptivas orais
(BADAWY, 2011), entretanto, com a permanéncia dos sintomas, pode-se optar
pela combinacdo de tais pilulas a antiandrégenos, que atuam como
antagonistas competitivos nos RA, revertendo a acgdo de tais hormonios
(DEPLEWSKI; ROSENFIELD, 2000). Além disso, a perda de peso, como
terapia ndo medicamentosa melhora a circulagdo dos androgenos, e fornece
numerosos beneficios metabdlicos para mulheres com SOP (BADAWY, 2011).

Os contraceptivos hormonais orais combinados (CHOC) permanecem
como a intervencdo medicamentosa predominante para irregularidades
menstruais em mulheres que ndo desejam engravidar (URBANETZ et al.,
2009). O componente estrogénico suprime o LH e assim diminui a producado de
andrégenos nos ovarios aumentando também a producédo hepética de SHBG
(globulina ligante de hormdnios sexuais), reduzindo os niveis de testosterona
livre (HARWOOD; VUGUIN; DIMARTINO-NARDI, 2007).

A infertilidade € um dos principais problemas decorrentes da SOP, assim
muitos tratamentos que induzem a ovulagédo estdo disponiveis, sendo 0 mais
utilizado o Citrato de Clomifeno (CC). Trata-se de um antagonista oral do
estrogeno que eleva as concentracdes de FSH e induz o crescimento folicular
na maioria das mulheres com SOP e anovulagdo (HOMBURG, 2005). O
mecanismo de acdo ndo é inteiramente conhecido, mas sabe-se que sua

atividade antiestrogénica ovariana induz uma mudanca na frequéncia dos
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pulsos do GnRH levando ao aumento na liberacdo do FSH (SIRMANS; PATE,
2014; THESSALONIKI, 2008).

Entretanto, devido a sua ampla utilizacdo, algumas pacientes vém
apresentando resisténcia ao CC, fazendo-se necessaria a busca por fontes
terapéuticas alternativas (NEMATI et al., 2017), surgindo assim o interesse por
substancias insulinossensibilizantes, dentre elas as biguanidas, como a

metformina.

2.3.1 Metformina

Dentre diversas estratégias terapéuticas, a utilizacdo de drogas
insulinossensibilizantes para o tratamento de anormalidades reprodutivas
relacionadas a resisténcia a insulina, vem se destacando (DIAMANTI-
KANDARAKIS et al., 2012), desta forma, varios estudos tém avaliado a eficacia
da metformina no tratamento da anovulacdo decorrente da SOP (COSTELLO;
EDEN, 2003; SUN; ZHANG; ZHANG, 2013).

A primeira sintese de metformina ocorreu em 1922, realizada por Werner
e Bell na Irlanda. Ja o Dr. Jean Sterne, um clinico francés, e seus colegas
propuseram pela primeira vez a utilizacdo 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 nao insulino-
dependente, ou seja, diabetes tipo 2 (QUAILE et al.,, 2010). Os provaveis
mecanismos de acdo da metformina referem-se a diminuicdo da
gliconeogénese hepatica, suprimindo a gliconeogénese de varios substratos,
incluindo lactato, piruvato, glicerol e aminoacidos (DOMINGUEZ et al., 1996;
KIRPICHNIKOV; MCFARLANE; SOWERS, 2002). Na melhora da sensibilidade
tecidual a 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 € distribuida rapidamente apos absorcdo ndo se ligando a

proteinas plasmaticas e sem produzir metabolitos ou conjugados sendo
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excretada pelos rins e na bile sem ser alterada. As taxas de liberacdo no rim
sdo variaveis, dessa forma a dose de metformina deve ser ajustada de acordo
com a taxa de filtracdo glomerular (TFG) e aproximadamente 30% da droga €
excretada diretamente pelas fezes (GRAHAM et al., 2011).

Os mecanismos de acdo da metformina ainda ndo foram totalmente
elucidados, porém, acreditava-se que o principal local de acdo da droga fosse o
figado, aumentando sua sensibilidade levando a um efeito supressor da
insulina na gliconeogénese (GRAY et al., 2017). Entretanto, estudos recentes
mostraram que a maioria, se ndo todos os efeitos hipoglicémicos da
metformina podem residir no intestino (DEFRONZO et al., 2016). Esses novos
dados clinicos sdo respaldados pela observacéo de que o efeito de diminuicdo
da glicose decorrente da utilizacdo da metformina em ratos é maior quando
administrada por via oral do que por via intravenosa (STEPENKY et al, 2001,
2002).

Parte da eficacia da metformina na SOP pode estar relacionada as suas
acOes diretas na  esteroidogénese, devido a seus efeitos
insulinossensibilizantes (ARLT; AUCHUS; MILLER, 2001; MANSFIELD et al.,
2003).

A ovulacdo pode ser resultado direto da agcdo da metformina no ovario
levando a uma producdo normal de esteroides e um provavel efeito de
feedback que inclui diminuicdo dos niveis de LH e andrégenos (PALOMBA et
al., 2009). Varios estudos sugerem que a metformina poderia atuar no
hiperandrogenismo com interferéncia direta e especifica reduzindo a secrecéo
de andrégenos dos ovarios e adrenais, e seus niveis circulantes, bem como a
secrecdo de LH da hipdfise (BAILEY; TURNER, 1996).

Um efeito direto da metformina na producao de andrégenos pelas células
da teca foi demonstrado com experimentos In vitro, onde o farmaco inibiu
significativamente a producdo de androstenediona e testosterona nestas
células através da regulacdo de proteinas esteroidogénicas e da expressao da
17-hidroxilase (ATTIA; RAINEY; CARR, 2001). Nestler e Jakubowicz (1996)
demonstraram que a administragcdo 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 reducdo da concentracdo da testosterona sérica livre
(ATTIA; RAINEY; CARR, 2001).

A reducdo dos niveis de insulina apds o tratamento com a metformina em
pacientes com SOP esta associada com o aumento no IGFPB-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina ligante de proteina 1) e a diminuicdo na taxa
de IGF-I/IGFPB-1. O IGF-I atua de forma autdcrina e paracrina estimulando a
producéo de estrégenos pelas células da granulosa (ERICKSON et al., 1990) e
atua sinergicamente com o LH e FSH no controle dos niveis de aromatase
nessas células (PALOMBA et al., 2009).

Além disso, alguns estudos demonstraram que diversos impactos da
resisténcia a insulina durante a gestacdo (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 periodo
gestacional.

Dados de animais e humanos sugerem que a metformina € segura na
gravidez, sem associacdo com malformacfes congénitas no primeiro trimestre
e sem complicacbes perinatais elevadas (FENG; YANG, 2017) sendo
classificada como medicamento de categoria C, ou seja, ndo apresenta efeitos
teratogénicos durante a organogénese fetal (LAUTATZIS; GOULIS;
VRONTAKIS, 2013).

Entretanto, diversos estudos vem observando caracteristicas contrarias. A
metformina pode afetar diretamente o desenvolvimento embrioldgico e
fisiologico fetal, uma vez que tem a capacidade de atravessar a barreira
materno/fetal, e é encontrada no sangue da placenta e do corddo umbilical com
as mesmas concentracdes do sangue venoso materno (CHARLES et al., 2006;
KOVO et al., 2008). Carlsen e Vanky (2010) demonstraram um aumento nos
niveis de SHBG hpatica em neonatos cujas maes foram expostas a metformina
durante o primeiro trimestre da gestacéo.

Este farmaco também vem apresentando alguns resultados controversos
a nivel renal e hepatico, com a presenca de acidose latica, alteracdes de
enzimas do figado e diversos efeitos gastrointestinais (JONES et al., 2002;
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LAUTATZIS; GOULIS; VRONTAKIS, 2013), aléem de promover alteracbes nas
células testiculares dos neonatos (TARTARIN et al., 2012) e diminuicdo da
massa corporal destes (KOVO et al., 2008).

Com o objetivo de amenizar possiveis danos decorrentes da utilizacdo da
metformina, e melhorar o seu potencial de acdo, alguns estudos vém
associando esse medicamento a outras substancias, como a melatonina, para
o tratamento de algumas patologias (ANISIMOV et al., 2010). Man’chevea et al.
(2011), realizaram experimentos induzindo cancer de pele em animais e
observaram que o tratamento com a associacao da melatonina e metformina
reduziu o crescimento tumoral quando comparado aos animais tratados apenas
com as monoterapias. J& Anisimov et al. (2010), observaram que em animais
induzidos ao cancer de mama a melatonina e metformina simultaneas
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 € uma condicdo presente na SOP, a
utilizacdo da melatonina associada a metformina para o tratamento desta

enfermidade poderia ser uma alternativa terapéutica eficaz.

2.4. GLANDULA PINEAL E MELATONINA

Nos mamiferos, a integracdo entre a temporalidade externa e interna é
fornecida pelos ndcleos supraquiasmaticos (NSQ) do hipotalamo (FUCHS et
al., 2010), que recebem informagdes da luminosidade, advindas diretamente do
ambiente, através do feixe nervoso retino-hipotalamico (BUENO; WEY, 2012).
As mensagens, que partem dos NSQ, sdo entdo transmitidas para neurénios
do segmento cervical da medula, em seguida, enviadas para os ganglios
simpaticos cervicais superiores, e destes para a glandula pineal (HIRIART, et
al., 2012).

Esta glandula, também conhecida como epifise, esta localizada no teto do
terceiro ventriculo entre os dois hemisférios cerebrais, originando-se do

diencéfalo (MAGANHIN et al., 2008). E um 6rgéo endocrino ativo, formado por
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células com funcéo neurosecretora, os pinealdcitos, e por células intersticiais
semelhantes as células da glia (COMMENTZ; HELMKE, 1995). Seus produtos
bioquimicamente especificos séo indolaminas e peptideos. 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
caracteristica anfifilica, ou seja, difunde-se tanto nos meios lipofilicos como
hidrofilicos (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008). Também é conhecida como N-
acetil-5-metoxitriptamina, um composto organico de coloracdo amarelo-claro,
que é transportada no plasma ligado a proteinas, em especial a albumina,
tendo sua vida média variando entre 30 e 60 minutos (MAGANHIN et al., 2008).

A melatonina é sintetizada pelos pinealdcitos a partir do neurotransmissor
serotonina, o qual, por sua vez, tem como precursor o aminodcido 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 transferéncia do grupo acetil para a
serotonina a partir do acetil-CoA, resultando na formacéo da N-acetilserotonina
(NAS). Por fim, a enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT) catalisa a
reacao de conversao da NAS em melatonina (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT,
2005; MACCHI; BRUCE, 2004; MARONDE et al., 2011). Como a HIOMT s6
pode ser fabricada na auséncia de luz, 0 mesmo ocorre com a melatonina, que
é entdo denominada de agente enddcrino da escuriddo (HIRIART, et al., 2012;
PEKELMAN et al., 2003). (Figura 2).
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Além da pineal, outras fontes podem produzir melatonina, tais como: retina,
células imunocompetentes, trato gastrointestinal, figado, testiculos e ovarios
(HARDELAND et al., 2011). Essas fontes extrapineal contribuem minimamente
para a concentracdo plasmatica da melatonina, porém, possuem importancia
consideravel para acdo paracrina e/ou autocrina desse horménio (MACCHI;
BRUCE, 2004; PONTES et al., 2006). As mitocondrias, por exemplo, podem
ser o local de produgéo de melatonina no interior das células para sua prépria
protecdo (TAN et a., 2012).

O pico de secrecdo da melatonina é alcangcado na primeira metade da

noite, decaindo gradualmente (HIRIAT, et al., 2012). Durante esse periodo,
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banha as células e tecidos, fornecendo uma série de informacdes ritmicas,
permitindo a diferenciacdo entre o dia e a noite (CARILLO-VICO et al., 2004;
OKATANI et al., 2003). Em virtude das esta¢Oes do ano, conforme os dias vao
ficando mais curtos, a exposicdo dos animais a melatonina aumenta,
informando ao organismo a duracdo da noite, e consequentemente, o periodo
do ano correspondente (HARDELAND et al., 2011).

Essa indolamina participa de uma grande variedade de processos
celulares, neuroenddécrinos e neurofisiolégicos, como a regulacdo do ciclo
sono-vigilia, do sistema imunolégico, cardiovascular, além de influenciar o ritmo
de varios outros processos, como por exemplo, o metabolismo de lipidios e
carboidratos, a regulacdo da temperatura corporal, processos carcinogénicos,
fisiologia gastrointestinal, e a pressdo sanguinea (HIRIART, et al.,, 2012;
SOARES JR et al., 2003).

Sabe-se, ainda, que a melatonina € um potente agente antioxidante, e
eliminador de radicais livres, podendo atuar a nivel mitocondrial evitando danos
ao seu DNA e melhorando a atividade da cadeia transportadora de elétrons.
Além disso, esse horménio e seus metabdlitos também sdo capazes de
modular a transcricdo de genes de enzimas antioxidantes (TOMAS-ZAPICO;
COTO-MONTES, 2005), e se ligar a calmodulina para interferir na producao de
oxido nitrico (ON), reduzindo os radicais livres e consequentemente 0s danos
oxidativos (BOUTIN, 2016).

Além disso, essa indolamina apresenta efeitos no sistema imunolégico,
uma vez que todos os tipos celulares desse sistema possuem receptores
especificos para melatonina. Em estudos realizando-se pinealectomia ou
qualquer outra forma de diminuicdo da sintese hormonal sdo observadas
diminuicdo da resposta imune humoral e celular (CARRILO-VICO et a., 2005;
YANG et al.,, 2018). A atividade imunoestimulatoria e antiapoptdtica da
melatonina sdo exercidas principalmente através da sua a¢ao nos linfocitos T
help (LTh), pois em concentracdes suprafisioldgicas induzem a proliferacdo de
células T e citocinas proinflamatérias. Entretanto, outros estudos ja
demonstram a funcdo 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 proliferacdo de
monacitos (induzindo a produgdo de citocinas como IL-6, IL-12, e inibindo a
producdo de IL-10, TNFa), eosindfilos, basdfilos, neutrdfilos e células NK
(CALVO; GONZALES-YANES; MALDONADO, 2013).

