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RESUMO 

 
A síndrome do ovário policístico (SOP) é um distúrbio endócrino feminino 

extremamente comum na idade reprodutiva e apresenta quadro clínico bastante 

heterogêneo, entre eles os cistos foliculares ovarianos aumentados, 

hiperandrogenismo, infertilidade resistência à insulina, e dislipidemia. Em casos de 

pacientes com policistose ovariana que desejam tratar a infertilidade, o cloridrato de 

metformina é a droga mais utilizada e considerada mais segura em comparação com 

os demais tratamentos. Ao diagnosticar a síndrome, tem-se observado que mulheres 

apresentam grande prevalência a doença hepática gordurosa não alcoólica, 

esteatose, fibrose, alterações hepático-enzimáticas e aumento do estresse oxidativo 

plasmático, elevando a preocupação dos médicos quanto às patologias hepáticas. 

Além disso, recentes estudos têm relacionado o estresse oxidativo na patogênese 

de doenças que causam a infertilidade, por esta razão, pesquisas tem sugerido a 

utilização de antioxidantes como a melatonina como suplemento a outras drogas. No 

entanto, não há relatos na literatura sobre a associação do cloridrato de metformina 

e melatonina para o tratamento da policistose ovariana. Assim, o objetivo deste 

trabalho foi investigar os efeitos da combinação terapêutica desses fármacos em 

ratas induzidas à SOP sobre os aspectos reprodutivos e hepáticos. Para tanto, 

foram utilizadas 75 ratas albinas, divididas aleatoriamente em cinco grupos de 15 

animais. Todas as ratas, exceto as do grupo I, foram submetidas à indução da SOP 

pela iluminação constante, e as ratas dos grupos III, IV e V receberam tratamentos 

com os fármacos melatonina, cloridrato de metformina e a associação destes, 

respectivamente. Após a confirmação da SOP e tratamentos, foram analisados os 

efeitos plasmáticos bioquímicos e hormonais dos tratamentos, e as ratas foram 

acasaladas para análise dos sítios de implantação e acompanhamento gestacional 

dos níveis de estresse oxidativo. Ao final do experimento foi analisada a 

histopatologia e imunohistoquímica do fígado das ratas. Os tratamentos 

farmacológicos diminuíram o número de dias para confirmação do acasalamento, 

aumentaram os níveis séricos de progesterona, bem como o número e o peso dos 

filhotes. Reduziram os níveis plasmáticos de estrógeno e teor de fibras colágenas. 

No fígado, os tratamentos com cloridrato de metformina, melatonina, e mais 

significativamente a associação destes fármacos, reduziram os níveis plasmáticos 

da enzima hepática alanina transaminase, do óxido nítrico e da glutationa total, 
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levando a resultados semelhantes aos animais do grupo controle, mais uma vez, as 

ratas que receberam associação dos fármacos quanto assemelhou-se ao grupo 

controle quanto ao conteúdo hepático de polissacarídeos, e aos de citocinas pró-

inflamatórias. Desta forma, pôde-se concluir que a associação do cloridrato de 

metformina com melatonina proporciona os melhores resultados em comparação 

aos demais tratamentos, de forma a regular hormonal e histoquimicamente o 

sistema reprodutor e aumentar as chances de concepção de forma semelhante ao 

grupo controle. No fígado a associação dos fármacos atuou de forma mais eficaz 

contra a toxicidade hepática produzida pela SOP experimental, favorecendo uma 

normalização dos parâmetros bioquímicos e estresse oxidativo durante a gestação, 

quando comparada às monoterapias destas drogas.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Síndrome dos ovários policísticos, biguanida, melatonina, 

reprodução, fígado, estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 

 

The polycystic ovary syndrome (PCOS) is endocrine disorder in women of 

reproductive age extremely common and heterogeneous clinical features. In cases of 

patients with ovarian polycystic wishing to treat infertility, metformin hydrochloride is 

the drug most widely used and considered safer compared to the other treatments. 

When diagnosing the syndrome, it has been observed that women have a high 

prevalence of nonalcoholic fatty liver disease, steatosis, fibrosis, abnormal liver-

enzyme factors and increased indicators of oxidative stress in plasma, raising 

concern among doctors about the disease in the liver. Furthermore, recent studies 

have linked oxidative stress in the pathogenesis of diseases which cause infertility, 

for this reason, research has suggested the use of antioxidants such as melatonin, 

due to liver protecting effect in the pharmacological treatment or supplementation to 

combat these types of disease. However, there are no reports in the literature about 

association of metformin hydrochloride and melatonin for the treatment of PCOS. 

The objective of this work was to investigate the effects of combination therapy of 

these drugs in rats induced to PCOS on to reproductive and liver. Thus, we used 75 

albino rats were divided randomly into five groups of 15 animals. All rats except those 

in group I were subjected to induction of PCOS by constant illumination, and the rats 

of groups III, IV and V received treatment with the drug melatonin, metformin 

hydrochloride and the drug combination, respectively. After confirmation of PCOS 

and treatments, we analyzed the effects of plasma biochemical and hormonal 

treatments, and rats were mated and monitored during pregnancy for analysis of 

implantation sites, ovarian, weight gain, reproductive viability and levels of oxidative 

stress. At the end of the experiment was conducted histopathology, and 

immunohistochemistry staining of liver of rats and analysis of the puppies. 

Pharmacological treatments decreased the time allowed copulation, increased 

plasma levels of progesterone, the number and weight of pups and reduced plasma 

levels of estrogen and endometrial content of collagen fibers. In the liver, treatment 

with metformin hydrochloride, melatonin and more significantly the association of 

these drugs reduced plasma levels of the liver enzyme alanine trasaminase, nitric 

oxide and total glutathione, leading to results similar to the control group, were also 

observed similarities between those of control rats and rats that received a 
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combination of drugs for the content of hepatic polysaccharide, and of pro-

inflammatory cytokines. Thus, we conclude that the association of metformin with 

melatonin provides the best results compared to the other treatments, in order to 

regulate hormonal and histochemical the reproductive system and increase the 

chance of conception resembling the control group, and the liver, the combination of 

drugs works more effectively against liver toxicity produced by PCOS, favoring 

normalization of biochemical parameters and oxidative stress during pregnancy, 

compared to therapies only these drugs. 

 

KEYWORDS: Polycystic ovary syndrome, biguanide, melatonin, reproduction, liver, 

oxidative stress. 
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TG Triglicerídeos totais 

LDL Lipoproteína de baixa densidade 
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HER-2/neu Human Epidermal growth factor Receptor 2 
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FSH Hormônio folículo estimulante 
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IGF-1 Fator de crescimento semelhante à insulina 1 

17β-HSD 17β-hidroxiesteróide desidrogenase do tipo 5 

GnRH Hormônio liberador de gonadotrofina 
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TC Tempo de cópula 

PT Peso das ratas durante o tratamento 

Gp Ganho de peso durante a gestação 
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PG Peso durante a gestação 

PO Peso dos ovários 

SI Sítios de implantação 

E Estradiol 

Prog Progesterona 

NF-κB fator nuclear Kappa B 

IL-1β Interleucina 1- beta 

NO Óxido nítrico 

NO2
- Íon nitrito 

NEED (N-(1-Naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride) 

FA Fosfatase alcalina 

VLDL Lipoproteína de muito baixa densidade 

H. E. Hematoxilina-eosina 

PAS Ácido periódico de Schiff 

AST Aspartato transaminase 

ALT Alanina transaminase 

  



 

 

 

SUMÁRIO 

Preâmbulo    

 AGRADECIMENTOS I 

 RESUMO III 

 ABSTRACT V 

 LISTA DE ABREVIATURAS VII 

   

Capítulos   

1 INTRODUÇÃO........................................................................ 07 

REVISÃO DE LITERATURA................................................... 10 

REFERÊNCIAS....................................................................... 29 

2 Melatonina associada ou não ao cloridrato de metformina 

assegura a implantação em ratas albinas com policistose 

ovariana induzida.................................................................... 39 

RESUMO................................................................................ 40 

INTRODUÇÃO........................................................................ 41 

MATERIAIS E MÉTODOS...................................................... 42 

RESULTADOS........................................................................ 47 

DISCUSSÃO........................................................................... 50 

REFERÊNCIAS....................................................................... 54 

3 Efeito da associação do cloridrato de metformina e 

melatonina sobre estresse oxidativo, antes e durante a 

gestação, e análise bioquímica e histopatológica do fígado 

após tratamento para síndrome dos ovários policísticos em 

ratas........................................................................................ 64 

 RESUMO 65 

 INTRODUÇÃO........................................................................ 67 

 MATERIAIS E MÉTODOS...................................................... 69 

 RESULTADOS........................................................................ 75 

 DISCUSSÃO........................................................................... 79 

 REFERÊNCIAS....................................................................... 84 

ANEXOS GUIA PARA AUTORES DAS REVISTAS EM SUBMISSÃO  



 

 

 

 PLOS ONE.............................................................................. 98 

 REPRODUCTIVE TOXICOLOGY........................................... 107 

 



 

 

7 

 

CAPÍTULO I 

 

INTRODUÇÃO 

 

A síndrome dos ovários policísticos (SOP) é um distúrbio endócrino 

feminino extremamente comum na idade reprodutiva, chegando a atingir 13% 

das mulheres na idade fértil no Brasil. Pacientes acometidas pela desordem 

apresentam quadro clínico bastante heterogêneo, com presença de 

hiperandrogenismo, amenorreia, infertilidade, cistos ovarianos etc. Porém, até 

os dias atuais, os mecanismos fisiopatológicos desta endocrinopatia ainda são 

controversos (ANGONESE, 2011; AZZIZ et al., 2004; MELO et al., 2012).  

A síndrome pode levar ao aumento de triglicerídeos totais (TG), de 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), de colesterol e da pressão arterial 

sistólica etc, podendo ocasionar consequentemente problemas 

cardiovasculares e danos hepáticos. Por estes motivos, pesquisas médicas 

recentes têm sugerido que sejam realizados testes diagnósticos a nível 

hepático quando detectadas as características clínicas da SOP, pois mulheres 

com este distúrbio endócrino-reprodutor têm apresentado grande prevalência 

de patologias hepáticas como doença hepática gordurosa não alcoólica, 

esteatose, fibrose e principalmente alterações hepato-enzimáticas (BARFIELD 

et al., 2009; REHM et al., 2011; VUPPALANCHI; CHALASANI, 2009). 

Em casos clínicos de policistose ovariana em pacientes que desejam 

tratar a infertilidade, o cloridrato de metformina é a droga mais utilizada e 

considerada mais segura em comparação com os demais tratamentos 

(MORAES et al., 2002; PALOMBA; FALBO; LA SALA, 2013). Este fármaco, 

além de considerado não teratogênico, possui benefícios conhecidos que inclui 

não causar hipoglicemia, reduzir os níveis de hemoglobina glicosilada, 

melhorar o perfil lipídico e a atividade fibrinolítica (FISMAN et al., 2004). Quanto 

ao mecanismo de ação fisiológica do cloridrato de metformina, o pouco que se 

sabe, é que o fármaco possui capacidade de aumentar a atividade do 

glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) no plasma, promovendo a inibição da 

secreção do glucagon, diminuição da atividade de síntese de glicogênio, 
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retardo do esvaziamento gástrico, saciedade e inibição da ingestão de 

alimentos (DRUCKER, 2001, 2002; MANNUCCI et al., 2001). Outro possível 

mecanismo de ação do medicamento é por meio da ativação da enzima AMPK 

(Adenosina monofosfato ativado pela proteína quinase). Esta ação contribui 

para a diminuição da glicemia, melhora o perfil metabólico, diminui o colesterol 

e triglicerídeos, provoca a diminuição de liberação de glicose produzida pelo 

fígado e aumenta o transporte de glicose muscular, além de promover 

benefícios ao perfil lipídico sanguíneo (LECRERC et al., 2004; MISRA; 

CHAKRABARTI, 2007; ZOU et al., 2004). 

Estudos têm implicado o estresse oxidativo na patogênese de doenças 

que causam a infertilidade, endometriose e desordens no sistema reprodutor 

feminino, por este motivo diversas pesquisas têm utilizado antioxidantes como 

a melatonina para tratar ou suplementar tratamentos que amenizem patologias 

diversas, inclusive cânceres (APONTE; AGARWAL, 2013; CERDA et al, 2008; 

PRATA-LIMA; BARACAT; SIMÕES, 2004). Seus efeitos antioxidantes podem 

ser analisados em vertentes diversas, como a redução das reações específicas 

de oxigênio e nitrogênio, efeitos antiexcitatórios e anti-inflamatórios, além do 

estímulo a atividade de enzimas antioxidantes e redução da ação de enzimas 

pró-oxidantes (JIMÉNEZ-ORTEGA et al., 2009). Neste contexto, com o intuito 

de melhorar o potencial de ação e amenizar possíveis danos do tratamento, 

pesquisas recentes têm investido na associação do tratamento do cloridrato de 

metformina com a melatonina para reduzir o crescimento de turmor in vivo em 

ratos transgênicos para o receptor do fator de crescimento epidermal humano 

(HER-2/neu) e aumentar significativamente o tempo de vida em 8% e de 

latência do adenocarcinoma mamário em 13,2%. Além de suprimir o 

crescimento do tumor de Ehrlich em 40%, sendo sugerida pelos autores, a 

utilização da associação para o tratamento de câncer de mama (ANISIMOV et 

al., 2010). Em outro estudo, Man’cheva et al. (2011), induziram tumores de pele 

utilizando Benzopireno em solução com acetona durante 26 semanas e tratou 

as ratas com melatonina, cloridrato de metformina ou ambos, e observou que 

todos os tratamentos promoveram significativa redução do número e do 

tamanho dos tumores de pele em comparação aos animais que não receberam 
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tratamentos. Além disso, a terapia combinada mostrou melhores resultados 

quanto aos níveis de lactoperoxidase (LaPO) em comparação com as 

monoterapias destas drogas. No tratamento do diabetes mellitus Kadhim et al. 

(2006) identificaram melhora quando associaram cloridrato de metformina, 

melatonina e zinco, dos resultados do perfil lipídico, reduziu LDL, triglicerídeos, 

colesterol total, além de aumentar o HDL em comparação com os demais 

grupos experimentais.  

A suplementação com antioxidantes em mulheres com SOP pode 

melhorar a sensibilidade à insulina e restaurar o balanço oxido-redutor. Foi 

observado que 50 a 60% de perdas gestacionais relatadas em artigos estão 

associadas ao estresse oxidativo, e sugeriu-se que além da SOP, o estresse 

oxidativo influencia também em outras doenças fisiológicas reprodutivas, como 

infertilidade e endometriose, além de controlar a função reprodutiva em 

mamíferos com ciclos reprodutivos sazonais e não sazonais tanto de hábitos 

diurnos quanto noturnos, selvagens ou domésticos, como cães, gatos, ou 

coelhos selvagens etc (ANISIMOV, 2003; BERGER, 2008; FUCHS et al,. 2010; 

SEKHON et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2004). No entanto, não há relatos na 

literatura sobre estudos da terapia associativa das drogas cloridrato de 

metformina e melatonina para tratar a SOP. Assim, o objetivo deste trabalho foi 

investigar os efeitos da combinação terapêutica do fármaco cloridrato de 

metformina em associação com o hormônio melatonina em ratas induzidas à 

SOP através do modelo de iluminação constante quanto à melhoria dos 

aspectos reprodutivos e gestacionais, aspectos histopatológicos hepáticos e 

plasmáticos bioquímicos e do estresse oxidativo.  
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

A Síndrome dos ovários policísticos 

 

A síndrome dos ovários policísticos (SOP) é uma das desordens 

endócrino-ginecológicas mais comuns na idade reprodutiva, com prevalência 

variando quanto à disposição geográfica e etnia, entre 5% a 13%. Suas 

características clínicas são bastante heterogêneas, sua principal alteração 

fisiopatológica é desconhecida e acredita-se que esta doença pode ser 

classificada geneticamente como desordem complexa multifatorial (AZZIZ et 

al., 2004; MELO et al., 2010; YARAK et al., 2005).  

A síndrome foi descrita pela primeira vez em 1935, com as 

características de amenorreia, infertilidade, obesidade, ovários policísticos e 

hirsutismo (STEIN; LEVENTHAL, 1935), porém foi observado que estas 

características são similares a patologias como hiperplasia adrenal congênita e 

câncer de ovários ou adrenais que também levariam a alterações como 

hiperandrogenismo, que é ocasionado por aumento da ação biológica dos 

andrógenos e aumento de andrógenos circulantes (hiperandrogenemia). Sua 

expressão clínica máxima é a virilização em mulheres que se caracterizam pela 

presença de alterações bioquímicas, incluindo puberdade precoce, hirsutismo, 

acne, seborreia, alopecia, distúrbios menstruais e disfunção ovulatória com 

infertilidade durante a vida reprodutiva, síndrome metabólica e disfunção 

psicológica. A intensidade e extensão dessas manifestações clínicas 

dependem de vários fatores, e não existe correlação estreita entre a 

intensidade do quadro clínico e as alterações bioquímicas, ou seja, o 

hiperandrogenismo pode ocorrer etiologicamente em várias patologias, não 

sendo patognomônico, desta forma, para o quadro clínico da SOP 

(GUTIERREZ-GROBE et al., 2010; SPINEDI et al., 1990). 

Em 2004 critérios diagnósticos da síndrome foram revisados pelo The 

Rotterdam ESHRE/ASRM – sponsored PCOS consensus workshop group. 

Assim, o diagnóstico da SOP em seres humanos é realizado por exclusão de 

hiperplasia adrenal congênita e câncer de ovários ou adrenais, tendo pelo 
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menos a identificação de dois dos seguintes critérios: oligovulação ou 

anovulação, que se manifesta, em geral, com oligomenorréia ou amenorreia, 

níveis elevados de andrógenos no sangue (hiperandrogenemia) ou 

manifestações clínicas de excesso de andrógenos (hiperandrogenismo) e 

cistos de ovários definidos pela ultrassonografia, com a presença de 10 ou 

mais cistos foliculares subcapsulares com diâmetro entre 2 e 10 mm, além de 

um estroma ovariano aumentado definidos ao ultrassom, apesar de algumas 

modificações poderem estar presentes em aproximadamente 22% das 

mulheres endocrinologicamente normais (AMERICAN ASSOCIATION OF 

CLINICAL ENDOCRINOLOGISTS, 2001; THE ROTTERDAM ESHRE/ASRM-

SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2004). 

A fisiopatologia da síndrome não está definida, existem muitas 

controvérsias, porém sabe-se que a doença está associada a um desequilíbrio 

hormonal que se caracteriza por uma circulação constante de altas 

concentrações de estrogênios, de modo suficiente para manter baixos os níveis 

de hormônio folículo estimulante (FSH). Estudos têm relacionado a SOP à 

hiperinsulinemia e à resistência insulínica periférica, de forma que a insulina 

parece estar envolvida na secreção anormal do hormônio luteinizante (LH) e, a 

nível periférico, promove a secreção ovariana de andrógenos, através do 

aumento da expressão do gene da proteína esteroidogênica citocromo 

P450c17 hidroxilase/17,20 liase(CYP17), tendo ação sinérgica com o LH, tanto 

diretamente como através do estímulo da secreção do fator de crescimento 

semelhante à insulina 1 (IGF-1). Desta forma, aumenta a biodisponibilidade  da 

insulina, do IGF-1, da testosterona e do estrógeno, que por sua vez vão 

interferir com a secreção de hormônio hipotalâmico liberador de gonadotrofinas 

(GnRH), com a ação do FSH no ovário e nas enzimas codificadas pelo CYP17. 

A insulina também atua sinergicamente com o LH aumentando a produção 

ovariana de androgênios (EHRMANN, 2005; MARCONDES; BARCELLOS; 

ROCHA, 2013). Nos folículos ovarianos, este desequilíbrio leva a atividade 

aumentada da enzima aromatase, e consequentemente aumenta a conversão 

de androgênios com manutenção da alta concentração de estrógenos e LH. 

Nestas pacientes, os índices de produção de progesterona pelas células da 
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teca são altos, porém a androstenediona está relativamente aumentada, 

sugerindo maior conversão, podendo estar a níveis séricos reduzidos (DOLDI 

et al.,1998). Ou seja, em pacientes com SOP as dosagens de progesterona 

são frequentemente aumentadas de forma discreta, pois há conversão 

aumentada pela enzima 17-hidroxiliase em 17 OH-progesterona e conversão 

desta em androstenediona pela enzima 17-20-liase, de forma que sua análise 

pode apoiar o diagnóstico da SOP dentro de um quadro clínico compatível e 

exclusão de hiperplasias adrenais (PINHEIRO; CLAPAUCH, 2001). 

O aumento relativo da secreção hipofisária de LH ocasiona aumento de 

produção de androstenediona pelas células da teca, a qual é convertida pela 

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

aromatizada em estrona. Os androgênios em excesso são convertidos em 

estrona nos tecidos periféricos e a estrona inibe a dopamina hipotalâmica 

provocando um aumento da frequência de pulsos do hormônio liberador de 

gonadotrofina (GnRH), o que torna maior a produção do LH sobre a formação 

do FSH (EHRMANN et al., 2006; REIS, 2004). A redução da dopamina 

hipotalâmica pode estar associada, em alguns casos, ao aumento da 

prolactina, que por sua vez é fator de estímulo para adrenal produzir 

androgênio (HOMBURG, 2008). 