Existem trés principais vias de degradacdo deste hormdnio, sendo a
hepatica considerada a via classica, onde a enzima CYP P450 do figado
metaboliza a melatonina em 6- hidroximelatonina, que em seguida é conjugada
com um sulfato ou glucoronida, sendo entéo secretada na urina (SLOMINSKI et
al., 2012). Quando a melatonina reage com o peroxinitrito (ONOO") forma o
metabdlito 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 proteinas intracelulares (como a calmodulina), a receptores
nucleares, a receptores localizados na membrana plasmatica, e ainda
desempenhando efeitos antioxidantes (MACCHI; BRUCE, 2004).

2.4.1. Melatonina e reproducéo

Em diversos animais, tais como os roedores, as variacbes no ciclo
reprodutivo ocorrem em funcdo das mudancas no fotoperiodo (ROCHA et al.,
2011), sendo regulada, portanto, através da modulacédo do eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal pela melatonina (VAZQUEZ et al., 2004). Esse processo
ocorre através da ativacdo de receptores desse horménio encontrados em
diferentes tecidos (FRUNGIERI et al., 2005; ROY et al., 2001).

O primeiro receptor de melatonina foi isolado a partir de linhagens de
melanoforos da derme de anuros, o Xenopus laevis, em 1994, sendo expresso
apenas em espécies ndo-mamiferas (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 ligacdo e afinidade em duas classes, e denominados de ML-1
(MT1, MT2 e Melic), e ML-2 (MT3). Os receptores da classe ML-1 representam
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0s receptores acoplados a proteinas transmembranas G, e ambos, MT1 (Mel1a)
e MT2 (Melib), sdo encontrados em todos os grupos de vertebrados, j4 o Melic
€ apenas encontrado em anfibios, aves e peixes (VANECEK, 1998). O receptor
da classe ML-2 (MT3), diferentemente dos demais receptores, apresenta 95%
de homologia com a sequéncia de aminoacidos presentes na enzima quinona
redutase 2, e ha controvérsias se realmente se trata de um receptor ou uma
quinona redutase 2 sensivel a melatonina (DUBOCOVICH, 1988; MAILLIET et
al., 2005; MOLINARI; NORTH; DUBOCOVICH 1996).

As caracteristicas de ligacdo das duas classes de receptores sao
semelhantes, apresentando afinidades subnanomolares para a melatonina
(DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005). Este horménio, apds a ligacdo com
seu receptor especifico pode atuar de diferentes maneiras. Evidéncias
demonstram sua capacidade de ligacdo com a calmodulina, que apresenta
diversas func¢des na regulacdo de enzimas, canais iGnicos e receptores, e sua
ligagdo com receptores nucleares, podendo ser de forma direta, ou promovida
por cascatas de reacOes citoplasmaticas para chegar ao nucleo (CHAN;

WONG, 2013) (Figura 3).
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Figura 3. Melatonina e alguns de seus mecanismos de acdo. MT- receptores
de melatonina, MT1 e MT2, receptores acoplados a proteina G. QR2 (quinona
redutase 2). Adaptada de TAMURA, (2009).
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Ambos MT1 e MT2 sao distribuidos em tecidos neuronais e periféricos
(EKMEKCIOGLU, 2006; PANDI-PERUMAL et al., 2008), sendo encontrados
nos nucleos supraquiasmaticos (NSQ) (LIU et al., 1997) com niveis altos de
expressao sincronizados com o ritmo circadiano (REITER, 1991). Além dos
NSQ, receptores de melatonina funcionais estéo principalmente localizadas no
cérebro (DUBOCOVICH et al., 2003) e em outros tecidos (FRUNGIERI et al.,
2005), incluindo artérias (MASANA et al., 2002), figado, rins (NAJI et al., 2004),
adipécitos (ZALATAN; KRAUSE; BLASK, 2001), no sistema imune
(DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005; GUERRERO; REITER, 2002;
SKWARLO-SONTA et al.,, 2003), nos testiculos e ovarios (CLEMENS;
JARZYNKA; WITT-ENDERBY, 2001). A melatonina, portanto, pode regular a
funcdo ovariana por diversos mecanismos, incluindo a ativacdo de seus
receptores e caminhos de sinalizacdo 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 ovulacdo tém sido comparados aos de uma reacgao
inflamatoria, estando as Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) intimamente
relacionadas a esse processo (ESPEY, 1994). Essas EROS sao produzidas
durante a ovulagcdo por macrofagos, neutrofilos e células endoteliais vasculares
presentes nos foliculos (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005). Embora
desempenhem um papel importante na ruptura do foliculo durante a ovulacao,
podem causar danos aos odécitos e as células da granulosa (BEHRMAN et al.,
2001), além de ser relatada sua capacidade de inibir a producdo de
progesterona pelas células luteinicas, através da inibicdo de enzimas
esteroidogénicas, e atuar em proteinas intracelulares envolvidas no transporte
de colesterol para as mitocondrias (BEHRMAN; ATEN, 1991).

Devido a suas caracteristicas, a melatonina atua na regulacdo de
estrdgeno e progesterona, na atividade funcional e o crescimento ovariano,
reduzindo o estresse oxidativo nos foliculos, e protecdo dos odcitos contra
radicais livres, além na modulacdo das gonadotrofinas (GnRH) que regulam a
concentracdo de LH e FSH (DEVOTO et al., 2002; FUJIMOTO et al., 2002). E
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considerada uma molécula moduladora, podendo apresentar atividade
antiestrogénica, por sua interferéncia nos receptores de estrégeno, e na
sintese desse horménio pela inibicdo da enzima aromatase, podendo também
modular a sintese e producdo hormonal regulando todo o processo de
desenvolvimento folicular (OKATANI; SAGARA, 1995).

Em estudos realizados com ratas prenhes, onde ocorreu a remocao da
glandula pineal, os niveis baixos de melatonina promoveram diminuicdo da
implantacdo embrionéria, sugerindo a atuacdo deste horménio sobre algumas
caracteristicas morfofuncionais do endométrio estritamente relacionadas com a
implantacdo do embrido (DAIR et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2004). Além disso,
também foram detectadas altas concentracdes de melatonina no fluido folicular
(ROONNBERG et al., 1990). Sua atuacdo bem documentada como
antioxidante pode estar associada ao desenvolvimento folicular e a qualidade
oocitaria, interferindo em processos como a maturacdo oocitaria e ovulacdo
(TAMURA et al., 2008).

Quando ratas foram expostas a estimulo luminoso continuo ou
pinealectomizadas apresentaram queda na quantidade da melatonina
produzida, levando a alteracBes no ciclo estral e prolongamento a fase de
estro. No entanto, a administracdo exdégena de melatonina nessas ratas foi
capaz de regularizar o ciclo (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005).

Também foi observado que, durante o periodo gestacional, a producéo e
concentracdo da melatonina apresentam mudanca gradual, atingindo valores
elevados no final desse periodo, sugerindo que esse horménio desempenha
um importante papel em sua manutencdo (NAKAMURA et al., 2001). Esta
indolamina lipofilica atravessa a placenta livremente sem ser alterada,
atingindo a circulacao fetal com facilidade, fornecendo informacdes peridédicas
para o feto, o que influencia o fotoperiodo pré-natal através de receptores
especificos para este hormoénio em diversos tecidos, mediando diversas
interacdes fisioldgicas fetais (GOLDMAN, 2003).
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2.4.2 Melatonina e SOP

Altos niveis de estresse oxidativo (EO) foram encontrados em pacientes
com SOP, indicando uma associacdo entre esses fatores (MURRI et al., 2013).
Em estudo com ratos submetidos a iluminacdo constante, que causa danos a
glandula pineal e diminui a producdo de melatonina, foi observado danos no
sistema reprodutor e estresse oxidativo (ZUVARRA et al., 2009).

Na sindrome dos ovérios policisticos a infertilidade feminina pode ser
atribuida ndo apenas a anovulacdo cronica, mas também a diminuicdo dos
oocitos e a qualidade do embrido (PLACHOT et al., 2003). As espécies reativas
de oxigénio (EROS) induzidas pelo estresse oxidativo podem ser responsaveis
pela qualidade dos odcitos, e a geracdo de tais espécies a partir das células
mononucleares € elevada em mulheres com a sindrome, assim como o produto
da peroxidacéao lipidica aumenta consideravelmente no soro das portadoras e
no fluido 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 o6citos

Os niveis de 6-sulfatoximelatonina, metabolito enzimatico da melatonina,
na urina s&o significativamente maiores em mulheres com SOP
(LUBOSHITZKY et al, 2001). Esse metabdlito é correlacionado com a
testosterona, demonstrando que mulheres com SOP tém um aumento na
secrecdo de melatonina e isso esta associado com seus niveis de testosterona
(LUBOSHITZKY et al., 2001).

Concentragbes baixas desse hormonio, devido a pinealectomia ou
exposicao constante a luz, induz alguns aspectos da SOP em ratos (PRATA
LIMA; BARACAT; SIMOES, 2004) podendo decorrer de uma diminuicdo na
absorcdo da melatonina no foliculo ovariano (TAMURA et al., 2009). Estudos
demonstraram que a concentragdo de melatonina intrafolicular foi
significativamente menor em mulheres com SOP quando comparadas a
mulheres sadias, mesmo existindo elevadas concentragcdes da indolamina no
soro, sendo esse aumento sérico, por sua vez, devido a um feedback para os

niveis insuficientes de melatonina no ovario (TAMURA et al., 2009), onde o
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elevado nivel de melatonina no fluido folicular € necessario para o crescimento
do foliculo, ovulagéo e qualidade oocitaria (TAMURA et al., 2014).

Desta forma a melatonina apresenta-se como alternativa terapéutica 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 fertilizagdes in vitro, observou-se que a administracao da
melatonina durante a evolug&o clinica do processo promoveu aumento na taxa
de gravidez quando comparado as pacientes que apenas foram fertilizadas e
nao receberam melatonina (TAMURA et a., 2009). Além disso, seus efeitos na
esteroidogénese, regulando a producdo de progesterona, de horménios
sexuais e regulando a atividade de enzimas esteroidogénicas, bem como a
expressdo do gene do receptor de LH, FSH e andrégenos, demonstram a
influencia dessa indolamina no sistema endocrino e ovariano.

Assim, a utilizacdo da melatonina, que apresenta diversos efeitos
reprodutivos, associada a tratamentos pré-estabelecidos para a SOP, como a
metformina, poderia ser uma alternativa terapéutica eficaz, fornecendo uma
série de efeitos benéficos e protetores quando utilizadas durante o periodo

gestacional.
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RESUMO

A smndrome dos ovaios polic sticos (SOP) pode levar a infertilidade alén de
vaias doen@s metabdicas durante a gestag®. Assim, a utilizag® da metformina
durante esse per bdo vem aumentando consideravelmente apesar dos seus efeitos n&o
serem totalmente elucidados. Alén disso, sabe-se que o horm&io melatonina
desempenha vaias fung@®s reprodutivas podendo ser uma alternativa para o tratamento
dessa patologia associada ou n& a metformina. Assim, foram utilizadas 40 ratas albinas
divididas em cinco grupos; I- Sem indug® da SOP; II- Induzidos &aSOP; I11- Induzidos
aSOP tratados com Metformina; 1V- Induzidos aSOP tratados com Melatonina e V-
Induzidos a SOP tratados com Metformina e Melatonina. A indug® 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 perbdo gestacional na
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dosagem de 50 mg/100g, assim como a melatonina, na dose de 0,5mg/kg. Foi poss vel
observar que a administracgg da melatonina administrada isolada foi mais eficiente em
reverter os parametros decorrentes da indugd da SOP (aciclicidade estral, aumento do
peso corporal, do colesterol total, trigicer @leos, LDL, VLDL e glicose, diminuiGi® na
quantidade de neonatos, alteragi®s ovarianas com elevag® dos seus receptores
androgéicos alén de diminuiG® nos neis de progesterona) do que sua associaG
com a metformina O tratamento com metformina também apresentou efeitos benéficos
em ralagg® a alguns parametros decorrentes da policistose. Dessa forma, podemos
concluir que as monoterapias, destacando-se a utilizagg da melatonina, apresentaram-
se mais eficaz do que a associag@® dos famacos.

Palavras — Chave: Melatonina, reproduc@, 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; IlI- Induced to
SOP; IlI- induced to SOP treated with Metformin; 1V- 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. INTRODUCAO

Atualmente a smdrome dos ovaios polic gticos (SOP) €& considerada uma das
desordens endocrinoldgicas mais frequentes em mulheres em idade reprodutiva, de
causa multifatorial e com susceptibilidade associada a fatores de riscos genéicos e
ambientais [1].

Nessa smdrome, a infertilidade feminina pode ser atribula n& apenas a
anovulag® cr&ica, mas tambén a diminuig® dos o&itos e a qualidade do embrido[2]
uma vez que a formag de espeeies reativas de oxigé&io (EROS) a partir das céulas
mononucleares €elevada em portadoras da SOP e o produto da peroxidagg lip Wica,
decorrente do estresse oxidativo, aumenta consideravelmente no soro e no flumo
folicular das mesmas[3].

Devido a tais caracter Bticas, tem-se buscado alternativas terap@&iticas para o
tratamento da SOP, como a utilizagi de agentes antioxidantes associados a tratamentos
préestabelecidos. Dentre eles, destaca-se a melatonina, um horm&io produzido e
secretado pela glédula pineal que atua na regulagd® do estr&yeno e progesterona, na

atividade funcional e crescimento ovariano, reduzindo o estresse oxidativo nos fol Tulos,
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e protegendo os ocitos contra os radicais livres, alén de modular as gonadotrofinas
(GnRH) que regulam as concentrag®s de LH e FSH no organismo [4,5]. Tambén foi
observado que essa indolamina lipofiica atravessa a placenta livremente sem ser
alterada, atingindo a circulag@ fetal com facilidade, fornecendo informagges periclicas
para o feto, o que influencia o fotoper bdo pré&natal através de receptores espec ficos
para este horm&io em diversos tecidos, mediando uma gama interagg®es fisiol@icas
fetais [6].