O tratamento da SOP varia de acordo com os sintomas apresentados 

pelas pacientes e ocorre principalmente pela administração de antiandrogênios, 

como cloridrato de metformina, associado ou não a hormônios contraceptivos, 

dependendo do caso (GANIE et al., 2004; MANSFIELD et al., 2003). Pacientes 

anovulatórias com hiperandrogenismo são tratadas com anticoncepcionais 

combinados, pois os estrogênios diminuem os níveis androgênicos circulantes 

ao incrementarem os níveis séricos de hormônios sexuais ligados a globulina 

(SHBG) e diminuírem a atividade da 5-α-redutase. Contudo, mulheres com 

SOP têm alta prevalência de aterosclerose subclínica, refletindo na 

desregulação da função endotelial, bem como em anomalias na coagulação e 

no sistema fibrinolítico, aumentando o risco de fenômenos tromboembólicos. 

Nestes casos, recomendam-se o uso de progestogênio isolado quando há 
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antecedentes de tromboembolismo ou hipertensão arterial sistêmica (MAK; 

DOKRAS, 2009; SOARES et al., 2009; SOARES-JÚNIOR; BARACAT, 2010). 

No tratamento da infertilidade, a prescrição de uma dieta e um programa 

de exercícios físicos representa o tratamento de primeira linha, pois contribuem 

para a melhora da qualidade de vida, da resistência à insulina e do retorno dos 

ciclos ovulatórios. Drogas que diminuem os níveis de insulina também podem 

ser utilizadas, de forma isolada ou em associação. A droga mais utilizada e que 

apresenta maior segurança e sem riscos de teratogenicidade é o cloridrato de 

metformina. As pacientes candidatas à utilização do cloridrato de metformina 

devem apresentar funções hepáticas e renais normais, e com o objetivo de 

evitar os efeitos colaterais gastrointestinais, a droga deve ser administrada 

junto às refeições e deve-se iniciar o tratamento com uma dose mais baixa e ir 

aumentando progressivamente (MORAES et al., 2002). 

Em estudos de caso, mulheres inférteis com SOP e com aumento de 

hormônios masculinos, a opção pela fertilização in vitro pode ser viável, apesar 

de o tratamento por hiperestimulação ovariana controlada promover uma piora 

ovocitária e diferenças na foliculogênese. O estudo do fluido folicular após 

aspiração sugeriu nestas pesquisas que há interferência parácrina ovariana em 

relação às dosagens de progesterona e aumento da quantidade do produto de 

oxidação proteica (AOPP) e glutationa (GSH) em mulheres não obesas com 

SOP (RESENDE et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010). 

Hildebrandt et al. (2007) em sua revisão concluiu que mulheres com 

SOP podem apresentar agravamento no quadro fisiopatológico da doença, 

contribuindo para co-morbidades ou complicações metabólicas como elevação 

sérica de insulina liberada pelo pâncreas, alterações bioquímicas, infertilidade 

etc, sendo fundamental que mulheres com SOP mantenham reduzido seu 

índice de massa corpórea (IMC). Além disso, foi observado pelo grupo de 

trabalho da Cooperativa Multicenter em Medicina Reprodutiva dos Estados 

Unidos da América (EUA), que mulheres com obesidade ou não, estando 

acometidas da SOP têm maior incidência de resistência à insulina, cerca de 50 

a 80%, quando comparadas a mulheres sem a síndrome (CHANG et al., 1983; 

LEGRO et al., 1999, 2007). Assim, o risco de adquirir outras doenças aumenta, 
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principalmente quando há aumento relevante de índice de massa corpórea 

(IMC), glicose e níveis de hormônios sexuais ligados à globina associado às 

características clínicas que definem a síndrome (GAMBINERI et al., 2012). 

Estudo comparativo realizado entre mulheres com mesma idade e IMC 

mostrou que as pacientes com SOP têm aumento nas alterações da 

homeostase associada à resistência a insulina e aumento dos níveis de 

aminotransferases, o que pode estar associado à resistência a insulina. Estes 

autores sugerem que mulheres com SOP devem ser acompanhadas quanto à 

coexistência de doenças hepáticas devido à potencialidade progressiva da 

doença (CERDA et al., 2008; REHM et al., 2011). A heterogeneidade da SOP 

reflete a participação de múltiplos mecanismos fisiopatológicos, como 

anormalidades bioquímicas e resistência a insulina no tecido muscular e 

adiposo, com hiperinsulinemia compensatória pela provável disfunção 

pancreática e alteração na dinâmica das gonadotropinas, interferindo no eixo-

hipotálamo-adrenais-ovário (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Reação da síndrome dos ovários policísticos no eixo hipotalâmico-

ovariano-adrenal. 

Fonte: modificado de Yarak et al., (2005). 
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Recentemente tem-se observado que mulheres com SOP apresentam 

grande prevalência de patologias hepáticas como doença hepática gordurosa 

não alcoólica, esteatose, fibrose e alterações hepato-enzimáticas, desta forma, 

ao ser diagnosticada, tem-se sugerido inclusive que sejam realizados testes 

diagnósticos hepáticos quando detectadas as características clínicas da SOP 

(BARFIELD et al., 2009; REHM et al., 2011; VUPPALANCHI; CHALASANI, 

2009). Estas doenças podem estar associadas ao aumento de gordura visceral 

ou aumento do estresse oxidativo, o qual também está associado à patogênese 

de doenças que causam a infertilidade, endometriose e desordens no sistema 

reprodutor feminino. O estresse oxidativo vem mostrando-se muito comum na 

vida moderna, por este motivo diversas pesquisas têm utilizado antioxidantes 

como a melatonina para tratar ou suplementar a farmacocinética (APONTE; 

AGARWAL 2013; CERDA et al., 2008; PRATA-LIMA; BARACAT; SIMÕES 

2004; SEKHON et al., 2010). 

Vassilatou et al. (2010) também relataram doenças hepáticas em 

mulheres com SOP e relacionaram o principal fator de diagnostico como sendo 

o aumento do nível das aminotransferases e/ou evidencia de esteatose 

hepática e concluíram que a doença hepática é comum nessas mulheres, e 

que o aumento de androgênios pode estar implicando de forma combinada 

levando a anormalidades metabólicas em mulheres com sobrepeso ou não 

obesas. Gutierrez-Grobe et al. (2010) também sugeriram estudos a respeito da 

associação de doenças hepáticas com a SOP devido a uma grande 

prevalência de doença hepática gordurosa não alcoólica em 62% do total de 

mulheres com essa síndrome analisadas durante a pesquisa. Alguns autores 

acreditam que a associação da SOP com doenças hepáticas e síndrome 

metabólica está ligada diretamente à resistência à insulina. Experimentalmente 

estes autores observaram que a administração de ácido graxo ômega 3 (ω-3) 

diminui a gordura hepática e os riscos cardiovasculares, mas não interfere nos 

níveis de HDL, LDL, glucose, andrógenos livre e hormônios sexuais ligados a 

globulina (SHBG) (ALWIS; DAY, 2008; CUSSONS et al., 2009). 

Neste contexto hepatológico, Brock et al. (2005) e Bugianesi et al. (2005) 

explicam que o uso do cloridrato de metformina, apesar de ser considerado 
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seguro, apresentou efeitos controversos, pois aumentou os níveis de 

aminotransferases e outras enzimas hepáticas nas doses de 2g/dia durante 12 

meses de tratamento e em casos de administração durante a gestação, 

sugerindo que sejam realizados estudos que avaliem parâmetros hepáticos em 

gestantes com SOP.  

 

Cloridrato de Metformina 

 

O cloridrato de metformina, 1,1-Dimetil-Guanil-Guanidina, é uma droga 

pertencente à classe das biguanidas, que historicamente retratam utilizações 

medicinais que remontam a idade média. Em meados de 1920 a planta Gallega 

officinalis L. foi utilizada como com substrato ao componente ativo guanidina, 

utilizado como hipoglicemiante em pessoas com diabetes não dependente de 

insulina, reduzindo os níveis de glicose em jejum por inibição da 

gliconeogênese hepática e aumentando a utilização de glicose pelos tecidos 

periféricos (BAILEY; PATH; TURNER, 1996; BELL; HADDEN, 1997). Sabe-se 

que o cloridrato de metformina tem uma meia-vida em torno de 1,5 a 4,9 horas, 

a droga é absorvida pelo intestino delgado, e aproximadamente 90% é 

eliminado intacto pelos rins, fígado e glândulas salivares. O cloridrato de 

metformina pode se ligar a membranas biológicas, mas não produz forte 

inibição da fosforilação oxidativa e também não se sabe o local de ação celular. 

A perda de peso dos pacientes tratados com o fármaco parece estar associada 

a uma perda de tecido adiposo e diminuição da liberação de ácidos graxos por 

diminuição de lipólise em alguns tecidos. Desta forma, combate os ácidos 

graxos livres que prejudicam a disponibilidade de glicose ao tecido muscular e 

levam à insensibilidade a insulina em mulheres com SOP (ABBASI et al., 1997; 

HUA, 2001; MORIN-PAPUNEN et al., 2000). 

O mecanismo de ação do cloridrato de metformina não está 

completamente compreendido, porém uma das vias de sua função 

farmacológica é por meio da ativação da enzima AMPK (Adenosina 

monofosfato ativado pela proteína quinase), a qual promove a disponibilização 

de energia e aumenta a oxidação dos ácidos graxos, diminui a glicose, 
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colesterol e triglicerídeos. (MISRA, CHAKRABARTI 2007). Nos ovários, o 

cloridrato de metformina atua nas células da teca ovariana podendo inibir o 

gene CYP17 (proteína 17,20 liase) devido ao aumento da fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3K), que reduz os níveis de insulina. Com a redução dos níveis de 

insulina, ocorre a inibição da expressão dos receptores de LH na camada da 

granulosa do ovário, proteína de regulação aguda da esteroidogênese (StAR), 

enzimas esteroidogênicas HSD3-b e CYP11a (citocromo envolvido na 

conversão de estrógenios). Além disso, atua de forma direta no aumento do 

AMPK, melhorando a defesa antioxidante no tecido ovariano, o que contribui 

para a menor produção de esteroides sexuais e a luteinização prematura e 

consequentemente melhora da ovulação. Em relação às pacientes com SOP, a 

ação do cloridrato de Metformina parece afetar a função ovariana, direta ou 

indiretamente, de duplo modo, pela redução da resistência à insulina e também 

por uma ação direta na esteroidogênese e no crescimento folicular (DIAMANTI-

KANDARAKIS et al., 2010). 

Nos hepatócitos e músculos esqueléticos, o cloridrato de metformina 

atua promovendo a disponibilização de energia e estimulando o metabolismo 

de transporte de glicose, oxidação de ácidos graxos e redução do perfil lipídico 

(Fig. 2). No fígado, determina por fosforilação a inibição da ACC redutase 

(acetil CoA carboxilase) e 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGCoA), 

enzimas envolvidas na formação dos ácidos graxos e a longo prazo, da 

expressão de genes lipogênicos (FAS, S14, L-PK e SREBP-1) e 

neoglicogênicos (PEPCK e glicose-6-fosfatase). Dessa forma, contribui para a 

redução dos ácidos graxos e do colesterol, além de diminuir a síntese de 

lipoproteínas. Como consequência, ocorre menor esteatose hepática e 

aumento da sensibilidade do fígado à insulina (MISRA, CHAKRABARTI, 2007; 

ZOU et al., 2004). 

O cloridrato de metformina é droga de primeira linha para o tratamento 

de diabetes mellitus do tipo 2 e vem sendo utilizada no tratamento da SOP 

desde de 1994. As pacientes candidatas à utilização do cloridrato de 

metformina devem apresentar funções hepática e renal normais, e com o 

objetivo de evitar os efeitos colaterais gastrointestinais, a droga deve ser 
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administrada junto às refeições e deve-se iniciar o tratamento com uma dose 

mais baixa e ir aumentando progressivamente (MORAES et al., 2002). 

Atualmente este fármaco vem sendo a principal opção terapêutica no 

tratamento da SOP com associação a contraceptivos, ou não, caso haja 

interesse pela paciente de engravidar. Este fármaco tem como função 

aumentar a captação de glicose pelos tecidos periféricos, sem modificar a 

secreção de insulina ou induzir hipoglicemia, porém seu mecanismo de ação 

fisiológico e molecular ainda não é conclusivo (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 

2010; MILLER; BIRNBAUM, 2010; NIES et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Ação do cloridrato de metformina no metabolismo hepático e 

muscular. 

Fonte: modificado de Zhou et al. (2001) e Angonese, (2011). 

 

Motta et al. (2012) explicam sobre as opções de tratamento para 

mulheres anovulatórias com SOP, e relata que o citrato de clomifeno (CC) 

ainda é a droga de escolha. Este fármaco é um agente não esteróide agonista 
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parcial dos receptores de estrógenos, que estimula aumento de liberação de 

FSH e LH pela hipófise, porém, aumenta a chance de multiparidade em 10% 

com alguns casos de malformações congenitas. Das mulheres que recebem 

este tratamento, cerca de 80% irão responder ao estímulo ovariano com 

clomifeno, mas apenas 50% irão engravidar em até seis meses de tratamento. 

Além disso, em algumas pacientes consideradas resistentes ao clomifeno, 

estas podem se beneficiar da associação com o cloridrato de metformina, 

principalmente em casos de obesidade, hiperinsulinemia e resistência à 

insulina. Nestes casos específicos de interesse em engravidar, salienta-se que 

o cloridrato de metformina não deve ser utilizado como indutor isolado em 

casos de indução a fertilidade (KATSIKI; HATZITOLIOS, 2010; LADSON et al., 

2011; SIEBERT et al., 2006).  

Modelos experimentais foram submetidas ao estro permanente do ciclo 

ovulatório por testosterona na dose de 0,1mL utilizando óleo mineral como 

veículo via subcutânea, e tratadas com cloridrato de metformina na dosagem 

de 50mg/kg durante 6 semanas. Observou-se histomorfometricamente que os 

ovários das ratas tratadas com cloridrato de metformina apresentaram corpos 

lúteos, enquanto que o grupo androgenizado e tratado apenas com placebo 

não apresentou corpos lúteos. Além disso, o cloridrato de metformina auxiliou 

também na redução da degeneração folicular, redução da área de células 

intersticiais e no endométrio reduziu o número de glândulas e eosinófilos por 

área em μm² (MAHAMED et al., 2011). 

Legro et al (2007) analisaram os efeitos do cloridrato de metformina 

isolada (comprimidos 500mg), ou em associação ao citrato de clomifeno 

(comprimidos de 50mg) durante 6 meses, variando de 1 a no máximo 4 

comprimidos ao final do tratamento, em 626 mulheres inférteis com SOP 

aleatoriamente, e concluiu-se que o grupo que recebeu apenas cloridrato de 

metformina apresentou um índice de ovulação significantemente mais baixo 

(21,7%) que o grupo tratado apenas com citrato de clomifeno (39,5%) e a 

associação terapêutica (46%), porém observaram-se complicações da 

administração associada em casos de gravidez múltiplas, enquanto que as 
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demais características de efeitos adversos não foram estatisticamente 

significativas. 

Vanky et al. (2005) explicaram que o cloridrato de metformina atravessa 

livremente a barreira placentária e os fetos são expostos às concentrações 

terapêuticas, porém não foram evidenciados efeitos teratogênicos ou influência 

ao pH sanguíneo da artéria umbilical, o tratamento foi realizado em mulheres 

gestantes com SOP na dosagem de 850mg duas vezes ao dia e as análises 

foram realizadas na oitava semana gestacional, porém Checa et al. (2005) 

relataram a preocupação quanto ao uso do cloridrato de metformina devido a 

ao pequeno número de artigos publicados que tratam da aplicação do cloridrato 

de metformina durante a gestação. 

O cloridrato de metformina tem mostrado resultados controversos em 

algumas pesquisas a nível hepático e renal, por exemplo, algumas crianças 

acometidas pelo diabetes mellitus do tipo 2, clinicamente tratadas com 

cloridrato de metformina na dose de 1,0mg duas vezes ao dia, quando 

comparadas ao grupo placebo, tiveram alterações enzimáticas hepáticas, 

acidose lática ou dores abdominais, porém quando os dados foram analisados 

entre os 82 jovens de 10 a 16 anos de idade, não houve diferença (JONES et 

al., 2002). Já em modelos experimentais, ratos induzidos a esteatose por 

alimentação hipercalórica, e tratados com o cloridrato de metformina na dose 

diária de 250mg/kg durante 4 semanas, apesar de terem reduzido a expressão 

de iNOS (óxido nítrico sintase induzível) e TNF-α (fator de necrose tumoral- 

alfa), não apresentaram melhoras histopatológicas ou na gravidade da 

inflamação hepática dos animais quando comparados aos demais grupos 

experimentais (RASO et al., 2009).  

Existem publicações sobre os efeitos adversos associados ao cloridrato 

de metformina, que incluem relatos de caso de acidose láctica, distúrbios 

gastrointestinais, hipoglicemia, má absorção de vitamina B12 e ácido fólico 

hemolisado. A patogênese da acidose lática associada ao cloridrato de 

metformina não é inteiramente conhecida e geralmente coexiste com alguns 

fatores: insuficiência renal, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), 

disfunção hepática, doença cardiovascular, ou mesmo overdose, cerca de 60g 
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do medicamento. O que resultou na criação de uma série de critérios de 

exclusão para o uso do cloridrato de metformina no diabetes mellitus, como: 

falha renal (níveis de creatinina sérica ≥ 1,5mg/dl), doença cardíaca ou 

pulmonar, com o risco de causar susceptibilidade a hipóxia, acidose láctica, 

história de infecção prévia hepática ou associados ao consumo de álcool. A 

falta desta análise inicial levou a mortalidade de 50 a 80% nos EUA devido a 

não restrição ao uso da droga por estes pacientes (GJEDDE et al., 2003; 

HEANEY; JUNOR, 1997). São necessárias consequentemente, pesquisas que 

analisem os efeitos da administração do cloridrato de metformina a nível 

hepático em doenças como a SOP e resistência a insulina devido às 

controvérsias a nível fisiopatológico hepático nestas doenças, visto que o 

cloridrato de metformina é uma das primeiras linhas de tratamento para estas 

patologias (GUTIERREZ-GROBE et al., 2010; LADSON et al., 2011).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Ação da melatonina. 

Fonte: modificado de Salminen; Hyttinen; Kaarniranta (2011) e Xu; Vanhoutte 

(2012).  
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Melatonina 

 
A melatonina, N-acetil-5-hidroxitriptamina, um hormônio produzido pela 

glândula pineal, tem seu pico no sangue durante a fase escura, e tem como 

principais funções fisiológicas informar sobre os ciclos circadianos organismo, 

além de controlar a função reprodutiva em mamíferos com ciclos reprodutivos 

sazonais e não sazonais (ANISIMOV, 2003; BERGER, 2008; TEIXEIRA, et al., 

2004). 

A pineal foi descrita no século XVII pelo francês René Descartes como 

“o centro da alma”, localizada entre os dois hemisférios cerebrais, é inervada 

pelo sistema nervoso autônomo através do nervi conarii o qual emerge do 

gânglio cervical superior e recebe sinais da medula espinhal. Sua ação é 

ativada através da ligação retino-hipotalâmico e a partir da retina, faz com que 

os núcleos supraquiasmáticos recebam informações sobre a iluminação 

ambiental. O tecido da glândula pineal é altamente vascularizado e constituído 

de células conhecidas como pinealócitos que produzem melatonina e 

peptídeos como a vasopressina, e células da neuroglia, astrócitos do tecido 

nervoso (REITER, 1981). A iluminação ambiental é identificada pela retina, e 

esta informação é enviada para o núcleo supraquiasmático através do nervo 

óptico, passando pelas fibras pré-ganglionares da medula espinhal, gânglio 

cervical superior, nervos simpáticos pós-ganglionares, chegando até a glândula 

pineal. Na condição de escuro constante o ritmo da produção persiste. Já a 

exposição à luz suprime rapidamente a síntese de melatonina (ZHDANOVA; 

WURTMAN, 1997).  

A melatonina não é armazenada no local de síntese e, por conseguinte, 

é segregada diretamente para o líquido cefalorraquidiano e circulação vascular 

(GANGULY et al., 2010; REITER; TAN; FUENTES-BROTO, 2010). A síntese 

de melatonina é produzida em quantidades reduzidas também pela retina, 

corpo ciliar, cérebro, medula espinhal, testículo, ovário, pele, entre outros. A 

melatonina atua sobre os receptores MT1 e MT2 em vários tecidos, que 

permitem transmitir ritmicidade a estruturas que estão do lado de fora da 

barreira hematocefálica. Este hormônio faz com que o início da maturidade 

reprodutiva e efeitos endócrinos gonadais ocorram sob o controle do eixo 
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hipotálamo-hipófisário-gonadal (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT 2010; 

JOCKERS et al., 2008). 

Alguns dos efeitos importantes da melatonina são: atuar como transdutor 

neuroendócrino, integrando os sinais neurais da retina, que depende da 

duração e intensidade da iluminação ambiental, liberando sinais na corrente 

sanguínea de sincronização dos ritmos circadianos. Atuar como neuroprotetor, 

pois as ações antioxidantes da melatonina, tanto na formação de espécies 

reativas de oxigênio, nitrogênio antiexcitatórios e inflamatórios, como na 

inibição de enzimas pró-oxidantes e citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-

alfa e interleucina IL-1 e as enzimas inflamatórias iNOS e COX-2 (CHAHBOUNI 

et al., 2010; KORKMAZ et al., 2009; RODRíGUEZ et al., 2007). Assim, a 

melatonina funciona como um antioxidante de largo espectro na eliminação de 

radicais livres (TAN et al., 2007). 