Dentre os tratamentos dispon veis, 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 esteroidogéese [7]. Vaios estudos té&n indicado que a
manuteng@ 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 ovaios polic Bticos continuem o tratamento com a metformina durante a
gestag [10,11]. Entretanto, seus mecanismos de agi e todos 0s seus poss veis efeitos
quando administrada durante o perbdo gestacional ainda n& foram totalmente
elucidados. Assim, testamos a hipdese de que a utilizagg® da melatonina associada ou
n& ametformina para o tratamento desta enfermidade durante a gestaGg poderia ser
uma alternativa terap@utica eficaz.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Animais.

O experimento foi realizado no Laborat&io 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 Biot&io do mesmo

Departamento. Este experimento foi aprovado pelo CEUA, com a licen@ 19/2017.



64

As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentacdo e agua “ad libitum”, na
temperatura de 22+1°C e iluminag artificial que estabelecem o fotoper bdo de 12
horas claro e 12 horas escuro, considerando o per bdo de luz das 06:00 & 18:00 horas.
Ap& um per bdo de adaptacg®, foram colhidos esfregags vaginais para a determinaGo
do ciclo estral. As ratas que apresentaram tré& ciclos estrais regulares foram divididas,
ao acaso, em cinco grupos, cada um, constitu o por 8 animais;

Grupo I- Animais sem indug@ da SOP (Controle); Grupo Il- Animais induzidos
aSOP (SOP); Grupo Il1I- 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.Induc da SOP.

A indug® da Smndrome dos ovaios Policsticos foi realizada em todos os
animais dos grupos II, I, IV e V, mediante gavagem de Letrozol na dosagem de
1mg/kg/dia durante 21 dias consecutivos [12]. Para confirmacG® da induG®, esfregas
vaginais foram realizados para identificacgg 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 Il e V, na dosagem de 50 mg/100g dilumo em 0,05 mL de &ua destilada
segundo a metodologia de Elia et al. [13], dez dias antes e durante o per bdo gestacional.
O grupo Il recebeu apenas &ua destilada.

2.4.Tratamento com melatonina.
O tratamento com melatonina foi realizado ap& aferigg 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
dilu@a na &ua de beber, durante a noite (18:00). Para garantir a ingest&, os animais
passaram diariamente por um per bdo de restricg h @rica de cerca de 4h. A melatonina
foi administrada dez dias antes e durante o per bdo gestacional.

2.5.Acasalamento.

Ap& o diagnGtico da SOP, e 10 dias de tratamento, as f@neas foram pesadas e
permitidas ao acasalamento na proporG® de um macho para duas féneas, diariamente,
sempre no inTio da noite (18:00nh). Na manh&seguinte (06:00h), foram realizados
exames colpocitoldicos para a confirmag® do acasalamento, tomando-se como
parametro apresenc de espermatoz@des nos esfregags vaginais, corados pelo mé&odo
de Shorr-Harris, sendo este dia considerado o primeiro dia gestacional.

2.6.Dosagens bioqu micas e hormonais.

As ratas de todos os grupos experimentais foram imobilizadas utilizando-se um
contensor para a coleta do sangue por punG da veia caudal lateral com uso de cateter
(24G), o sangue foi coletado antes da inducg da SOP, ap& a indug, ap& 10 dias dos
respectivos tratamentos e durante a gestagi, nos tempos de 7, 14 e 21 dias de prenhez.
Ap& centrifugac@ refrigerada, o soro foi acondicionado em microtubos (eppendorfs) e
congelados a -20<C atéo momento das dosagens [15]. Os n weis s&icos de estr&eno e
progesterona foram dosados utilizando-se 0 mé&odo Enzyme Linked Immunosorbet
Assay (ELISA), através de KIT's comerciais. Todas as dosagens foram realizadas em
triplicata. As dosagens de colesterol total (CT), triglicer @ieos (TG), HDL, LDL, VLDL
e glicose dos animais foram realizadas utilizando Kits reagentes da Doles, conforme

especificag®s do fabricante.
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2.7.Andise histopatol@ica e morfomérica.

Ao final do experimento as féneas foram anestesiadas com hidrocloridrato de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular para remog® dos
ovaios. Em seguida os animais foram submetidos a eutan&ia por meio do
aprofundamento anestéico. Os ovaios foram pesados e em seguida fixados em
formalde o a 10% tamponado, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente
foram processados para inclus@ em parafina e os cortes submetidos aténica de
coloragg pela Hematoxilina - Eosina (H. E.) para andise de rotina histopatolyica,
alén de coloragg por PAS e Picrosirius. A quantificagg em pixels dos gréulos de
glicogéio e das fibras col&enas foi realizada utilizando o programa GIMP.2.8.

Os ovaios foram pesados com auxfio de balan@ analfica e o mndice
organossomdico foi calculado pela raz& entre o peso de cada &g& e 0 peso corpGeo

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

Onde:

10: hdice organossoméico; 10 = m X100
PC

PO: Peso do Ggéo;

PC: peso corporal.

Para andise morfomérica com a determinag® da percentagem da &ea ovariana
ocupada pelos folTulos, as l&minas foram observadas em uma objetiva de 10x,
contendo no interior um ret tulo de WEIBEL com 100 pontos. Foram utilizadas cinco
l&ninas nas quais foram contados os pontos que incidiram sobre os fol Tulos, corpos
IGeos e estroma ovariano. Foram determinados cinco campos no ovaio, totalizando

500 pontos por grupo [17]. Para medig® das camadas da teca e da granulosa,
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fotomicrografias na objetiva de 40x foram realizadas para andises utilizando o
programa Image J.

2.8.Andise imunohistoqu mica.

Sec@®s dos ovaios obtidas de material parafinado (5 pm) de todos os grupos
foram usadas para detecG@ por imunohistoqu Iica para receptor de andr&geno (AR-
rabbit polyclonal IgG, sc- 816, Santa Cruz Biotecnology, 1:100). Inicialmente, as
sec@®s do &ga 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 ent&@ revelados com substrato
cromogeno 3, 3’diaminobenzidina (DAB) em marrom e contra-coradas com
Hematoxilina de Harris. A quantificag® em pixels da marcagi foi realizada utilizando
o0 programa GIMP2.8

2.9.Andise estat Ftica.

A andise estat Btica foi realizada em um programa computacional GraphicPad
Prism 5, onde dados foram avaliados por meio de testes paraméricos de Anova One-

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

3. RESULTADOS

3.1 Ciclicidade estral.

Foi poss vel observar que a administrag@® de letrozol levou a uma alteragg no
ciclo estral dos animais, com uma elevag® na fase de diestro e diferentes tempos nas
demais fases do ciclo, comprovando a aciclicidade caracter stica de sua administraGgo,
como pode ser observado nos animais do grupo Il. Com o0s respectivos tratamentos,
durante 10 dias, observou-se uma normalizagd® dessa ciclicidade, n& apresentando

diferengs significativas entre os animais dos grupos |, 111, IV e V. Os grupos Ill, IV e
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V apresentaram maiores percentuais da fase de estro, diferindo significativamente
apenas do grupo controle, e do grupo induzido apolicistose (Figura 1).

3.2. Peso, 10 e numero de neonatos.

Os animais induzidos &SOP também apresentaram aumento de peso corporal
acentuado, diferindo significativamente do grupo controle. Ap& os 10 dias dos
respectivos tratamentos, apenas os animais do grupo Il, que receberam soluG placebo,
permaneceram com o peso elevado. No per bdo gestacional, aos 7 e 14 dias, ou seja,
terq inicial e mélio da gestag®, 0s animais de todos 0s grupos apresentaram aumento
de peso corporal, exceto os animais do grupo V, paranetro este que foi normalizado na
fase final da gestag®, ou seja, com 21 dias (Tabela 1).

Tambén foi poss vel observar que os animais do grupo Il e V foram os que
levaram mais tempo para a c@ula em comparagd® com os demais grupos (Figura 2A).
Jaquanto ao nUmero de neonatos, 0s animais que receberam apenas a melatonina (GIV)
foram os (nicos que tiveram a quantidade de prole semelhante ao controle, enquanto
que os animais do grupo II, 11l e V apresentaram uma quantidade reduzida, sendo mais
expressiva nesse Utimo grupo (Figura 2B).

O ndice organossoméico foi menor nos animais do grupo V, uma vez que 0s
ovaios apresentaram menor tamanho e peso quando comparados ao controle, entretanto,
n& houve diferen@ significativa entre os animais desse grupo e 0s animais dos grupos
I11 e IV. Os animais do grupo Il apresentaram valores semelhantes aos animais do grupo
I, Il e IV os quais n& diferiram entre si (Figura 2C).

3.3. Perfil lip™ico e n veis de glicose.

O perfil lip Wico observado nos diferentes grupos experimentais demonstrou um
aumento nos nweis de colesterol total naqueles animais que foram induzidos aSOP,

diferindo significativamente do grupo controle, o colesterol total foi normalizado ap&
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0S respectivos tratamentos, tanto com metformina, melatonina e sua associag®. No
terq inicial da gestagd foi observado diminuiGg caracter stica do colesterol total nos
animais dos grupos que receberam as monoterapias ou sua associagg. No ter@ medio
da gestag® verificou-se um aumento expressivo nos animais tratados com a associaGgao.
Jano terg final da gestagi verificou-se uma reduc@ significativa nos animais dos
grupos que receberam as monoterapias ou sua associagd®. Os triglicer leos tambén
apresentaram-se elevados ap& a indugd da policistose, tendo seus nweis reduzidos
apenas nos animais tratados com melatonina e a associag® dos famacos. N& foram
observadas diferen@s entre 0s grupos na fase inicial e mé&lia da gestag®, entretanto
com 21 dias, apenas os animais que receberam melatonina e a sua associagd® com a
metformina apresentaram nweis semelhantes agueles observados no grupo controle
(Tabela 2 e 3).

Os nweis de HDL apresentaram-se reduzidos ap& a indug® da SOP, e tiveram
seus n veis normalizados ap& os respectivos tratamentos, entretanto, no terg inicial da
gestacg verificou-se uma reduGgd nos animais tratados com melatonina e a associaGgo.
No terg@ médio apenas a associag® reduziu sendo semelhante aos animais do grupo I1.
E no terg final do per bdo gestacional, os animais que receberam os diferentes tipos de
tratamento apresentaram uma redug@ 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 & SOP, diferindo significativamente dos
animais do grupo I. Com 10 dias de tratamento, tanto com metformina, melatonina e a
associag® dos famacos, seus nweis se regularizaram assemelhando-se aos animais do
grupo controle. Esse mesmo resultado foi observado no terg inicial da prenhez. Com
14 dias apenas as monoterapias promoveram normalizag® dos n veis dessa fraggd do

colesterol e com 21 dias de prenhez ocorreu uma reduGgd acentuada nos animais que
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receberam os diferentes tratamentos, diferindo significativamente dos animais do grupo
| (Tabela 5).

Os nweis de VLDL foram aumentados ap& a indugd da SOP. Ap& 10 dias de
tratamento todos os animais dos grupos induzidos a SOP independente ou n& do
tratamento apresentaram n veis semelhante aos animais do grupo controle. Esse mesmo
efeito foi observados nos terq inicial e médio da gestagg. Entretando, no ter final da
gestagd® apenas o0s animais dos grupos tratados com melatonina e associaGgd
apresentaram n veis semelhantes aos animais do grupo controle (Tabela 6).

Os nweis de glicose foram aumentados ap& a induG da SOP. Ap& 10 dias de
tratamento todos os animais dos grupos induzidos a SOP independente ou n& do
tratamento apresentaram nweis semelhantes aos animais do grupo controle,
permanecendo assim no terg inicial e médio da gestagd®. No terq final da gestaG®
evidenciou-se reduGa apenas nos animais tratados com a associagd (Tabela 7).

3.4. Dosagem de progesterona e estradiol

Os nweis sé&icos de progesterona apresentaram-se elevados apenas no terq
medio da prenhez nos animais dos grupos I, Il e 1V, e reduzidos nos animais dos
grupos Il e V. No ter@ final da gestag® apenas os animais do grupo V apresentaram
reduc expressiva desse horm&nio (Figura 3).

Os nwveis s&icos de estradiol n& apresentaram diferengs entre 0s grupos apé a
indug® da SOP, entretanto, uma diminuiG significativa foi observada ap& os 10 dias
de tratamento nos animais induzidos que receberam apenas soluga placebo. Apenas no
ter@ medio e final da gestagd verificou-se reduGd nos n veis de estradiol nos animais

dos grupos II, 111, IV e V (Figura 4).



71

3.5.Andise histopatolGica.

A andise dos ovaios dos animais do grupo | (controle) demonstrou que estes
apresentaram-se revestidos por um epité&io germinativo bem desenvolvido, formado por
cédulas cibicas, que se apdam numa fina camada de tecido conjuntivo denso, formando
a tlnica albug mea. Abaixo da tUnica albug mea estaa regiép cortical onde encontram-se
vaios fol tulos ovarianos, em diferentes est&gios de desenvolvimento, alén de vaios
corpos Iteos. A regid medular mostrou-se constitu @a por tecido conjuntivo frouxo,
apresentando-se vascularizada (Figura 5A). Tambén foi posswel observar que a
indug® aSOP utilizando letrozol, observada nos animais do grupo Il promoveu um
aumento de foltulos secund&ios e terciaios, formando cistos ovarianos, com
diminuicd® de corpos Iteos e elevag® de folTulos atrésicos, caracter Bticos da
smdrome (Figura 5B). J& os demais grupos, ap& 0s respectivos tratamentos
apresentaram estrutura ovariana com diminuig® no nUmero de cistos e fol Tulos
atrésicos e aumento do nimero de corpos Itteos (Figura 5 C-E).