A pinealectomia experimental induz diminuição da gliconeogênese 

hepática e muscular, bem como aumento na concentração de piruvato 

plasmático. Além disso, infusão de extrato de pineal promove redução 

glicêmica, que envolve aumento na tolerância à glicose e na gliconeogênese 

hepática e muscular, em resposta a uma sobrecarga glicídica (FARIA et al., 

2013; LIMA et al., 1998). Ou seja, a glândula pineal atua na regulação do 

metabolismo de carboidratos, demonstrado em estudos das alterações na 

concentração plasmática da glicose, insulina e glucagon em ratos 

pinealectomizados, sendo verificado uma redução no mRNA do GLUT4, no 

peso do coxim periepididimal, tecido adiposo marrom interescapular e músculo 

solear, sem, entretanto, alterar o conteúdo de mRNA do GLUT4 em músculo 

extensor digital longo. Desta forma conclui-se que há uma regulação tanto 

transcricional como pós-transcricional no gene do GLUT4, que é tecido-

específico (LIMA et al., 1998; SERAPHIM et al., 2000). 

Quando ratas são submetidas à iluminação constante ou 

pinealectomizadas, desenvolvem ovários policísticos. As consequências ao 

tecido uterino apresentam-se por epitélio endometrial bastante hipertrófico, com 

áreas apresentando brotos celulares, o estroma compacto, não edematoso, 

rico em fibras colágenas, e contendo poucas glândulas, as quais na maioria 
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das vezes apresentam áreas de estratificação (MEDEIROS et al., 2003; 

TEIXEIRA et al., 2002).  

Sabe-se que a melatonina está envolvida na fisiologia ovariana, 

incluindo o desenvolvimento folicular, ovulação, oócito, maturação e função 

lútea. Sua deficiência inclusive parece estar envolvida na fisiologia patológica 

da SOP e endometriose. O uso clínico da melatonina nos seres humanos tem 

sido explorado e os resultados abrem novas oportunidades para a gestão de 

várias doenças, aumentando a taxa de fertilização e reduzindo danos oxidativo, 

e SOP, sendo necessárias novas pesquisas na área (TAMURA et al., 2009). 

Além disso, os níveis plasmáticos da melatonina tendem a aumentar durante a 

gestação, atingindo valores elevados no final desse período, sugerindo que 

esse hormônio desempenhe um papel importante na manutenção da gestação 

(BISHNUPURI; HALDAR 2000, 2001; NAKAMURA et al., 2001). 

No ser humano, em primatas e em alguns roedores, como o 

camundongo e o rato, a melatonina apresenta ação antigonadotrófica. Sua 

ação no sistema reprodutor é mediada por receptores no hipotálamo que 

podem alterar a secreção dos pulsos do hormônio liberador das gonadotrofinas 

(GnRH), que, por sua vez, controla a secreção das gonadotrofinas (hormônio 

folículo-estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH), pela hipófise. A 

frequência de liberação do GnRH é de, aproximadamente, um pulso a cada 90 

minutos na fase folicular, e a cada 220 minutos, na fase lútea. Sua liberação 

pode ser modificada pela melatonina, principalmente durante o final da fase 

lútea e o início do período menstrual, com diminuição da frequência dos pulsos, 

o que também repercute na hipófise e nas gônadas (DAIR et al., 2008; 

SOARES-JUNIOR; HOLANDA; BARACAT, 2008). 

Os efeitos oncostáticos e oncoprotetores da melatonina podem estar 

relacionados às suas propriedades bioquímicas e/ou metabólicas e uma série 

de estudos foram realizados a fim de desvendar seu mecanismo de ação. 

Estudos em humanos demonstraram que os níveis de melatonina diminuem 

cerca de 50% em pacientes com tumores primários de mama em expansão, 

enquanto, em pacientes com tumores secundários os níveis são semelhantes 

aos de controles (BARTSCH et al., 1989; SOUSA-NETO; SCALDAFERRI, 
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2005). Estudos de administração de melatonina a pacientes oncológicos 

sugeriram que 20mg/dia de melatonina oral podem amplificar a resposta 

terapêutica ao tamoxifeno em mulheres com câncer de mama metastático e 

induzir a regressão tumoral em pacientes que não respondem ao tamoxifeno 

isoladamente (LISSONI et al., 1999). Apesar dos efeitos oncostáticos e 

oncoprotetores da melatonina serem inquestionáveis, os seus mecanismos de 

ação ainda não estão bem esclarecidos. Há evidências de que ela atue 

diferentemente em tipos distintos de câncer e, apesar da existência de teorias 

consistentes, há necessidade de novos estudos para a comprovação dos 

mecanismos mais importantes em cada caso (LISSONI et al., 1995; SOUSA-

NETO; SCALDAFERRI, 2005). 

Cos; Sánchez-Barceló (2000) propuseram a hipótese de que a 

melatonina exerce ações antiandrogênicas em tumores mamários hormônio-

dependentes. Poisestes tumores foram reduzidos experimentalmente em ratas 

induzidas ao câncer de mama através da utilização de substâncias químicas 

como o 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA) e nitrosometilurea (NMU), na 

dosagem de 20mg administradas via oral em dose única aos 55 dias de vida, e 

tratadas com melatonina adicionada à água de beber durante 9 semanas 

sempre no período da noite, na concentração de 25μg/mL, perfazendo a 

dosagem de 500μg/mL por dia. Estes autores sugerem dois mecanismos 

diferentes para explicar como a melatonina reduz o desenvolvimento do câncer 

de mama ao longo de suas interações com o as vias de sinalização de 

estrógeno, primeiro, com o mecanismo indireto neuroendócrino que inclui a 

regulação pela melatonina do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, e segundo, por 

ação direta a nível celular tumoral, interferindo na ativação dos receptores de 

estrógeno e atuando como um modulador seletivo (Fig. 3) (BLASK et al., 1991; 

LEON-BLANCO et al., 2003; SÁNCHEZ-BARCELÓ; MEDIAVILLA; TUCKER, 

1990). 
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Figura 4: Ação metabólica da melatonina nos sistema fisiológico endócrino. 

Fonte: Modificado de Cos; Sánchez-Barceló, (2006).  

 

A aplicação da luz constante leva consequentemente à deficiência de 

produção de melatonina pela glândula pineal, danos do sistema reprodutor e 

aumento do estresse oxidativo. Em ratos submetidos à luz constante verificou-

se que a peroxidação lipídica foi aumentada e que a reposição pela 

administração de melatonina causou diminuição da peroxidação lipídica, nos 

tecidos estudados, em especial no fígado e no cérebro. Além disso, a aplicação 

de melatonina resultou numa maior atividade da enzima glutationa peroxidase 

(GSH-Px), que tem efeito antioxidante. Deste modo, a melatonina não é 

apenas um combatente de radicais tóxicos diretos, mas também estimula a 

atividade da enzima antioxidante GSH-Px para desintoxicar radicais hidroxílicos 

produzidos por exposição à luz constante (BAYDAŞ et al., 2001; 

HEILIGENBERG et al., 1999). 
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Estudo realizado com luz constante durante a gestação em ratas levou a 

alterações histológicas hepáticas na prole onde foram observadas poucas 

figuras de mitose, além de maior quantidade de células hematopoéticas e 

ausência de ductos bilíferos nos filhotes (OLIVEIRA et al., 2006). Assim, devido 

à importância da atuação da melatonina no sistema reprodutor, além da 

comprovada atividade antioxidante e viabilidade como suplemento 

farmacológico em tratamentos de diferentes doenças é fundamental a análise 

dos possíveis benefícios da complementação do tratamento com cloridrato de 

metformina. 

 

A associação do cloridrato de metformina com a melatonina 

 

Poucos artigos relatam sobre a combinação farmacêutica do cloridrato 

de metformina com a melatonina, seus autores mencionam bons resultados em 

relação à associação farmacológica entre estes compostos. Man’cheva et al. 

(2011) realizaram experimento em que foi induzido o câncer de pele através da 

aplicação do benzopireno diluído em acetona 0,2mL a 0,05% de benzopireno, 

aplicado duas vezes por semana durante 26 semanas em 200 animais. Após a 

indução ao câncer, os animais foram tratados com melatonina via água de 

beber na concentração de 2mg/litro e/ou tratados com cloridrato de metformina 

na dose de 200mg/por litro, os resultados da análise morfológica mostrou que a 

associação dos fármacos cloridrato de metformina e melatonina reduz o 

crescimento tumoral em comparação com as monoterapias, além de reduzir as 

reações de peroxidação lipídica induzida pelo benzopireno. Já Qasim; 

Maulood, (2009), administraram dieta rica em açúcar em seus animais 

experimentais por cinco semanas e tratou-os com cloridrato de metformina nas 

doses de 500mg/L na água de beber, e/ou melatonina na dose de 45mg/Kg na 

dieta. Neste estudo foi feita análise do sangue coletado por punção cardíaca 

quanto à glicose sanguínea e alguns íons e sais. Os resultados demonstraram 

que a associação dos fármacos manteve a hiperglicemia inalterada, enquanto 

foi reduzida fortemente pela melatonina, e ligeiramente pelo cloridrato de 

metformina nas monoterapias. Já os níveis de colesterol total e triglicérides 
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foram reduzidos significativamente pela associação do cloridrato de metformina 

com melatonina quando em comparação ao grupo controle.  

Anisimov et al. (2010) administraram cloridrato de metformina (0,5mg/mL 

na água de beber) e melatonina (2mg/L na água de beber disponível durante a 

noite) em camundongos transgênicos HER2/neu (receptor de câncer de mama 

induzido por ultra-expressão),  para análise de câncer de mama espontâneo, e 

em camundongos não transgênicos submetidos a transposição de carcinomas 

mamários e observaram que a associação dos fármacos aumentou o tempo de 

vida dos animais doentes e inibiu o crescimento dos tumores em ambos os 

grupos experimentais. Desta forma, como pouco se sabe sobre os efeitos da 

associação do cloridrato de metformina e melatonina, sendo ambas as drogas 

foram consideradas benéficas em diversos tratamentos. Além disso, não 

existem relatos da associação do cloridrato de metformina e melatonina para 

tratamento da síndrome dos ovários policísticos. Por isso, são necessários 

estudos a respeito da associação das drogas e seus efeitos sobre o sistema 

reprodutor feminino e o fígado. 
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Resumo 

Objetivos: O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da combinação do cloridrato 

de metformina e melatonina no tratamento da síndrome dos ovários policísticos (SOP) e 

sua ação na melhoria da viabilidade da fertilidade em ratas.  