3.6. Andise morfomérica.

A andise morfomérica demonstrou que os ovaios dos animais induzidos a SOP
e sem tratamento apresentaram maior quantidade de cistos foliculares e fol Tulos
atrésicos, alén de uma diminuig® acentuada no nUmero de corpos Itteos, diferindo
significativamente dos demais grupos. Os animais que receberam os diferentes
tratamentos apresentaram ova&ios com caracter Bticas morfoméricas semelhantes
ayuelas observadas no grupo controle, exceto os animais do grupo V, que apresentaram
uma quantidade de fol Tulos terci&ios menor do que a observada nos animais do grupo
I, alén de uma maior quantidade de estroma ovariano (Tabela 8). A camada da teca dos
fol Tulos dos animais do grupo Il e V apresentou um espessamento acentuado diferindo

dos demais grupos, jaa camada da granulosa apresentou-se mais delgada nesses animais
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induzidos a policistose sem tratamento, alterag®s essas caracter gticas de cistos
ovarianos (Tabela 8).

3.7.Andise histoqu mica.

A avaliagl histoquimica para o PAS (Acido Periodico de Schiff) nZo
demonstrou diferengas significativas entre os grupos experimentais (Figura 6A). Jana
andise para as fibras col&yenas, utilizando-se o corante Picrosirius, 0s animais do grupo
Il apresentaram uma menor marcagd para essas fibras quando comparado com oS
demais grupos, exceto para 0s animais do grupo V. Os respectivos tratamentos
promoveram um padr& de quantificagi dessas fibras semelhante &yquele observado nos
animais do grupo | sem diferenas significativas entre si. (Figura 6B).

3.8.Andise imunohistoqu mica.

A andise imunohistoqu mica para o receptor de andr&eno (RA) demonstrou
uma maior intensidade de marcag& nos animais do grupo 11, ou seja, animais induzidos
a policistose sem tratamento, diferindo significativamente do grupo controle, n&
diferindo dos demais grupos experimentais. Pode-se observar a presen@ de marcaGo,
representada pela colorag® acastanhada, nos diferentes tipos celulares, sendo
encontrada tanto na regi& citoplasméica, quanto no nicleo das cdulas da teca,

granulosa e intersticiais (Figura 7).

4.DISCUSSAO
A sndrome dos ovaios polic sticos pode apresentar diferentes protocolos de
induc@ para modelos em roedores [18]. O letrozol, um dos protocolos mais utilizados e
0 de escolha do presente estudo, € caracterizado como inibidor de aromatase, sendo
respons&vel por bloguear a convers& de andr@enos em estrayenos [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 predom mio da fase de diestro caracterizando um “pseudo-diestro”, como
observado no presente estudo, onde os animais do grupo Il apresentaram um maior
tempo nessa fase do ciclo estral que consequentemente acarretou em elevag® no tempo
para que ocorresse a cpula.

Entretanto essa ciclicidade foi reestabelecida ap& os respectivos tratamentos. A
metformina possui efeitos diretos na esteroidogéese ovariana atraveés da inibiG da
CYP 17 com reduc® da express& do seu RNA mensageiro, e tambén diminui a
insulina, atenuando a produg® androgénica pelas cdulas da teca, restaurando a
ciclicidade dos animais [21, 22]. A melatonina, por sua vez, € capaz de regular a
producd dos hormd&nios sexuais, a foliculogéese e a maturagg oocit&ia, [23]. Alén
disso, mulheres portadoras da SOP apresentam diminuig® ovariana desse hormdnio
que pode estar relacionada com a anovulag® e perda da qualidade do ocito presentes
nessa s ndrome [24], ent&, a utilizagg® de melatonina exd&ena regularia a ciclicidade
estral dos animais como na presente pesquisa, promovendo um maior tempo na fase de
estro, estando a fénea receptiva para c@ula. Tambén foi observado que o0s animais do
grupo V levaram mais tempo para o0 acasalamento, tal caracter Btica pode ser decorrente
dos efeitos siné&gicos dos dois famacos, levando a alterag®s hormonais significativas
que acarretaram em uma maior dificuldade para o acasalamento.

Outra caracter ®tica resultante da induc& da SOP pelo letrozol €que os animais
exibem alguns distCrbios metabdicos da SOP humana como o aumento do peso e da
gordura corporal, colesterol total e triglicer leos [25]. Tais caracter Bticas tambén
foram observadas na presente pesquisa, onde os animais do grupo Il apresentaram peso,

CT, TG, LDL e VLDL elevados em comparagg® com 0s demais grupos, sendo esse
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efeito atenuado ap& a utilizagg da metformina, melatonina ou a associagd® dos
famacos. Essa diminuicg lip fica no tratamento com melatonina pode ser decorrente
dos seus efeitos no tecido adiposo marrom, via desacoplamento da fosforilaGgd
oxidativa na mitocédria [26]. Alén disso, estudos demonstraram que a suplementaG
com melatonina €capaz de reduzir tanto o ganho de peso corporal quanto a quantidade
de gordura visceral depositada, independente da ingest&® de alimentos [27]. A
pinealectomia, ou seja, a retirada da glandula pineal, leva ao sobrepeso em ratas, como
demonstrado por Tagliaferri et al. [28], enquanto que o ritmo di&io de liberag de
melatonina €capaz de reverter esses efeitos. Outro estudo realizado por Mohammadi-
Sartang et al., [29] demonstrou que a melatonina pode exercer efeitos diretos nos n veis
de colesterol e triglicer deos dependendo da dose utilizada e do seu tempo de
administrag.

A metformina por sua vez, tambén pode atuar na diminuiG® de peso corporal,
sendo predominantemente indicada para tratar pacientes com resist&cia ainsulina e
obesidade relacionadas aSOP [30]. Sua utilizag® pode controlar o0 metabolismo dos
lip Wios e a ingesta de alimentos, como demonstrado no estudo de Aradjo et al., [31].
Alén disso, a metformina regula de forma direta os nweis de CT, LDL e peso corporal
como demonstrado por Solymar et al., [32].

No que se refere ao nUmero de neonatos, os animais do grupo Il, induzidos a
SOP, apresentaram uma reduGa nesse parametro, como observado em diversos estudos
relacionados aessa patologia, uma vez que nas portadoras da smdrome a implantaG
embriona&ia €alterada, levando a quadros de abortos e nascimentos prematuros[33,34].
Apenas o tratamento com melatonina foi capaz de regularizar o nUmero de neonatos
assemelhando-se aquele observado no grupo controle, provavelmente devido a sua aGo

direta nas cdulas ovarianas através de receptores espec ficos (Mel 1a), por seus efeitos
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antioxidantes, protegendo os ocitos e o0 embri& contra radicais livres, alén de
promover a manutenG e desenvolvimento do corpo Iteo através da sua influéicia na
produc@ de progesterona [35]. A melatonina tambén atravessa a barreira materno-fetal,
protegendo e fornecendo uma sé&ie de informag®s fotoperidlicas para o feto, n&
apresentando efeitos delet&ios quando administrada durante o per bdo gestacional [6].
A metformina por sua vez, apresenta efeitos ovarianos através da sua aG®
insulinossensibilizante, reduzindo a smtese de andr&genos, entretanto, seus efeitos
quando administrada durante o per bdo gestacional ainda n& s&b totalmente elucidados.
Estudos demonstraram sua seguran@ quando utilizada até o primeiro trimestre da
gestag@ [36], por outro lado, pesquisas recentes demonstram que a administragg da
metformina n&o apresenta benef Eios cl micos na melhora da ovulagi e taxa de gravidez
[37], alén de trazer algumas alterag®s fisiol@icas fetais, como diminuiGi de peso,
nUmero da prole e danos testiculares [38, 39].

Os animais do grupo V, que receberam a associag® dos famacos apresentaram
0 menor nimero de neonatos quando comparado aos demais grupos experimentais, esse
efeito pode ser decorrente de uma hipoglicemia causada pela combinag® dos
medicamentos, uma vez que a metformina €uma droga insulinossensibilizante e a
melatonina também apresenta propriedades em reduzir a resisté&cia ainsulina e atuar no
metabolismo da glicose [22], essas caracter Bticas possivelmente levaram a uma
diminuicgd® no ganho de peso corporal durante a gestag® e consequentemente a uma
reduG® no numero de neonatos, com quadros de abortos.

Os nveis hormonais de progesterona dos animais do grupo | demonstraram um
padr& semelhante ao observado na literatura, com aumento no ter@ medio da gestaG,
decaindo na fase final do per bdo, pr&imo ao parto, como demonstrado por Finley,

Chunfen e Fewell [40]. Os animais que foram induzidos a policistose apresentaram 0s
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nweis desse horm&io reduzidos, caracter gtica decorrente do processo de induGo
utilizando letrozol [41]. O tratamento com metformina e melatonina isoladamente foi
capaz de restabelecer os nweis de progesterona. Jao estradiol, apresenta aumento
durante o per bdo gestacional, atingindo valores elevados no final desse per bdo [40],
como observado nos animais do grupo |, entretanto, a indugd da policistose diminuiu
0s nweis desse horm&iio durante o per bdo gestacional, essa caracter gtica decorrente
da utilizagg® do letrozol [42] n& foi totalmente revertida com a utilizag®d dos
diferentes tratamentos, uma vez que a metformina inibe/diminui a produG de
andr&genos, precursores essenciais para sntese de estr@enos [43] e a melatonina &
considerada um mol&ula moduladora, podendo atuar na inibiGgg da aromatase, enzima
respons&vel pela convers&@ de andrégenos em estréyenos [44]. Sua administragd
associada ametformina, pode ter atuado de forma sinégica, diminuindo ainda mais 0s
n veis s&icos desse horménio, como observado na presente pesquisa.

Em relagg amorfologia ovariana, os animais induzidos a SOP pelo letrozol
apresentam ovaios exibindo muitos fol Tulos em desenvolvimento, ou seja, um pool de
fol tulos predominantemente secund&ios e terci&ios, que podem ser classificados
como cistos foliculares, apresentando camada da granulosa atenuada, ou mais fina, e
espessamento da camada tecal, alén disso, observa-se redug@® no nUmero ou auséncia
de corpos Itteos e aumento de fol Tulos atrésicos [42]. ElevaGg® no peso e &ea dos
ovaios desses animais também pode ser observada, [19], corroborando nossos achados
que apresentaram alterag®s histopatolGgicas, morfoméricas e orgnossomdaicas
decorrentes da indugi da SOP.

A metformina por diminuir o hiperandrogenismo, promove uma diminuicg dos
seus estmulos fazendo com que as alterag@s histopatolcgicas decorrentes da SOP

sejam atenuadas, levando a um menor nUmero de cistos ovarianos e estimulando a
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seleg® folicular para que ocorra 0 processo de ovulag®, como demonstrado por
Correia et al., [45]. J&a melatonina, que atua no eixo hipotalamico-hipofis&io-gonadal,
regula a smtese e liberag de LH, ou seja, diminuindo seus nweis que se encontram
elevados na SOP e aumentando os n weis de FSH, estimulando uma maturac@ folicular
normal, resultando em um aumento na porcentagem de fol tulos ovulados, alén disso, a
melatonina tambén reduz a bioss mtese de andr&genos pelas c&ulas da teca [46,28]. Os
animais do grupo V apresentaram um ndice organossom&ico reduzido quando
comparado ao grupo controle, e menor quantidade de fol Tulos terci&ios analisados na
morfometria ovariana, tais achados podem ser decorrentes dos efeitos dos famacos
administrados durante todo o perbdo gestacional, levando a uma diminuiGo
significativa na raz& LH/FSH, impedindo o desenvolvimento adequado dos fol Tulos,
bem como reduzindo os nweis de andr&@eno que tambén €um horm&io precursor
necess&io para a maturag folicular.

Alén das diversas alterag®s histopatol@icas tambénm €observado nos ovaios
0s 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 lUteos, levando a uma menor marcag® para as fibras col&genas. Ap& 0s
respectivos tratamentos, o nUmero de cistos diminuiu e consequentemente houve um
aumento das fibras col&enas ovarianas.

Os receptores androgénicos (RA) caracteristicamente podem ser encontrados no
nccleo de diversos tipos celulares ovarianos, entretanto, sua localizagg citoplasméica
tambémn pode ser observada quando estes se encontram de forma estabilizada, acoplados
a prote mas de choque té&mico (HSP 90, HSP 70), apenas migram para o ntcleo celular
quando se ligam a molé&ulas especFicas (ligantes) que modificam sua estrutura,

permitindo que a@®s gen@nicas ocorram [48]. Pesquisa jademonstrou marcaGgi para
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receptor de andr&enos no citoplasma de cdulas ovarianas [49], como observado no
presente estudo.

Os RAs podem ser encontrados em todos os tipos de céulas ovarianas, estando
sua intensidade relacionada com a espé&ie estudada e n vel de maturagg folicular. Em
ratos, por exemplo, sua express& diminui &amedida que o fol Tulo vai amadurecendo e
se tornando préovulat&io, enquanto que o estroma préimo a tais fol Tulos apresenta
maior expressé& desse receptor, contrariamente ao que € observado no ovaio de
mulheres [50]. Tais caracter Bticas tambén foram observadas no presente estudo, onde
as cdulas da granulosa dos fol Tulos antrais e préovulat&ios apresentaram uma menor
marcagi em comparagi ao estroma que circundava tais fol Tulos.

Na SOP estudos demonstram diferentes polimorfismos desse receptor que
podem estar diretamente relacionados & fisiopatologia da doeng [51]. Em trabalho
realizado por Chadha et al., [52] foi observado uma super-regulagd®, ou um aumento na
expressa de receptor androgéico no estroma ovariano de animais com SOP, entretanto
sua correlagd® com a s hdrome n& foi totalmente esclarecida. Tal caracter Btica também
foi observada no presente estudo, onde os animais do grupo Il apresentaram uma maior
quantificagi® para marcag® do RA.