Materiais e Métodos: Ratas foram induzidas à SOP pela iluminação constante, e 

posteriormente tratadas com cloridrato de metformina (50mg/100g), melatonina 

(200µg/100g) ou a associação destes fármacos durante 10 dias. Foi realizado estudo 

histopatológico, histoquímico e métodos quantitativos dos sítios de implantação, análise 

ultrassonográfica, peso e histologia dos ovários. No plasma, foram identificados os 

níveis de estradiol e progesterona das ratas, bem como o acompanhamento gestacional. 

Resultados: Os tratamentos farmacológicos reduziram o tempo de cópula, aumentaram 

os níveis plasmáticos de progesterona, número e o peso dos filhotes e reduziram os 

níveis plasmáticos de estrógeno e teor de fibras colágenas no útero. 

Conclusões: A associação do cloridrato de metformina com melatonina proporcionaram 

os melhores resultados em comparação aos demais tratamentos chegando a igualar-se 

aos resultados dos animais do grupo controle nos parâmetros analisados, de forma a 

regular o sistema reprodutor, resultando na melhoria da viabilidade da implantação, 

redução do tempo necessário para a prenhez, melhorando a interação blastocisto-

endométrio e desenvolvimento fetal. 

. 

Palavras-chave: Síndrome dos ovários policísticos, Cloridrato de metformina; 

melatonina; reprodução; estradiol; progesterona. 
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Introdução 

Mulheres em idade reprodutiva têm prevalência em torno de 10% para a presença 

da síndrome dos ovários policísticos (SOP), este distúrbio, ainda controverso, possui 

quadro clínico bastante heterogêneo, caracterizado principalmente por amenorreia, 

hiperandrogenismo e/ou hiperandrogenemia e presença pelo exame ultrassonográfico de 

10 ou mais cistos foliculares subcapsulares, caracterizando esta síndrome como uma das 

principais causas de infertilidade feminina [1-3]. Um dos modelos experimentais 

utilizados em pesquisas para a indução à SOP em ratas é a iluminação constante [4-6]. 

O tratamento da SOP varia de acordo com os sintomas apresentados pelas 

pacientes e ocorre principalmente pela administração de antiandrogênios, 

hipoglicemiantes como o cloridrato de metformina, com associação ou não a hormônios 

contraceptivos, já em casos clínicos do distúrbio em pacientes que desejam tratar a 

infertilidade, o cloridrato de metformina é a droga mais utilizada e considerada mais 

segura em comparação com os demais tratamentos [7,8].  

Alguns autores têm associado à patogenese de doenças que causam a infertilidade, 

como a SOP, endometrioses e outras doenças do sistema reprodutor feminino, ao 

estresse oxidativo [9]. Por esta razão, pesquisas têm sugerido a utilização de 

antioxidantes como a melatonina, pela sua comprovação experimental de eficiência no 

aumento da taxa de fertilização e redução dos níveis de colesterol circulatório, entre 

outros benefícios [10,11]. 

A literatura relata que a melatonina é um hormônio que tem como principal 

função informar sobre os ciclos sazonais ao organismo, controlar as ciclicidades e 

funções reprodutivas, além de ser um excelente agente antioxidante de largo espectro. A 

melatonina é produzida pela glândula pineal e seus níveis durante a gestação tendem a 
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aumentar, comprovando sua importância na fisiologia gestacional [10,12,13]. Trabalhos 

recentes propõem a associação do cloridrato de metformina com a melatonina no 

tratamento de diversas patologias, levando à redução do crescimento do tumor de 

Ehrlich e aumento do período de latência do adenocarcinoma mamário in vivo em ratos 

transgênicos; além de obter bons resultados no tratamento de carcinomas de pele 

reduzindo os tumores em número e tamanho, onde a terapia combinada mostrou 

melhores resultados quanto aos níveis de peroxidação lipídica (LPO) em comparação 

com as monoterapias destas drogas em ratas [14-16]. No entanto, não há relatos na 

literatura sobre a associação do cloridrato de metformina e melatonina para o tratamento 

da policistose ovariana e sua viabilidade na melhoria da implantação. Assim, propôs-se 

testar a hipótese de que a melatonina pode melhorar o desempenho do fármaco 

cloridrato de metformina em modelos experimentais induzidos a ovários policísticos, 

por meio da iluminação constante, melhorando a viabilidade conceptiva. Dessa forma, 

analisou-se o tempo de acasalamento, os ovários, sítios de implantação, níveis 

plasmáticos de estradiol e progesterona, bem como o período gestacional para 

identificação morfológica de possíveis malformações fetais, aferição de peso e 

quantificação dos filhotes. 

 

Materiais e Métodos 

Instalação do Bioensaio 

O experimento foi realizado no Laboratório de Histologia do Departamento de 

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

utilizadas 50 ratas albinas Rattus norvegicus albinus da linhagem Wistar com 90 dias de 

idade, pesando em torno de 200±30g, procedentes do Biotério do mesmo Departamento. 
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As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentação e água “ad libitum”, na 

temperatura de 22±1ºC e iluminação artificial que estabeleceram o fotoperíodo de 12 

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

Após um período de adaptação, foram coletados esfregaços vaginais para a 

determinação do ciclo estral. As ratas que apresentaram três ciclos estrais regulares 

foram separadas, ao acaso, em cinco grupos constituídos por 10 fêmeas cada, sendo 

cinco para fins de análise histológica dos sítios de implantação e ovários; níveis 

plasmáticos de estradiol e progesterona ao sétimo dia de gestação e as demais ratas para 

acompanhamento gestacional e identificação morfológica de possíveis malformações 

fetais, aferição de peso e quantificação dos filhotes. O procedimento experimental foi 

aprovado pela Comissão de Ética institucional, sob número de protocolo 

23081.009130/2010. 

 

Grupo I - ratas sem indução da policistose ovariana mantidas em ciclo claro/escuro de 

12/12 horas por 100 dias e acasaladas em seguida (controle); 

Grupo II - ratas induzidas a policistose ovariana e acasaladas em seguida (SOP + 

Placebo); 

Grupo III - ratas induzidas a policistose ovariana e tratadas com melatonina por 10 dias 

e acasaladas em seguida (SOP + Mel); 

Grupo IV - ratas induzidas a policistose ovariana e tratadas com cloridrato de 

metformina por 10 dias e acasaladas em seguida (SOP + Met);  

Grupo V - ratas induzidas a policistose ovariana tratadas com melatonina e cloridrato de 

metformina por 10 dias e acasaladas em seguida (SOP + Mel + Met) . 
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Indução à Síndrome dos Ovários Policísticos 

Para indução da SOP, as ratas dos grupos II, III, IV e V foram submetidas a 

estímulo luminoso constante, que foi alcançado utilizando-se uma caixa de madeira com 

área 0,5m³, com frestas para permitir a ventilação, contendo duas lâmpadas 

fluorescentes, marca PHILLIPS, de 40W, as quais forneceram luminosidade adequada e 

suficiente, em torno de 500lux. Estas lâmpadas permaneceram acesas ininterruptamente 

por um período de 100 dias, tempo suficiente para o desenvolvimento das características 

clínicas da SOP [17-19]. A confirmação da SOP foi realizada mediante observações em 

ultrassonografias.  

 

Ultrassonografia 

As análises ultrassonográficas foram realizadas no Departamento de Medicina 

Veterinária da UFRPE. As imagens foram capturadas em duplo cego antes e após 

tratamento das ratas, através da utilização da máquina de ultrassom da marca ESAOTE/ 

Modelo MyLab™ 30 GOLD com transdutor linear de frequência 10MHz. Para tanto, as 

ratas foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina 

(6mg/kg), por via intramuscular e imobilização manual. O abdômen da rata foi 

umedecido com álcool 70%, em seguida, identificou-se o tamanho dos ovários 

tomando-se como referencia a posição caudal aos rins e a hipoecogêneidade do ovário. 

 

Tratamento com Cloridrato de Metformina 

O cloridrato de metformina foi administrado após a indução à SOP, via gavagem, 

na dosagem de 50mg/100g de peso corporal do animal, diluído em 0,5mL de água 

destilada segundo a metodologia de Elia et al. [20], durante dez dias consecutivos.  
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Tratamento com Melatonina 

A melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi administrada após a indução à 

SOP, na dose de 200 μg/100g de peso corporal do animal, por meio de injeções 

subcutâneas no início da noite (18:00). A melatonina foi dissolvida em um volume de 

etanol (0,02mL) e diluída em 0,2mL de cloreto de sódio a 0,9% (NaCl) nas ratas do 

grupo III e do grupo V, de acordo com a metodologia proposta por Prata-Lima et al. 

[17] durante dez dias consecutivos.  

 

Acasalamento dos animais e confirmação de copula 

Após 100 dias de experimento e respectivos tratamentos, as fêmeas foram 

acasaladas na proporção de um macho para duas fêmeas, diariamente, no início da noite 

(18:00h). Na manhã (06:00h) do dia seguinte, foram realizados exames colpocitológicos 

para a confirmação do acasalamento, tomando-se como parâmetro a presença de 

espermatozoides nos esfregaços, sendo este dia considerado o primeiro dia gestacional. 

Para a coleta dos esfregaços vaginais, foram utilizadas hastes munidas, nas 

extremidades, com chumaços de algodão umedecidos em solução salina. Logo após a 

coleta do material, as células foram transferidas para lâminas histológicas, através de 

movimentos rotatórios da haste. Essas lâminas foram imediatamente mergulhadas em 

uma solução de álcool-éter, em partes iguais, e a seguir, foram coradas pelo método 

Shorr-Harris. 
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Coleta de sangue para dosagem dos níveis plasmáticos de estradiol e progesterona 

As ratas foram imobilizadas em caixas de madeira e o sangue foi coletado por 

punção da veia caudal lateral com uso de cateter (24G) ao sétimo dia de gestação. Após 

centrifugação refrigerada, os plasmas foram acondicionados em microtubos de 1,5mL e 

congelados a -20°C até o momento das dosagens [17,21,22]. Os níveis plasmáticos do 

estradiol e progesterona foram dosados utilizando-se o método Enzyme Linked 

Immunosorbet Assay (ELISA), através de KIT's comerciais (ADI 900-100 lot 

n.:05121109) e (ADI 900-011 lot n.: 10191116B), respectivamente, ambos da marca 

Enzo LifeSciencePRO. Todas as dosagens foram realizadas em duplicata.  

 

Histologia e morfometria das fibras colágenas uterinas 

Ao sétimo dia gestacional as fêmeas de todos os grupos foram anestesiadas com 

hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina (6mg/kg), por via intramuscular. 