Alén disso, sabe-se que a expressé desse receptor €controlada pelos n veis das
gonadotrofinas, como o FSH, e hormé&nios esterédes, como a testosterona. Trabalho
realizado por Tetsuka et al., [50] demonstrou que a administragd de gonadotrofinas
leva a uma diminuiG na express& desse receptor em ovaio de ratas in vitro. Assim a
utilizagg@ da melatonina e da metformina, que atuam diretamente no eixo hipotalémco-
hipofisaio-gonadal, regulando os nweis de liberacgg/producg® de gonadotrofinas e

horménios esterddes pode regular ou normalizar a express& desse receptor ovariano.
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Diante de todos esses achados, pode-se concluir que as monoterapias
apresentaram maior efic&ia em normalizar os parametros decorrentes da induGd da
SOP durante o per bdo gestacional quando comparadas com a associagi dos famacos,
destacando-se a utilizacg da melatonina exd&gena, podendo esta, diante de todos os seus
efeitos benéficos, ser considerada uma alternativa para posteriores pesquisas relaionadas

aterapé@itica da SOP.
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LEGENDAS DAS FIGURAS
Figura 1. Gr&ico da ciclicidade estral dos grupos experimentais. ComparaGgi entre 0
grupo controle (Gl), grupo induzido &SOP tratado com soluc placebo (Gll), e grupos

que foram induzidos &SOP, ap& 10 dias dos respectivos tratamentos (GlII, GIV e GV).

Figura 2. A- Grdico representando o tempo de acasalamento dos animais, ou seja,
quantidade de dias necess&ios para que houvesse a céula. B- Grdico do nUmero de
neonatos de cada grupo experimental. C- hdice organossoméico dos ov&ios dos

diferentes grupos experimentais.

Figura 3. Gr&ico dos nweis sé&icos de progesterona dos diferentes grupos

experimentais durante o per bdo gestacional.

Figura 4. Gr&ico dos nweis s&icos de estradiol dos diferentes grupos experimentais

durante o per bdo gestacional.

Figura 5. Fotomicrografia dos ovaios das ratas dos diferentes grupos experimentais. A-
ovaio dos animais do grupo |, observar preseng de fol Tulos (F) em diferentes est&yios
de desenvolvimento e presen@ de corpos Iteos (CL). B- ovaio dos animais do grupo
I1, observar a presenc de diversos cistos (C), com diminuiG® na quantidade de corpos
IGeos e presen@ de fol Tulos atrésicos (FA). C —D — E- Ovaio dos demais grupos
experimentais (GllII, IV e V respectivamente) com caracter gticas semelhantes ao grupo
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Figura 6. A- Grdico das medidas em pixels dos gréaulos de glicogé&io dos diferentes
grupos experimentais. B- Gr&ico das medidas em pixels das fibras col&enas dos

diferentes grupos experimentais.

Figura 7. Andise Imunohistoqu imica para o receptor de andréenos (RA) nos ovaios
das ratas dos diferentes grupos experimentais. A- ovaio dos animais do grupo I, B-
ovaio dos animais do grupo Il, apresentando maior intensidade de marcagg, C -D — E-
ovaio dos demais grupos experimentais (GllII, IV e V respectivamente). Observar

marcaG@ na coloragi castanha.
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Tabela 1. Mé&lia +desvio padr& do peso dos animais (g) nos diferentes tempos de tratamento.

Gl Gll GllIl GIvV GV P
Ap& Indugo 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 2246 £15,57b 215,4 *20,31b 0,039
7 dias de prenhez 218,4 +£21,39a 229,4 +1530a  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
*Mélias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de
Tukey (p<0,05).
Tabela 2. N veis sé&icos de colesterol total (CT) dos diferentes grupos experimentais (mg/dL)
Gl Gll Glll GIvV GV P
Ap& InduG® 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 £3,45h 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 3,452 121,01 +1,25c 126,92 +3,16¢C 129,47 +1,56¢ 0,011
*Mélias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de
Tukey (p<0,05)
Tabela 3. Mé&lia + desvio padr& dos nweis s&icos de triglicer leos (TG) dos diferentes
grupos experimentais (mg/dL)
Gl GlI Gl GIV GV P
Ap& Indug 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 £3,77¢C 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 3,19 0,049
21 dias de prenhez 203,07 £13,50c 396,12 #12,45a 270,21 +4,67b 231,24 +£14,56¢ 213,28 £9,24c 0,033

*Médias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de

Tukey (p<0,05)
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Tabela 4. Mé&lia =+ desvio padré& dos nweis s&icos de HDL dos diferentes grupos

experimentais (mg/dL)

Gl Gl Gl GIv GV P
Ap& Induc 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 23,9742,14 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+1,52¢ 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+1,53¢ 39,69+2,19b 37,74+2,73b 38,34+1,86b 0,02

*Mélias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de

Tukey (p<0,05)

Tabela 5. Mélia + desvio padr& dos nweis s&icos de LDL dos diferentes grupos

experimentais (mg/dL)

Gl Gll Glll GIV GV P
Ap& Indugo 11,5442 31b 66,642,41a 68,4842,27a 60,5247,21a 73,946,252 0,001
10 dias Tratamento 10,5744,26b 63,5143,25a 16,91+3,48b 20,6744,94b 17,1144,32b 0,022
7 dias de prenhez 17,2943,64b 39,15+1,39% 14,743,14b 15,3443,12b 21,25%2,44b 0,01
14 dias de prenhez 14,08+2,17b 37,343,15a 12,01+2,68b 12,2942,01b 43,2644,78a 0,044
21 dias de prenhez 92,149,82b 122,345,73a 27,2845,69d 46,9448,31c 48,48+7,21c 0,001

*Mé&lias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de

Tukey (p<0,05)

Tabela 6. Mélia =+ desvio padré dos nweis s&icos de VLDL dos diferentes grupos

experimentais (mg/dL)

Gl Gll Gl GIV GV P
Ap& InduG 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

*Médias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de

Tukey (p<0,05)
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Tabela 7. Méd&lia = desvio padr& dos nweis s&icos de glicose dos diferentes grupos

experimentais (mg/dL)

Gl Gll Gl GIv GV P
Ap& Indugo 89,21+7,9b 110,14+4,83a 112,34+5,31a 109,9843,56a 102,2544,87a 0,002
10 dias Tratamento 92,34+12,67a 112,7643,59a 105,04+9,24a 107,8348,56a 97,02+10,20a 0,43
7 dias de prenhez 113,65+44,89a 121,1645,67a 111,4546,73a 110,3247,48a 108,4545,21a 0,061
14 dias de prenhez 121,3243,28a 129,4645,19a 119,4546,7a 123,3545,38a 116,1449,03a 0,21
21 dias de prenhez 138,7844,31a 135,2543,25a 123,1247,32a 132,6346,41a 101,7135,67b 0,034
*Mé&lias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de
Tukey (p<0,05).
Tabela 8. Andise morfomérica (percentual) dos ovaios das ratas dos diferentes grupos
experimentais
Gl Gll Glll GIv GV P
F. Prim&io 1,16 0,98 a 3,61 +1,85a 2,64 +1,23a 431+*112a 2,56 +0,97a 0,053
F. Secund&io 7,24 £1,45b 14,33 £3,72a 5,15 £1,37b 8,38 £1,54b 6,86 £1,87b 0,011
F. Terci&rio 16,88 +3,32b 32,88 +5,54a 18,33 +9,31b 19,2544 ,57b 10,63+3,83c 0,037
Corpo Ltteo 37,06 =13,6a 21,69 £6,21b 40,38 +11,93a 40,31 +12,84a 31,81 +11,06a 0,044
F. Atréico 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 +154b 17,63 +541b 23,25 +6,84 b 20,94 +£3,88b 31,06 +6,47a 0,032
Teca (jm) 25,17+6,31b 35,14+4,85a 29,49+5,10b 28,89+1199b  41,65+10,07a 0,012
Granulosa (jum) 59,85+18,31a 19,66+4,51b 51,86+15,44a 46,44+18,48a  41,56%15,36a 0,0058

*Mélias seguidas pela mesma letra n& diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de

Tukey (p<0,05)
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Capitulo 11

Melatonina previne os efeitos da metformina nas gonadas da prole de ratas tratadas para a sindrome dos
ovarios policisticos antes e durante a gestacio!

Carolline G. D’assunc¢ao?, Cintia G. M. Ferreira?, Erique R. Alves?, Alvaro A. C. Teixeira?, Valéria Wanderley-
Teixeira?*

ABSTRACT.- D’assuncdo 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 gestacdo em ratas, para
tratamento da sindrome dos ovarios policisticos nas gonadas da prole. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0): 00-
00.Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Laboratério de
Histologia. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois irmaos, 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; IlI- 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 .....ccoveoneeneeneenseseenernsessenne

Aceito para publicagao em ......ceneerneersseerse s

2 Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Laboratério de
Histologia. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois irmaos, Recife, Pernambuco, 52171-900 Brasil. * Autor para

correspondéncia: valeria.wanderley@ufrpe.br

RESUMO.- A SOP pode levar a diversas complica¢des gestacionais, sendo recomendado, portanto, a continuagao
dos tratamentos prévios durante esse periodo, como a utilizacdo da metformina. Entretanto a metformina pode
afetar o desenvolvimento embrioldgico promovendo malformagdes nos neonatos, além de alteracdes renais,
hepaticas e nas células testiculares. Assim sua associacdo com a melatonina, que desempenha diversas fungoes
protetoras na reproduc¢do poderia ser uma alternativa eficaz para prevenir alteracdes gonadais. Para isso foram
utilizadas 40 ratas albinas divididas em cinco grupos; I- Animais sem indu¢do da SOP; II- Animais induzidos a
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 indugio 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 periodo 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 pés-natal
(desmame) foram submetidos aos procedimentos de eutandsia para posterior avaliacdo. Foi possivel observar
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que os filhotes do grupo IV, cujas matrizes receberam melatonina durante a gestacdo mantiveram os parametros
analisados semelhantes aos filhotes do grupo controle. Os filhotes do grupo Il apresentaram algumas
caracteristicas semelhantes 4s observadas na SOP, como aumento do peso corporal, do peso das gdnadas, ovarios
com grande quantidade de foliculos em desenvolvimento, aumento do peso testicular, além de elevacdo na
expressdo dos receptores androgénicos. O tratamento com metformina também promoveu algumas alteragdes,
como diminuicdo do peso dos ovarios dos filhotes, vacuolizacdo e degeneracdo dos tibulos seminiferos,
alteragdes nos niveis de estrégeno e testosterona e na expressido dos receptores androgénicos testiculares.
Assim, a utilizacdo da melatonina mostrou-se mais eficaz, uma vez que as alteracdes decorrentes da SOP materna
e da utilizacdo da metformina puderam ser normalizadas com a sua utilizacdo no periodo gestacional, nao
apresentando efeitos adversos sobre a progénie.

TERMOS DE INDEXACAO: SOP, melatonina, metformina, gestacao, filhotes, ratas

INTRODUCAO

A sindrome dos ovarios policisticos caracteriza-se como uma das desordens endocrinolégica mais
frequentes em mulheres em idade reprodutiva que pode levar a infertilidade feminina (AZZIS et al. 2016).
Entretanto, muitas pacientes conseguem engravidar e demonstram um aumento de 2-4 vezes no risco de aborto
espontaneo ou parto prematuro, uma vez que apresentam mais chances de desenvolverem hiperplasia e cancer
endometrial (BARRY et al. 2014, KUYUCU et al. 2018) além de interferéncias na implanta¢do (YU et al. 2016).
Também pode ser observado que as mulheres gravidas que sdo 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 ap0s a gestagdo (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). Varios estudos tém indicado que a manutencdo 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 periodo
gestacional (JOHNSON 2011, MORIN-PAPUNEN et al. 2012).

Entretanto a metformina pode afetar o desenvolvimento embriolégico, 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 malformac¢des dos neonatos decorrentes da utilizagdo da metformina (PANCHAUD et al. 2018), além
de alteracoes renais, hepaticas (LAUTATZIS et al. 2013), nas células testiculares dos neonatos (TARTARIN et al.
2012) e diminui¢do da massa corporal desses (KOVO et al. 2008, HANEM et al. 2018).

A melatonina, um hormonio produzido e secretado pela glandula pineal, atua diretamente no ovario
modulando diversas fungdes como os niveis de estrégeno e progesterona, a atividade funcional e o crescimento
ovariano, além da modulagdo das gonadotrofinas (GnRH) que regulam a concentracdo de LH e FSH (DEVOTO et
al. 2002, FUJIMOTO et al. 2002). Também foi observado que, durante o periodo gestacional, a producdo e
concentracdo da melatonina apresentam mudan¢a gradual, sugerindo que esse hormonio desempenha um
importante papel em sua manutencao (NAKAMURA et al. 2001). Esta indolamina lipofilica atravessa a placenta
livremente, atingindo a circulagdo fetal com facilidade, fornecendo informagdes periddicas para o feto através de
receptores especificos para este hormoénio em diversos tecidos, mediando diferentes interacdes fisioldgicas
fetais, além de promover protecdo a érgdos e tecidos devido a sua capacidade antioxidante e moduladora do
sistema imunolégico (GOLDMAN 2003).

Assim, a utilizacdo da melatonina associada a metformina, para o tratamento da SOP, poderia ser uma
alternativa terapéutica, uma vez que esta indolamina apresenta efeitos moduladores do sistema reprodutivo e
efeitos antioxidantes protegendo os filhotes de possiveis danos gonadais decorrentes da utilizacdo desse
medicamento durante a gestagao.

MATERIAIS E METODOS

Animais. O experimento foi realizado no Laboratério 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 licenca
19/2017.

As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentacdo e agua “ad libitum”, na temperatura de 22°C e
iluminacdo artificial que estabelecem o fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo
de luz das 06:00 as 18:00 horas. Ap6s um periodo de adaptagdo, foram colhidos esfregacos vaginais para a
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determinacdo do ciclo estral. As ratas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram divididas, ao acaso,
em cinco grupos, cada um, constituido por 8 animais;

Grupo I- Animais sem indu¢do da SOP (Controle); Grupo II- Animais induzidos a 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).