Foram coletados os cornos uterinos contendo os sítios de implantação e os ovários. Os 

ovários foram pesados em balança analítica e os sítios de implantação quantificados 

com auxílio de uma lupa. Em seguida todas as amostras foram mergulhadas 

imediatamente em formaldeído a 10% tamponado, permanecendo no mesmo por 24 

horas. Posteriormente os materiais foram processados para inclusão em parafina e os 

cortes submetidos à técnica de coloração pela Hematoxilina - Eosina (H. E.) e os sítios 

de implantação corados pelo sírius-red e contracorado pelo fast-green (RG). Em 

conseguinte as lâminas foram analisadas em microscópio de luz, da marca OLYMPUS 

BX-49 e fotografadas em fotomicroscópio OLYMPUS BX-50 para análise 

histopatológica. Para quantificação das alterações em pixels do material corado pelo RG 
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foi utilizado o Gimp2.6 software (GNU Image Manipulation Program,UNIX platforms) 

e os resultados contabilizados foram submetidos ao teste estatístico. 

 

Monitoramento da cópula 

As ratas foram monitoradas para determinação do tempo de acasalamento. 

Quando o acasalamento foi confirmado, as ratas foram acompanhadas e pesadas 

diariamente até o 21º dia de gestação, ou seja, até o nascimento dos filhotes, para 

identificar possíveis abortos ou perda de peso, além de quantificação dos filhotes, 

aferição do peso com auxílio da balança analítica e analise macroscópica dos neonatos 

quanto à presença de malformação visível na cabeça, tronco ou membros. 

 

Analise estatística 

Os dados foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando 

necessário, as médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, a um 

intervalo de 95% de significância.  

 

 

Resultados 

Ovários 

A análise estatística das dimensões ovarianas nas ultrassonografias mostrou 

aumento significativo nas fêmeas de todos os grupos que foram induzidas a SOP. 

Entretanto, verificaram-se após tratamento redução significativa destas dimensões nas 

ratas tratadas com melatonina, cloridrato de metformina e associação desses fármacos 

(Figuras 1 e 2) (Tabela 1). 
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Acompanhamento do peso das ratas durante o tratamento e gestação 

Estatisticamente não houve diferença significativa entre as ratas quanto à 

aferição do peso durante o tratamento, porém, durante a gestação, as ratas do grupo SOP 

+ Placebo apresentaram menor ganho de peso, diferindo dos grupos controle e SOP + 

Mel (Tabela 1). 

 

Análise do peso dos ovários 

Os tratamentos com os fármacos melatonina e associação deste com cloridrato de 

metformina promoveram nas ratas menores pesos dos ovários em relação aos ovários 

das ratas do grupo SOP + Placebo, porém nenhum dos tratamentos apresentou valores 

similares aos observados nas ratas do grupo controle (Tabela 1). 

 

Tempo de cópula, análise da fertilidade das matrizes e avaliação da prole 

O número de dias necessários para confirmação da cópula (TC) foi 

significativamente maior no grupo SOP + Placebo. Além disso, apenas 30% das fêmeas 

deste grupo viabilizaram a cópula. Por sua vez a reposição com melatonina não induziu 

diferenças significativa em relação aos grupos controle e grupo SOP + Placebo. Por 

outro lado, os tratamentos com cloridrato de metformina e a associação dos fármacos 

reduziram significativamente o tempo de acasalamento (Tabela 1). O grupo SOP + 

Placebo apresentou redução estatisticamente significativa do número de sítios de 

implantação e de filhotes a termo (Tabela 1). Não foram observados vestígios de 

reabsorção nos cornos uterinos ao sétimo dia de gestação em todos os grupos 

experimentais. Do mesmo modo, não houve natimortos ou identificação morfológica de 
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malformações na prole, porém foi observado menor peso dos filhotes no grupo SOP + 

Placebo (Tabela 1). 

 

Níveis de estradiol e progesterona 

As dosagens de estradiol no plasma das ratas que foram induzidas a SOP e 

receberam apenas placebo durante os dias de tratamento, foram estatisticamente maiores 

que os valores observados nos demais grupos experimentais. Em relação ao hormônio 

progesterona, os grupos SOP + Mel, SOP + Met e SOP + Mel + Met apresentaram as 

maiores médias em relação aos grupos controle e SOP + Placebo, sendo mais expressiva 

neste último grupo (Tabela 1). 

 

Análise histológica e histoquímica 

Os sítios de implantação das ratas de todos os grupos experimentais apresentaram-

se bem preservados, totalmente inseridos na parede do útero (Figura 3A). 

Histologicamente esses sítios mostraram-se constituídos por trofoblastos, alguns com 

atividade mitótica, citotrofoblastos poliplóides e rica vascularização (Figura 3A). Os 

ovários das ratas do grupo controle revelaram presença de corpos lúteos característicos, 

com células luteínicas bem preservadas, além da presença de folículos em diferentes 

estágios de desenvolvimento (Figura 3B). Entretanto nas ratas do grupo SOP + Placebo, 

muitos folículos mostraram-se atrésicos, com presença discreta de corpos lúteos 

(Figuras 3C a 3F). Os grupos experimentais que receberam tratamento com cloridrato 

de metformina ou associação dos fármacos apresentaram características histológicas 

semelhantes ao grupo controle. 
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Em relação à presença de fibras colágenas no útero das ratas do grupo induzido a 

SOP e tratado apenas com placebo mostrou maior intensidade pelo corante picro-sirius 

em relação aos demais grupos. Entretanto, a associação de cloridrato de metformina e 

melatonina apresentou maior redução da marcação para colágeno, porém não diferindo 

estatisticamente do grupo controle (Figura 4).  

 

Discussão 

As ratas induzidas a SOP + Placebo apresentaram menor ganho de peso durante a 

gestação, este resultado complementa-se a redução do número de sítio de implantação 

verificada nas ratas deste mesmo grupo, tendo como consequência reduzido número de 

filhotes, já que quanto maior o número de implantações, maior o ganho de peso. Além 

disso, neste grupo foi observado pela análise histoquímica aumento no teor de fibras 

colágenas nos cornos uterinos, o que pode ter dificultado a interação endométrio-

blastocisto. Por outro lado, as ratas que receberam tratamentos com os fármacos, 

associados ou não, apresentaram número de sítios de implantação e de filhotes, bem 

como peso dos filhotes semelhantes ao grupo controle. Entretanto, com relação ao teor 

de fibras colágenas apesar de os tratamentos farmacológicos terem reduzido os teores de 

fibras colágenas, somente o grupo com associação apresentou valores semelhantes ao 

controle. 

Endocrinologicamente os valores plasmáticos de progesterona foram maiores nos 

grupos em que as ratas foram tratadas com os fármacos associados ou não, sendo mais 

expressivo na associação, sugerindo um efeito sinérgico destes sobre a liberação de 

progesterona. Este fato pode ter ocorrido possivelmente devido às funções da 

melatonina em proteger as células da granulosa, as quais são precursoras do corpo lúteo 
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produtor de progesterona, quando administrada via oral 100µg/100g peso por 60 dias 

em ratas [23]. Além de ter efeito antioxidante nos folículos em humanos em 

experimento de incubação celular e regularem os receptores de progesterona na 

concentração de 100mg/mL [24]. Da mesma forma, a metformina administrada na dose 

de 500mg/dia durante 35 dias promoveu aumento plasmático da progesterona em 90% 

das mulheres submetidas ao tratamento da SOP, as quais voltaram a ovular rapidamente 

[25,26]. Em cultura de células foi demonstrado que o cloridrato de metformina promove 

o restabelecimento dos receptores de progesterona e melhoria de seus marcadores 

genéticos [27]. Desta maneira, é justificada a ocorrência de valores aumentados de 

progesterona quando associados o cloridrato de metformina à melatonina comprovando 

sinergismo de seus efeitos. 

Os níveis de estrógeno nas ratas do grupo SOP + Placebo apresentaram-se 

elevados. Isto ocorreu provavelmente porque a reação fisiológica em indivíduos com 

essa síndrome possui irregularidades na produção desse hormônio, além disso, o não 

tratamento da síndrome pode levar a conversão de androgênios a hormônios estrógenos, 

podendo ocasionar em alguns casos, câncer endometrial pelo excesso de estrógeno, bem 

como proporcionar o aumento do estresse oxidativo e consequente aumento na ativação 

de citocinas no organismo e fibromas no útero [28, 29]. Este aumento hormonal justifica 

também o aumento no teor de fibras colágenas no útero das ratas dos grupos SOP + 

Placebo, pois segundo Batista et al. [30], as células responsáveis pela síntese das fibras 

colágenas, os fibroblastos, são estrógeno dependentes, e aumentam sua síntese em 

situações de elevados níveis estrogênicos. Desta forma, a recuperação dos níveis 

plasmáticos de estrógenos, a valores similares ao controle, nas fêmeas tratadas com os 

fármacos associados ou não, promoveu redução significativa no teor dessas fibras, 
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principalmente no grupo SOP + Mel + Met. Além disso, o restabelecimento dos níveis 

estrogênicos a valores semelhantes ao controle no grupo SOP + Mel + Met 

proporcionou a redução do período necessário para prenhez quando comparado ao 

grupo SOP + Placebo que apresentaram um período mais longo. Isto pode ser explicado 

devido ao fato de que quando ratas são submetidas à iluminação constante para indução 

da SOP, apresentam quebra da ciclicidade estral, estabelecendo um quadro de estro 

permanente com elevados níveis de estrógeno, necessitando de um período maior para a 

retomada da ciclicidade após interrupção do estímulo luminoso [19]. 

O tratamento com os fármacos, associados ou não, levaram a uma redução nas 

dimensões ovarianas e também à redução do peso dos ovários, apesar de não terem 

alcançado valores semelhantes ao grupo sem SOP. Apesar disso, dentre os tratamentos, 

apenas as ratas que receberam cloridrato de metformina permaneceram com as médias 

do peso semelhante ao peso do ovário das ratas do grupo induzido à SOP que recebeu 

apenas placebo. Provavelmente esses achados estão relacionados à atuação de forma 

indireta do cloridrato de metformina nas células ovarianas. Pois, a melatonina é 

conhecida por atuar diretamente neste tecido através de seus receptores, além de estar 

envolvida na regulação do eixo hipotalâmico inibindo a liberação de hormônios como o 

folículo estimulante. A melatonina possui efeitos anti-inflamatórios, antitóxicos, contra 

radicais livres e reduz citocinas, intensificando a proteção e auxiliando na redução dos 

cistos da síndrome [17,31]. Outra função da melatonina é regular o hormônio liberador 

da gonadotrofina (GnRH) através de seus receptores MT1 e MT2 que são membros dos 

receptores acoplados a proteína G 7-transmembranase nas células granulosas luteínicas, 

atuando na inibição da expressão dos receptores de GnRH e promovendo a preservação 

do corpo lúteo, consequente aumento da produção de progesterona e redução dos cistos 
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foliculares [32,33]. Já a cinética do cloridrato de metformina, tem característica de atuar 

nas células secretoras da teca ovariana através da ativação da enzima AMPK 

(Adenosina monofosfato ativado pela proteína quinase), enzima que atua nos ovários 

promovendo a inibição da atividade da CYP17 (enzima 17-α hidroxilase-17,20-liase), 

resultando na diminuição da conversão de andrógenos, estabilizando a produção de 

hormônios esteroides, além de promover o aumento de produção de progesterona [34-

36]. Assim, observou-se melhoria mais significativa do grupo com SOP + Mel bem 

como do grupo tratado com a associação dos fármacos, mostrando que a associação 

destas drogas melhora o estado fisiológico hormonal das ratas, quando comparadas às 

ratas do grupo que recebeu apenas cloridrato de metformina. 