Indugdo da SOP. A indugdo da Sindrome dos ovarios Policisticos foi realizada em todos os animais dos
grupos I, 11, IV e V. Foi realizada mediante gavagem de Letrozol na dosagem de 1mg/kg/dia durante 21 dias
consecutivos (KAFALI et al. 2004). Para confirmacdo da inducdo, esfregacos vaginais foram realizados para
identificacdo 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 diluido em 0,05mL de agua destilada segundo a metodologia de
Elia et al. (2006), dez dias antes e durante o periodo gestacional. O grupo Il recebeu apenas agua destilada.

Tratamento com melatonina. O tratamento com melatonina foi realizado apés afericdo 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 diluida na 4gua de beber, durante a noite (18:00). Para garantir a
ingestdo, os animais passaram diariamente por um periodo de restri¢do hidrica de cerca de 4h. A melatonina foi
administrada dez dias antes e durante o periodo gestacional.

Acasalamento dos animais. Apés o diagndstico da SOP, e 10 dias de tratamento, as fémeas foram
pesadas e permitidas ao acasalamento na propor¢do de um macho para duas fémeas, diariamente, sempre no
infcio da noite (18:00h). Na manha seguinte (06:00h), foram realizados exames colpocitolégicos para a
confirmacdo do acasalamento, tomando-se como pardametro a presenca de espermatozdides nos esfregacos
vaginais, corados pelo método de Shorr-Harris, sendo este dia considerado o primeiro dia gestacional.

Ao final do experimento, com 20 dias de vida pdés-natal (correspondente ao periodo de desmame) os
filhotes foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via
intramuscular para remocdo das gonadas. Em seguida os animais foram submetidos a eutanasia por meio do
aprofundamento anestésico.

0 peso corporal e o comprimento dos filhotes foram acompanhados durante o periodo experimental (ao
nascer, 7, 14 e 20 dias). Os 6rgaos (ovarios e testiculos) foram pesados com auxilio de balanca analitica e o indice
organossomatico foi calculado pela razao entre o peso de cada érgdo e o peso corpéreo de cada animal (ZHANG
etal, 2014), como representado na figura abaixo:

Onde:

10: indice organossomatico;

PO: Peso do 6rgio; 1O = PO X100

PC: peso corporal.
PC

Dosagem hormonal. Os filhotes tiveram o sangue coletado por punc¢ido cardiaca. Apés centrifugagido
refrigerada, o soro foi acondicionado em microtubos (eppendorfs) e congelado a -20°C até o momento das
dosagens (TEIXEIRA et al. 2004). Os niveis séricos de estrégeno dos filhotes fémeas 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.

Anadlise histopatolégica e morfométrica. Os 6rgios coletados foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente os 6rgaos foram processados para inclusao
em parafina e os cortes submetidos a técnica de coloragdo pela Hematoxilina - Eosina (H.E.) para analise de
rotina histopatolégica.

Para determinar a percentagem da area ovariana ocupada pelos foliculos, as laminas foram observadas
em uma objetiva de 10x, contendo no interior um reticulo de WEIBEL com 100 pontos. Foram utilizadas cinco
laminas nas quais foram contados os pontos que incidiram sobre os foliculos e estroma. Foram determinados
quatro campos no ovario, sendo contados 400 pontos por lamina (SANTOS et al. 2004).

Para morfometria testicular foram obtidas fotomicrografias das laminas histolégicas com auxilio de uma
camera de video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50 onde o didmetro dos tubulos mais circulares
foi medido utilizando o programa IMAGE | calibrado em micrometros. Foram utilizados cerca de 30 tibulos por
grupo experimental.

Andlise imunohistoquimica. Seccdes dos ovarios e testiculos obtidas de material parafinado (5 pm) de
todos os grupos foram usadas para detec¢do por imunohistoquimica para receptor de andrégeno (AR- rabbit
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polyclonal IgG, sc- 816, Santa Cruz Biotecnology, 1:100). Inicialmente, as sec¢des do 6rgao 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 entdo revelados com substrato cromégeno 3,
3’diaminobenzidina (DAB) em marrom e contra-coradas com Hematoxilina de Harris. A quantificacdo em pixels
da marcacdo foi realizada utilizando o programa GIMP2.8.

Analise estatistica. A analise estatistica 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 possivel 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 72 dia de vida pds-natal até o 209, correspondente ao periodo do desmame, os
filhotes do grupo Il apresentaram um maior peso comparado com os demais grupos. Os respectivos tratamentos
promoveram um padrdo de peso corporal dos filhotes semelhantes aquele observado nos filhotes do grupo
controle (GI), sem diferencgas significativas entre si (Quadro 1). J4 com relagdo ao comprimento dos filhotes apds
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 20¢ dia de nascimento houve aumento
do comprimento nos filhotes dos grupos II, IIl 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 orgios e indice organossomatico. O peso dos ovarios dos filhotes demonstrou uma
diminuicdo significativa nos animais do grupo III e V, entretanto, quando calculado o indice organossomatico os
filhotes do grupo II apresentaram uma diminui¢do assim como os do grupo V que mantive essa caracteristica
(Fig. 1A e C). Ja o peso dos testiculos aumentou significativamente nos filhotes do grupo II, diferindo dos filhotes
dos grupos I II e V, entretanto, quando calculado o indice organossomatico nio foram observadas diferencas
significativas entre os grupos experimentais (Fig. 1B e D).

Dosagem hormonal. A andlise dos niveis de estradiol dos filhotes demonstrou um aumento
significativo desse hormonio nas fémeas oriundas das matrizes tratadas com metformina, diferindo dos demais
grupos, ja os filhotes das matrizes que receberam a associacdo dos farmacos, ou seja, metformina e melatonina
foram os que apresentaram menor nivel hormonal (Fig. 2A). J& com relacao ao nivel de Testosterona total dos
filhotes machos, foi possivel observar uma reducdo significativa nos filhotes oriundos de matrizes tratadas com
metformina, caracteristica essa que nao foi observada nos demais grupos experiementais, que ndo apresentaram
diferencas significativas entre si (Fig. 2B).

Anadlise histopatolégica e morfométrica dos ovarios. A analise histopatoldgica ovariana demonstrou
que os ovarios dos filhotes do grupo controle apresentaram-se revestidos por um epitélio germinativo bem
desenvolvido, formado por células ctibicas, o qual se apdéia numa fina camada de tecido conjuntivo denso,
formando a tdnica albuginea. Abaixo da tinica albuginea encontram-se varios foliculos ovarianos, em diferentes
estagios de desenvolvimento, contendo os ovécitos (Fig. 3A). A regido medular constituida por tecido conjuntivo
frouxo e altamente vascularizada encontra-se indefinida por tratar-se de um érgdo ainda em processo de
desenvolvimento, podendo ser encontrado foliculos em toda area ovariana, ndo estando restritos a camada
cortical. Os ovarios dos filhotes do grupo Il apresentaram-se mais desenvolvidos quando comparados aos
ovarios dos demais grupos com maior quantidade de foliculos, principalmente secundarios (Fig. 3B). Nos ovarios
de todos os animais dos diferentes grupos experimentais nao foi observada a presenca de corpos ltteos, por
tratar-se de animais que nao chegaram a puberdade, consequentemente ndo ocorrendo o processo ovulatério
(Fig. 3-A-E).

A andlise morfométrica dos ovarios apenas apresentou diferencas significativas no percentual de
foliculos secundarios e terciarios, com aumento caracteristico nos animais do grupo II para os foliculos
secundarios e reducdo nos grupos III, IV e V. Com relagdo aos foliculo terciarios houve reducio significativa nos
filhotes dos grupos 1, Il e V, que ndo apresentaram diferencas entre si, mas diferiram significativamente do
grupo controle e do grupo G IV (Fig. 3F).

Anadlise histopatolégica e morfométrica dos testiculos. Analise histopatolégica demonstrou que o
testiculo dos filhotes do grupo I (controle), apresentou-se revestidos por um epitélio germinativo bem
preservado, apoiado sobre uma capsula de tecido conjuntivo denso, a tinica albuginea. No interior dos testiculos
evidenciou-se a presenca de numerosos tubulos seminiferos que se alojam como novelos dentro de um tecido
conjuntivo frouxo. Nos tibulos observaram-se numerosas espermatogdnias e espermatocitos, além da presenca
de células de Sertoli, que se encontram aderidas a lamina basal dos tibulos com suas extremidades apicais
voltadas para o limen. O 202 dia de vida pds natal corresponde a fase mais densa do desenvolvimento tubular,
que corresponde ao periodo infantil tardio, onde as células de Sertoli deixam de dividir, e as espermatogonias
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atingem a densidade maxima formando uma espessa camada pseudoestratificada com as células de Sertoli.
Inicia-se a formacgao do limen tubular, evidenciado por um pequeno espacgo central claro dentro dos tubulos. O
intersticio contém vasos e uma populacdo menor de células imaturas de Leydig (Fig. 4A-E). A andlise
histopatolégica apresentou poucas alteracdes testiculares nos filhotes do grupo III, como vacuolizagdo e
degeneracido tubular discreta (Fig. 4C).

A analise morfométrica dos testiculos demonstrou que os filhotes oriundos do grupo induzido a SOP sem
tratamento apresentaram um maior didmetro tubular, diferindo significativamente dos demais grupos, os
tratamentos com metformina e melatonina apresentaram uma diminui¢ao desse didmetro, entretanto apenas os
filhotes do grupo V foram os que apresentaram valores semelhantes aos do grupo controle (Fig. 4F).

Andlise imunohistoquimica dos ovarios. A andise imunohistoquimica para o receptor de andrégeno
(RA) apresentou-se de forma moderada nos ovarios dos filhotes dos diferentes grupos experimentais, entretanto
os filhotes do grupo II e IIl foram os que apresentaram maior intensidade de marcagio diferindo dos demais
grupos experimentais (Fig. 5A-E). A marcacdo quantificada pode ser observada no graficamente (Fig. 5F).

Andlise imunohistoquimica dos testiculos. A analise imunohistoquimica para o receptor de
andréogeno (RA) apresentou-se de forma moderada nos testiculos dos filhotes dos diferentes grupos
experimentais, entretanto os filhotes do grupo Ill e V foram os que apresentaram maior intensidade de marcagao
diferindo dos demais grupos experimentais (Fig. 6A-E), tal marcagio foi quantificada e pode ser observada (Fig.
6F).

DISCUSSAO

Estudos vém demonstrando que a presenca da SOP durante o periodo gestacional promove uma
programacgdo neonatal, devido & exposi¢cdo ao excesso de andrdégenos, transferindo para o feto caracteristicas
semelhantes as da sindrome ainda na infancia (ABBOTT & DUMESIC 2009, MARTINEZ-PINTO et al. 2018). Em
estudos realizados com primatas, observou-se que a exposicdo pré-natal aos andrégenos contribuiu para 70%
dos casos de ovarios policisticos em idade reprodutiva, para o hiperandrogenismo, altera¢des na secrecdo de LH,
e aumento do peso dos filhotes (ABBOTT et al. 2005, DUMESIC et al. 2007, ZHOU et al. 2007).

Além dessas caracteristicas, a exposic¢do fetal a esterdéides como a testosterona ou a di-hidrotestosterona
ndo-aromatica (DHT) produz efeitos diferenciados sobre a fungdo reprodutiva da progénie. Foram observados
numeros aumentados de foliculos em crescimento, sugerindo que o aumento do recrutamento folicular ovariano
em animais tratados no periodo pré-natal com testosterona é mediado pela programacdo androgénica
(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 exposicao fetal ao Estradio-Valerate (EV), um dos modelos de indugao da SOP,
durante a gestacdo aumentou a expressdo de receptor de andrégeno (RA) no ovario da progénie de acordo com
os resultados imunohistoquimicos. Além disso, disfun¢des na producdo dos hormoénios esterdides pelas células
testiculares também foram observadas. Essas caracteristicas da programagio neonatal puderam ser observadas
na presente pesquisa, onde os filhotes oriundos de matrizes induzidas a policistose sem tratamento durante a
gestacdo apresentaram um aumento de peso e comprimento corporal, além de alteragdes ovarianas, como
aumento na porcentagem de foliculos secundarios e expressdo do RA, e alteragdes testiculares, como aumento no
peso do 6rgdo e do didmetro tubular.

A metformina, por ser uma molécula responsavel pela a¢do sensibilizadora de insulina, reduz a agao
sinérgica desta ao LH nos ovarios, diminuindo a produ¢io androgénica, 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 lipidios (SOLYMAR et al. 2018).

A melatonina, que participa de diversas interagdes fisioldgicas fetais também regula os niveis de gordura
corporal, estando esse efeito relacionado a dose utilizada e ao tempo de sua administracido (MOHAMMADI-
SARTANG et al. 2017), como demonstrado por Dias-Lopes et al. (1995), onde matrizes pinealectomizadas
tiveram filhotes com maior peso corporal, e a utilizagdo da melatonina exégena durante o periodo gestacional
regulou esse ganho de peso.

A melatonina também desempenha diversas fun¢bes ovarianas, atuando através de receptores
especificos encontrados nos diferentes tipos celulares desse d6rgio. Sabe-se ainda que a concentracdo de
melatonina plasmdatica aumenta com o decorrer da gestacdo (TAMURA et al. 2014), atravessando a barreira
placentéaria livremente, sendo capaz de controlar diversos processos fisiolégicos fetais, como a maturac¢do sexual
dos filhotes, os niveis das gonadrotofinas, como o LH, como também os niveis dos hormoénios esteroides,
desempenhando um papel importante no processo de desenvolvimento folicular (TAMURA et al. 2014).

Essa indolamina é capaz de diminuir os niveis de testosterona através de a¢do direta na aromatase,
enzima responsavel pela interconversio de andrégenos em estrégenos, podendo assim de forma indireta, por
mecanismo de feed back, regular a expressdo dos receptores androgénicos ovarianos (COS et al. 2004). Tais
caracteristicas foram observadas na presente pesquisa, onde a melatonina durante a gestagdo promoveu uma
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diminuicdo na quantidade de foliculos secundarios dos ovarios dos filhotes e normalizou a expressdo do RA, que
encontravam-se elevados devido a inducdo da SOP materna.

A metformina também atua diretamente no ovario revertendo as caracteristicas da SOP, como
observado no presente estudo, diminuindo a sintese androgénica ovariana e regularizando o processo
ovulatério, essa diminuicdo dos andrégenos pode ser decorrente do aumento da atividade da aromatase,
utilizando esses precursores para sintese de estrégeno, hormonio esse encontrado elevado nos animais do grupo
III. Essa biguanida, utilizada no periodo gestacional pode atuar no desenvolvimento dos filhotes uma vez que
atravessa a placenta sem ser alterada, atingindo a circulacado fetal, podendo também ser encontrada no leite
materno (GLUECK et al. 2013).

Apesar de sua utilizagcdo ser liberada durante a gesta¢do, por ndo apresentar efeitos teratogénicos
durante o desenvolvimento fetal, muitas controversas sobre seu uso durante esse periodo sio observadas. Em
pesquisa realizada por Tartarin et al, (2012) a exposicdo fetal a metformina, através de sua administracdo
durante o periodo gestacional, resulta na diminui¢do do peso dos neonatos e das génadas destes, reducio do
volume testicular e das células de Sertoli. Além disso, também pode ser observadas altera¢des histopatolégicas e
morfométricas, como vacuolizacdo das células testiculares e reducdo na populacdo de células de Leydig que,
consequentemente diminuem a producdo de testosterona durante as fases de formacido e desenvolvimento do
testiculo. Essa reducdo nos niveis de testosterona, e altera¢des histopatoldgicas testiculares foram observadas
nos animais do grupo III, ou seja, oriundos de matrizes que receberam metformina durante a gestacao.

A reducio no nivel de testosterona nos testiculos pode ser indicativa de altera¢des funcionais do érgio
(RICCI et al. 2009), os niveis desse hormonio também controlam a atividade de seu receptor, onde por um
mecanismo de feedback, podem elevar sua expressdo em resposta a niveis insuficientes desse horménio nos
testiculos, como observado nos animais do grupo Il e V, ou seja animais oriundos de matrizes que receberam
metformina durante a gestacdo, destacando-se os animais do grupo III que apresentaram os menores niveis de
testosterona plasmatica. Os animais do grupo V, ndo apresentaram alteracdes hormonais e histopatolégicas
provavelmente em decorréncia da associacdo da metformina com a melatonina.

A melatonina apresenta receptores em diversas células testiculares, atuando no desenvolvimento desse
6rgdo (KASAHARA et al. 2010), onde niveis séricos e seminais dessa idolamina sio significativamente menores
em pacientes com infertilidade (FRUNGIERI et al. 2017). Também apresenta propriedades lipofilicas e
hidrofilicas podendo passar através da barreira hemato-testicular e entrar nas células testiculares. Atua através
de varios receptores especificos, como MT1 e MT2 que acoplados com proteina G regulam a sintese de
testosterona (ODAWARA et al. 2009).

Os efeitos da melatonina nos niveis dos horménios reprodutivos sdo variaveis e dependem das
condi¢des fisiologicas e espécies de animais (REITER et al. 2013). Em animais sazonais, como roedores, a
melatonina reduz a expressdo do receptor de andrégeno (AHMAD et al. 2010), e tratamentos durante a gestagdo
com esse hormonio induzem o desenvolvimento testicular precoce e a producio de espermatozdides (FOSBERG,
etal. 1990).

Varios trabalhos demonstraram beneficios da melatonina em relacdo aos testiculos, onde esta
indolamina apresentou efeitos protetores devido ao seu papel antioxidante, evitando os danos decorrentes do
estresse oxidativo testicular, bem como sua atuagdo como molécula moduladora controlando a sintese dos
hormoénios esterédides, diminuindo a apoptose, atrofia e degeneracdo tubular, além de aumentar a populagdo de
céulas de Leydig e Sertoli (GLUNELI et al. 2008, MURATOGLU et al. 2018, YU et al. 2018). Além disso, trabalho
realizado por Dias-Lépes et al. (1995) indica que a glandula pineal e o tratamento com melatonina exégena
durante a gestagdo em ratas podem atuar no desenvolvimento fetal e influenciar a ontogénese pés-natal dos
hormadnios envolvidos no eixo neuroenddcrino-reprodutivo em ratos em desenvolvimento, atuando na fisiologia
e maturacdo testicular.

CONCLUSAO
Assim pode-se concluir que a melatonina administrada durante o periodo gestacional para o tratamento
da SOP apresentou maior eficacia em reverter as caracteristicas fetais decorrentes da sindrome, bem como
diminuiu os danos decorrentes da administracdo da metformina durante a gestacdo, possuindo efeitos
protetores tanto a niveis ovarianos quanto testiculares.

AGRADECIMENTOS
A Universidade Federal Rural de Pernambuco, e ao apoio financeiro fornecido pela Fundagido de Amparo a
Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE)

CONFLITO DE INTERESSES
Nao ha conflitos de interesse na presente pesquisa



101

REFERENCIAS

Abbott D.A. & Dumesic D. A. 2009. Fetal androgen excess provides a developmental origin for polycystic ovary
syndrome, Expert Rev. Obstet.Gynecol. 4(1): 1-7.

Abbott D.H. Barnett D.K, Bruns C.M. & Dumesic D.A. 2005. Androgen excess fetal programming of female
reproduction: a developmental aetiology for polycystic ovary syndrome? Hum Reprod Update. 11(4):357-74.

Ahmad R. & Haldar C. 2010. Effect of intra-testicular melatonin injection on testicular functions, local and general
immunity of a tropical rodent Funambulus pennanti. Endocrine. 37:479-488.

Azziz R, Carmina E., Chen Z., Dunaif A, Laven ].S, Legro R.S,Lizneva D., Natterson-Horowtiz B. Teede H.J.
& Yildiz B.0. 2016. Polycystic ovary syndrome. Nat. Revs. Dis. Primers. 11 (2):16057.

Barry J.A., Azizia M. M. & Hardiman P.J. 2014. Risk of endometrial, ovarian and breast cancer in women with
polycystic ovary syndrome: a systematic review and meta-analysis. Hum. Rep. Update. 20 (5):748-758.

Cos S., Martinez-Campa C., Mediavilla M.D. & Sanchez-Barceld E.]. 2004. Melatonin modulates aromatase activity
in MCF-7 human breast cancer cells. ]. pineal Res. 38 (2): 136-142.

Dargham S.R., Shewehy A.E., Dakroury Y., Kilpatrick E.S. & Atkin S.L-.2018. Prediabetes and diabetes in a cohort of
Qatari women screened for polycystic ovary syndrome. Sci. Rep. 8 (1): 3619.

Devoto L., Kohen P, Vega M., Castro O., Gonzalez R.R. Retamales I., Carvallo P., Christenson L.K. & Strauss ].F.
2002. Control of human luteal steroidogenesis. Mol. Cell. Endocrinol. 186 (2): 137-141.

Diaz Lépez B., Colmenero Urquijo M.D. Diaz Rodriguez M.E. Arce Fraguas A. Esquifino Parras A. & Marin
Fernandez B. 1995. Effect of pinealectomy and melatonin treatment during pregnancy on the sexual
development of the female and male rat offspring. Eur ] Endocrinol. 132(6):765-70.

Dumesic D.A., Abbott D.H. & Padmanabhan V. 2007. Polycystic ovary syndrome and its developmental
origins.Rev Endocr Metab Disord. 8(2):127-41.

Elia E., Sander, V. & Luchetti C.G. 2006. The mechanism involved in the action of metformin regulating ovarian
function in hyperandrogenized mice. Mol. Human Rep. 12 (1):475-481.

Forsberg M. & Madej A. 1990. Effects of melatonin implants on plasma concentrations of testosterone, thyroxine
and prolactin in the male silver fox (Vulpes vulpes). ]. Rep. Fert. 89:351-358.

Frungieri M.B.,, Calandra R.S. & Rossi S.P. 2017. Local actions of melatonin in somatic cells of the testis. Int. ]. Mol.
Sci.18 (6):E1170.

Fujimoto A., Osuga Y., Fujiwara T., Yano T., Tsutsumi O., Momoeda M., Kugu K., Koga K, Morita Y., Wada O., &
Taketani Y. 2002. Human chorionic gonadotropin combined with progesterone for luteal support improves
pregnancy rat in patients with low- late midluteal estradiol levels in IVF cycles. ]. Assist. Reprod. Gen., 19
(12): 550-554.

Glueck C.J., Goldenberg N., Pranikoff |., Khan Z., Padda ]J. & Wang P. 2013. Effects of metformin-diet intervention
before and throughout pregnancy on obstetric and neonatal outcomes in patients with polycystic ovary
syndrome.Curr. Med. Res. Oppin. 29 (1): 55-62.

Goldman B.D. 2003. Pattern of melatonin secretion mediates transfer of photoperiod information from mother to
fetus in mammals. Sci. STKE. 192: 29-31.

Guneli E., Tugyan K., Ozturk H., Gumustekin M., Cilaker S. & Uysal N. 2008. Effect of Melatonin on Testicular
Damage in Streptozotocin-Induced Diabetes Rats. Eu. Surg. Res. 40 (4):354-360.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abbott%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barnett%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bruns%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dumesic%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15941725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15941725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azziz%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carmina%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunaif%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laven%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Legro%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lizneva%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Natterson-Horowtiz%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teede%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yildiz%20BO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27510637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barry%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24688118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azizia%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24688118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hardiman%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24688118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15683469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Campa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15683469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mediavilla%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15683469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez-Barcel%C3%B3%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15683469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dargham%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29483674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shewehy%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29483674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dakroury%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29483674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kilpatrick%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29483674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atkin%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29483674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5827735/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devoto%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kohen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vega%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castro%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Retamales%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvallo%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christenson%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strauss%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11900886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADaz%20L%C3%B3pez%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colmenero%20Urquijo%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADaz%20Rodriguez%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arce%20Fraguas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esquifino%20Parras%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mar%C3%ADn%20Fern%C3%A1ndez%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mar%C3%ADn%20Fern%C3%A1ndez%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7788019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dumesic%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17659447
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abbott%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17659447
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Padmanabhan%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17659447
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17659447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elia%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sander%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luchetti%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16809378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+mechanism+involved+in+the+action+of+metforminregulating+ovarian+function+in+hyperandrogenized+mice
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frungieri%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28561756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calandra%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28561756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rossi%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28561756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujimoto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osuga%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujiwara%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yano%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsutsumi%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Momoeda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kugu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koga%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morita%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wada%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taketani%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taketani%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12503886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glueck%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23205605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldenberg%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23205605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pranikoff%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23205605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23205605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Padda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23205605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23205605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guneli%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18303272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tugyan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18303272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozturk%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18303272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gumustekin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18303272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cilaker%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18303272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uysal%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18303272

102

Hanem L.G.E,, Stridsklev S., Juliusson P.B., Salvesen ., Roelants M., Carlsen S.M., @degard R. & Vanky E. 2018.
Metformin Use in PCOS Pregnancies Increases the Risk of Offspring Overweight at 4 Years of Age: Follow-Up
of Two RCTs. J. Clin. End. Met. 103 (4): 1612-1621.

Jakubowicz D.J., luorno M.], Jakubowicz S., Roberts K.A. & Nestler J.E. 2002. Effects of metformin on early
pregnancy loss in the polycystic ovary syndrome. J. Clin. End. Met. 87(2): 524-529.

Johnson, N. 2011. Metformin is a reasonable first-line treatment option for non-obese women with infertility
related to anovulatory polycystic ovary syndrome--a meta-analysis of randomised trials. Aust. N Z J. Obstet.
Gynaecol. 51 (2):125-129.

Kafali H., Iriadam M., Ozardali I. & Demir N. 2004. Letrozole-induced polycystic ovaries in the rat: a new model
for cystic ovarian disease. Arch. Med. Res. 35 (2):103-108.

Kasahara T., Abe K, Mekada K, Yoshiki A. & Kato T. 2010. Genetic variation of melatonin productivity in
laboratory mice under domestication. Proc. Nat. Acad. Sci. U S A. 107 (14): 6412-6417.

Kovo M., Haroutiunian S., Feldman N., Hoffman A. & Glezerman M. 2008.Determination of metformin transfer
across the human placenta using a dually perfused ex vivo placental cotyledon model. Eur. J. Obstet. Gynecol.
Reprod. Bio. 136 (1): 29-33.

Kuyucu Y., Celik L.S., Kendirlinan 0., Tap 0. & Mete U.0. 2018. Investigation of the uterine structural changes in
the experimental model with polycystic ovarysyndrome and effects of vitamin D treatment:
An ultrastructuraland immunohistochemical study. Reprod. Biol. 18 (1):53-59.

Lautatzis M. E., Goulis D.G. & Vrontaks M. 2013. Efficacy and safety of metformin during pregnancy in women
with gestational diabetes mellitus or polycystic ovary syndrome: A systematic review. Met. Clin. Exp. 62
(1):1522-1534.

Manikkam M., Thompson R.C., Herkimer C. Welch KB, Flak ], Karsch F.. & Padmanabhan V. 2008.
Developmental programming: impact of prenatal testosterone excess on pre- and postnatal gonadotropin
regulation in sheep. Bio. Reprod. 78 (4):648-660.

Martinez-Pinto ]., Piquer B., Tiszavari M. & Lara H.E. 2018. Neonatal exposure to estradiol valerate reprograms
the rat ovary androgen receptor and anti-Miillerian hormone to a polycystic ovary phenotype. Reprod.
Toxicol. 75:127-135.

McGrath R.T., Glastras S.J., Scott E.S., Hocking S.L. & Fulcher G.R. 2018.0utcomes for Women with Gestational
Diabetes Treated with Metformin: A Retrospective, Case-Control Study. J. Clin. Med. 7 (3):E50.

Morin-Papunen L., Rantala A.S., Unkila-Kallio L., Tiitinen A., Hippeldinen M., Perheentupa A., Tinkanen H., Bloigu
R, Puukka K., Ruokonen A, Tapanainen ].S. 2012, Metformin improves pregnancy and live-birth rates in
women with polycystic ovary syndrome (PCOS): a multicenter, double-blind, placebo-controlled randomized
trial. J. Clin. End. Met. 97 (5):1492-1500.

Muratoglu S., Akarca Dizakar O.S., Keskin Aktan A, Omeroglu S. & Akbulut K.G. 2018. The protective role of
melatonin and curcumin in the testis of young and aged rats. Andrologia. E13203.

Mohammadi-Sartang M., Ghorbani M. & Mazloom Z. 2018. Effects of melatonin supplementation on blood lipid
concentrations: A systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials. Clin
Nutr. 37(6):1943-1954.

Nakamura Y., Tamura H., Kashida S., Takayama H., Yamagata Y., Karube A., Sugino N. & Kato H. 2001. Changes of
serum melatonin level and its relationship to feto- placental unit during pregnancy. J. Pineal res. 30(1): 29-
33.

Odawara H., Iwasaki T. Horiguchi ], Rokutanda N., Hirooka K. Miyazaki W., Koibuchi Y., Shimokawa N., lino
Y., Takeyoshi 1. & Koibuchi N. 2009. Activation of aromatase expression by retinoic acid receptor-related


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanem%20LGE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stridsklev%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J%C3%BAl%C3%ADusson%20PB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salvesen%20%C3%98%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roelants%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carlsen%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%98deg%C3%A5rd%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanky%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29490031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubowicz%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iuorno%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubowicz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roberts%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nestler%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21466513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21466513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21466513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kafali%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15010188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iriadam%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15010188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozardali%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15010188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Demir%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15010188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15010188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kasahara%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20308563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abe%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20308563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mekada%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20308563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshiki%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20308563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kato%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20308563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kovo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17350747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haroutiunian%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17350747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldman%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17350747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17350747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glezerman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17350747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuyucu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29325695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%87elik%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29325695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kendirlinan%20%C3%96%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29325695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tap%20%C3%96%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29325695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mete%20U%C3%96%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29325695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Investigation+of+the+uterine+structural+changes+in+the+experimental+model+with+polycystic+ovary+syndrome+and+effects+of+vitamin+D+treatment%3A+An+ultrastructural+and+immunohistochemical+study.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manikkam%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herkimer%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Welch%20KB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flak%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karsch%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Padmanabhan%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinez-Pinto%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29055809
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Piquer%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29055809
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tiszavari%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29055809
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lara%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29055809
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGrath%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29522471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glastras%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29522471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scott%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29522471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hocking%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29522471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fulcher%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29522471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29522471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morin-Papunen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rantala%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Unkila-Kallio%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tiitinen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hippel%C3%A4inen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perheentupa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tinkanen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bloigu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bloigu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puukka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruokonen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tapanainen%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22419702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murato%C4%9Flu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30467869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akarca%20Dizakar%20OS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30467869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keskin%20Aktan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30467869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%96mero%C4%9Flu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30467869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akbulut%20KG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30467869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadi-Sartang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29191493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghorbani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29191493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazloom%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29191493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29191493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29191493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakamura%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamura%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kashida%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takayama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamagata%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karube%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sugino%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kato%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11168904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Odawara%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwasaki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horiguchi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rokutanda%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirooka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyazaki%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koibuchi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimokawa%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iino%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iino%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takeyoshi%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koibuchi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19439415

103

orphan receptor (ROR) alpha in breast cancer cells: Identification of a novel ROR response element. ]. Biol.
Chem. 284 (26):17711-17719.

Panchaud A., Rousson V., Vial T., Bernard N., Baud D., Amar E., De Santis M., Pistelli A., Dautriche A., Beau-Salinas
F,Cassina M, Dunstan H. Passier A, Kaplan Y.C,Duman M.K, Manakova E, Eleftheriou G. Klinger
G., Winterfeld U., Rothuizen L.E., Buclin T., Csajka C.& Hernandez-Diaz S. 2018. Pregnancy outcomes in women
on metformin for diabetes or other indications among those seeking teratology information services. Br. J.
Clin. Pharmacol. 84 (3):568-578.

Prata-Lima, M.F., Baracat, E.C. & Simdes, M.].2004. Effects of melatonin on the ovarian response to pinealectomy
or continuous light in female rats: similarity with polycystic ovary syndrome. Braz. ]. Med. Biol. Res. 37
(7):987-995.

Reiter R.J.,, Tan D.X, Rosales-Corral S. & Manchester L.C. 2013. The universal nature, unequal distribution and
antioxidant functions of melatonin and its derivatives. Mini -Rev. Med. Chem. 13 (3):373-384.

Ricci G., Catizone A., Esposito R., Pisanti F.A,, Vietri M.T. & Galdieri M. 2009. Diabetic rat testes: morphological
and functional alterations. Andrologia. 41(6):361-368.

Santos K.R.P. Teixeira A.A.C., Silva Neto E.J., Teixeira V.W. & Cunha, F.M. 2004. Morphometric analysis of the
development of the ovarian follicles in pinealectomized rats. Inter. ]. Morphol. 22(2):109-112.

Sivalingam V.N., Myers ]., Nicholas S., Balen A.H. & Crosbie E.]. 2014. Metformin in reproductive health, pregnancy
and gynaecological cancer: established and emerging indications. Hum. Reprod. Update. 20(6):853-868.

Solymar M., Ivic I, P6t6 L., Hegyi P., Garami A., Hartmann P., Pétervari E., Czopf L., Hussain A., Gyongyi Z., Sarlés
P. Simon M., Matrai P., Bérczi B. & Balaskd M. 2018. Metformin induces significant reduction of body weight,
total cholesterol and LDL levels in the elderly - A meta-analysis. PLoS One. 13(11):e0207947.

Sotomayor-Zarate R, Dorfman M., Paredes A. & Lara H.E. 2008. Neonatal exposure toestradiol valerate programs
ovarian sympathetic innervation and folliculardevelopment in the adult rat, Biol. Reprod. 78(4):673-680.

Tamura H., Takasaki A., Taketani T., Tanabe M., Lee L., Tamura I., Maekawa R., Aasada H., Yamagata Y. & Sugino N.
2014.Melatonin and female reproduction. ] Obstet Gynaecol Res. 40(1):1-11.

Tartarin P1, Moison D, Guibert E, Dupont ], Habert R, Rouiller-Fabre V, Frydman N, Pozzi S, Frydman R, Lecureuil
C, Froment P.2012. Metformin exposure affects human and mouse fetal testicular cells. Hum. Reprod.
27(11):3304-3314.

Teixeira A.A.C., Simoes M.]., Wanderley Teixeira V. & Soares Junior J.M. 2004. Evaluation of the implantation in
pinealectomized and/or submitted to the constant illumination rats. Int. J. morph. 22(3):189-194.

Veiga-Lopez A.,Ye W, Phillips D.J, Herkimer C, Knight P.G. & Padmanabhan V. 2008. Developmental
programming: deficits in reproductive hormone dynamicsand ovulatory outcomes in prenatal, testosterone-
treated sheep. Biol. Reprod. 78(4):636-647.

Yu H.F, Chen H.S., Rao D.P. & Gong ]J. 2016. Association between polycystic ovary syndrome and the risk of
pregnancy complications: A PRISMA-compliant systematic review and meta-analysis.Medicine
(Baltimore).95(51):e4863.

Yu K, Deng S.L., Sun T.C,, Li Y.Y. & Liu Y.X. 2018. Melatonin Regulates the Synthesis of Steroid Hormones on Male
Reproduction: A Review. Molecules. v.23 (2):447, 2018.

Zhang Z., Zhou B., Wang H., Wang F., Song Y., Liu S. & Xi S. 2014. Maize Purple Plant Pigment Protects Against
Fluoride-Induced Oxidative Damage of Liver and Kidney in Rats. Inter. ]. Environ. Res.Public Health.11(1):
1020-1033.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panchaud%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rousson%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vial%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernard%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baud%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amar%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Santis%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pistelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dautriche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beau-Salinas%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beau-Salinas%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cassina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunstan%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Passier%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaplan%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duman%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%C5%88%C3%A1kov%C3%A1%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eleftheriou%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klinger%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klinger%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winterfeld%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rothuizen%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buclin%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csajka%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hernandez-Diaz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29215149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prata%20Lima%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15264005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baracat%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15264005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sim%C3%B5es%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15264005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15264005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reiter%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23190034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20DX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23190034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosales-Corral%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23190034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manchester%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23190034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ricci%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19891634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catizone%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19891634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esposito%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19891634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pisanti%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19891634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vietri%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19891634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galdieri%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19891634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19891634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sivalingam%20VN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25013215
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Myers%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25013215
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicholas%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25013215
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balen%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25013215
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crosbie%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25013215
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25013215
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Solym%C3%A1r%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ivic%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%B3t%C3%B3%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hegyi%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garami%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hartmann%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9terv%C3%A1ri%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Czopf%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hussain%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gy%C3%B6ngyi%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarl%C3%B3s%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarl%C3%B3s%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simon%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%A1trai%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%A9rczi%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balask%C3%B3%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30475888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sotomayor-Z%C3%A1rate%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dorfman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paredes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lara%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamura%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takasaki%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taketani%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanabe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamura%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maekawa%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aasada%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamagata%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sugino%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24118696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tartarin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moison%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guibert%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dupont%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Habert%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rouiller-Fabre%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frydman%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pozzi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frydman%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lecureuil%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lecureuil%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Froment%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22811314
https://scielo.conicyt.cl/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=e&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=COELHO+TEIXEIRA,+ALVARO+AGUIAR
https://scielo.conicyt.cl/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=e&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SIMOES,+MANUEL+DE+JESUS
https://scielo.conicyt.cl/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=e&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=WANDERLEY+TEIXEIRA,+VALERIA
https://scielo.conicyt.cl/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=e&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SOARES+JUNIOR,+JOSE+MARIA
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veiga-Lopez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ye%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phillips%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herkimer%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Knight%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Padmanabhan%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18094354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28002314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28002314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28002314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29462985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29462985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29462985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29462985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20YX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29462985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24419046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24419046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24419046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24419046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24419046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24419046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24419046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/876/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/issues/233864/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/issues/233864/

104

Zhou R., Bruns C.M,, Bird .M., Kemnitz ].W., Goodfriend T.L., Dumesic D.A. & Abbott D.H. 2007. Pioglitazone
improves insulin action and normalizes menstrual cycles in a majority of prenatally androgenized female
rhesus monkeys. Reprod Toxicol. 23:438-448.

LEGENDA DAS FIGURAS

Fig.1. Grafico do peso e indice organossomatico dos filhotes. (A)- peso dos ovarios. (B)-peso dos testiculos. (C)-
10 dos ovarios e (D)-10 dos testiculos.

Fig.2. Niveis hormonais. (A)- Niveis de estradiol dos filhotes fémeas. (B)- Niveis de testosterona total dos filhotes
machos.

Fig.3. Fotomicrografia dos ovarios dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- ovario dos filhotes do
grupo I; (B)- Ovario dos filhotes do grupo II; (C)- ovario dos filhotes do grupo III; (D)- ovario dos filhotes do
grupo IV; (E)- ovario dos filhotes do grupo V e (F)- grafico da analise morfométrica ovariana. Observar a auséncia
de diferenciacdo entre camada cortical e medular, e corpos ldateos, além da presenca de diversos foliculos em
diferentes estagios de desenvolvimento, sendo (FS)- Foliculo secundario, (FT)- Foliculo terciario.

Fig.4. Fotomicrografia dos testiculos dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- testiculo dos filhotes
do grupo [; (B)- Testiculo dos filhotes do grupo II; observar a presenca de vacuolizacio (seta) e degeneragdo
tubular (circulo) (C)- testiculo dos filhotes do grupo III; (D)- testiculo dos filhotes do grupo 1V; (E)- testiculo dos
filhotes do grupo V e (F)- grafico da andlise morfométrica testicular. Observar a presenca de diversos tubulos
seminiferos (TS) e intersticio (IT), onde alguns tibulos ja apresentam a formacdo do limem (L). As
espermatogonias- tridngulo- e espermatocitos asteriscos (*), externamente observar a presenca da capsula (CP).

Fig.5. Fotomicrografia dos ovarios dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- ovario dos filhotes do
grupo [; (B)- Ovario dos filhotes do grupo II; (C)- ovario dos filhotes do grupo III; (D)- ovario dos filhotes do
grupo 1V; (E)- ovério dos filhotes do grupo V e (F)- grafico da quantificagdo da marcagdo em pixels. Observar a
coloragdo acastanhada da marcagao do receptor de andrégeno (RA).

Fig.6. Fotomicrografia dos testiculos dos filhotes dos diferentes grupos experimentais. (A)- testiculo dos filhotes
do grupo [; (B)- testiculos dos filhotes do grupo II; (C)- testiculo dos filhotes do grupo III; (D)- testiculo dos
filhotes do grupo 1V; (E)- testiculo dos filhotes do grupo V e (F)- grafico da quantificagdo da marcacdo em pixels.
Observar a colorac¢do acastanhada da marcagdo do receptor de andrégeno (RA).
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LISTA DE QUADROS E FIGURAS

Quadro 1. Média * desvio padrao do peso (g) dos filhotes dos diferentes grupos experimentais

DIAS DE VIDA GI GlI GIII GIV GV 3
POS-NATAL
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  2292+211a 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

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey
(p<0,05)

Quadro 2. Média + desvio padrdo do comprimento (cm) dos filhotes dos diferentes grupos experimentais

DIAS DE VIDA GI GII GIII GIV GV P
POS-NATAL
Nascimento 579+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

*Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey
(p=<0,05)
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Fig. 3.
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Fig.5.
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Fig.6.
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