Concluiu-se que a combinação farmacológica proposta é viável pela retomada da 

ciclicidade, redução dos níveis plasmáticos de estrógeno a níveis normais, levando a 

redução no teor de fibras colágenas no endométrio e promovendo aumento significativo 

de progesterona, resultando na viabilidade da implantação, redução do tempo de cópula, 

melhoria da interação blastocisto-endométrio proporcionando melhor desenvolvimento 

fetal. 
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Tabela 1: 
1
Médias dos dados experimentais das ratas submetidas ao modelo 

experimental de síndrome dos ovários policísticos.  

Medida do diâmetro do ovário por ultrassonografia após indução da SOP (USa), medida 

do diâmetro do ovário após o tratamento (USd), peso das ratas durante o tratamento 

(PT), número de dias necessários para confirmação da cópula (TC), peso das ratas 

durante a gestação (PG), Ganho de peso durante a gestação (Gp), Número de sítios de 

implantação (SI), peso dos ovários (PO), níveis plasmáticos de estradiol (E) e 

progesterona (Prog) ao sétimo dia de prenhez, número de filhotes (Nº de filhotes) e peso 

dos filhotes (peso filhotes).  

Grupos I II III IV V Fp 

USa(cm²) 0,080,01a 0,460,10b 0,570,12b 0,650,17b 0,520,13b 12,530,001 

USd(cm²) 0,110,02a 0,360,04b 0,240,05a 0,260,19a 0,270,86a 22,940,001 

PT(g) 228,8022,12a 240,7617,67a 229,8017,56a 226,8612,65a 226,8612,65a 0,40750,8011 

PG(g) 245,8814,16a 255,1720,21a 242,9115,75a 237,2227,74a 244,3724,75a 0,47240,7554 

TC(dias) 2,82,49a 11,43,84b 7,81,09ab 3,22,58a 3,83,83a 7,9010,0005 

Gp(g) 122,619,56a 62,815,75b 110,820,43a 98,625,33ab 98,221,56ab 3,93680,0162 

SI 10,00,77a 5,61,03b 8,41,51a 8,01,22a 10,21,64a 2,9947 0,0449 

PO (g) 0,050,014a 0,130,023b 0,090,006c 0,090,020bc 0,100,026c  9,7870,0001 

E (pg/mL) 469,7621,19a 565,0829,91b 509,7521,20a 472,2418,91a 487,8517,11a 15,7520,0001 

Prog.(pg/mL) 536,146,42a 448,932,67b 563,405,06c 564,242,74c 581,239,32d 22,5110,0329 

Nº de filhotes 10,80,44a 2,63,57b 10,41,94a  9,20,44a 9,81,30a 15.17110,001 

Peso filhotes(g) 6,961,05a 5,700,65b 6,490,74a 6,440,74a 6,661,12a 5,5320,001 

1
Médias seguidas pela mesma letra nos parâmetros analisados não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05) 
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Figura 1: Imagens ultrassonográficas das dimensões dos ovários realizadas antes do 

tratamento dos grupos experimentais. (A) Grupo I: 0,30 x 0,33cm. (B) Grupo II: 0,59 x 

0,85. (C) Grupo III: 0,54 x 0,75cm. (D) Grupo IV: 0,79 x 0,86cm. (E) Grupo V: 0,50 x 

0,78cm). 
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Figura 2: Imagens ultrassonográficas das dimensões dos ovários realizadas após o 

tratamento dos grupos experimentais. (A) Grupo I: 0,26 x 0,41cm. (B) Grupo II: 0,49 x 

0,81. (C) Grupo III: 0,20 x 0,34cm. (D) Grupo IV: 0,54 x 0,82cm. (E) Grupo V: 0,51 x 

0,77cm). 
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Figura 3: (A) Sítio de implantação (*) de ratas do grupo controle. H.E. ± 107X. Em 

detalhe trofoblasto em mitose (seta). H.E ±428X. (B) Ovário de rata do grupo controle 

com vários corpos lúteos (CL). H.E. ± 107X. (C) Ovário de rata do grupo SOP + 

Placebo, presença de corpos atrésicos (ca) mais evidentes, menor identificação de 

corpos lúteos. H.E. ± 107X. (D) Ovário de rata do grupo SOP + Mel. H.E. ± 107X.  (E) 

Ovário de rata do grupo SOP + Met. H.E. ± 107X, e (F) Ovário de rata do grupo SOP + 

Mel + Met, observar presença de vários corpos lúteos. H.E. ±107X. 
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Figura 4: Quantificação de colágeno nos sítios de implantação, A) Grupo I, (controle) 

não induzido à SOP, observar baixos valores de fibras colágenas. B) Grupo II induzido 

à SOP + placebo, apresentando maiores valores de fibras colágenas. C) Grupo III 

induzido à SOP + melatonina, e D) Grupo IV induzido à SOP + met. Verificar que os 

grupos III e IV mostraram redução dos valores de fibras colágenas quando comparados 

ao grupo II. E) Grupo V, induzido à SOP + Mel + Met, notar níveis semelhantes de 

fibras colágenas em relação ao grupo controle. (Barras sob letras iguais não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).
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RESUMO 

Recentemente tem-se observado que mulheres com síndrome dos ovários 

policísticos (SOP) apresentam grande prevalência de alterações no fígado como doença 

hepática gordurosa não alcoólica, esteatose, fibrose, alterações enzimáticas e aumento 

do estresse oxidativo, elevando a preocupação dos médicos. O cloridrato de metformina 

é considerado a melhor opção terapêutica em pacientes inférteis e durante a gestação 

por não ser teratógeno, não levar a hipoglicemia e reduzir riscos cardiovasculares e de 

hipercolesterolemia. Por sua vez, a melatonina tem sido reportada pelos seus efeitos 

reguladores cíclicos/sazonais do sistema reprodutor, além de sua ação antioxidante e 

hepático protetora. Assim, avaliou-se o efeito da associação do cloridrato de metformina 

e melatonina sobre estresse oxidativo, alterações bioquímicas e histopatologia hepática 

em ratas induzidas a SOP, pela iluminação constante. Os resultados revelaram que as 

ratas induzidas a SOP, apresentaram processos característicos de inflamação hepática a 

níveis plasmáticos e teciduais. Entretanto, os tratamentos com cloridrato de metformina 

e melatonina reduziram esses efeitos, porém a associação dos fármacos mostrou-se mais 

eficiente na redução dos níveis plasmáticos da enzima hepática alanina transaminase, do 

óxido nítrico e da glutationa total, levando a resultados significativamente semelhantes 

aos animais do grupo controle, também foram observadas semelhanças quanto ao 

conteúdo hepático de polissacarídeos, e aos de citocinas pró-inflamatórias. Assim, o 

presente estudo mostrou que o tratamento com associação dos fármacos atua de forma 

mais eficaz contra a toxicidade hepática produzida pela SOP experimental, favorecendo 

uma normalização dos parâmetros bioquímicos, e durante a gestação, a redução do 

estresse oxidativo quando comparada às monoterapias destas drogas. Entretanto a 
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importância clínica e fisiológica de tal associação exige mais esclarecimentos, 

principalmente sobre possíveis efeitos colaterais na prole. 

 

Palavras-chave: Cloridrato de metformina, Melatonina, Síndrome dos ovários 

policísticos, fígado, estresse oxidativo, rata, imunohistoquímica. 
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1. Introdução  

 

A síndrome dos ovários policísticos (SOP) é uma desordem endócrina 

ginecológica que leva a alterações como anormalidades menstruais, androgenismo e 

infertilidade, de comum ocorrência em mulheres na idade reprodutiva. Recentemente 

tem-se observado que mulheres com essa síndrome apresentam grande prevalência de 

alterações no fígado como doença hepática gordurosa não alcoólica, esteatose, fibrose e 

alterações enzimáticas, aumentando a preocupação dos médicos quanto às patologias 

hepáticas presentes nestas pacientes. Desta forma, ao diagnosticar a SOP, sugere-se que 

sejam realizados testes diagnósticos a nível hepático, independente de presença de 

obesidade ou sobrepeso nas pacientes [1-3]. 

As causas destas co-morbidades que afetam a função hepática e reprodutiva não 

estão definidas, mas existem sugestões de interferência pelos androgênios, pela 

resistência a insulina e pela interferência da peroxidação lipídica, neste último caso, 

envolvendo o aumento do estresse oxidativo, o qual vem ganhando atenção cada vez 

maior devido ao estilo de vida das mulheres modernas na atualidade [3-6]. Por este 

motivo diversas pesquisas têm utilizado antioxidantes como a melatonina para tratar ou 

suplementar a farmacocinética, pois, várias pesquisas têm associado o estresse oxidativo 

à patogênese de doenças do sistema reprodutor feminino que causam a infertilidade, 

endometriose e SOP [7-9]. 

Um dos modelos experimentais utilizados em pesquisas é a indução da SOP em 

ratas através da iluminação constante [10-12]. Este modelo induz às características 

dessa síndrome após um período aproximado de 90 dias ou 13 semanas de submissão à 

luz ininterrupta, ocasionando quadros de estro constante, aumento do número e 
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diâmetro dos cistos ovarianos, espessamento da túnica albugínea, escassos folículos 

primários e folículos em crescimento e numerosos folículos atrésicos em ratas [13,14].  

A aplicação da luz constante leva a deficiência de produção de melatonina pela 

glândula pineal, danos do sistema reprodutor e aumento do estresse oxidativo. Em ratos 

submetidos à luz constante verificou-se que a peroxidação lipídica foi aumentada e que 

a reposição pela administração de melatonina causou diminuição da peroxidação 

lipídica nos tecidos estudados, em especial no fígado e no cérebro. No fígado, a 

melatonina reduziu os níveis de expressão da iNOS em ratos com disfunção metabólica 

[15] e inibiu a ativação do fator nuclear Kappa B (NF-κB) e estresse oxidativo em 

modelo de injúria hepática em ratos [16,17]. Além disso, a aplicação de melatonina 

resultou numa maior atividade da enzima redutora glutationa peroxidase (GSH-Px), que 

tem efeito antioxidante [9,18]. 

Em casos de mulheres com SOP que desejam tratar a infertilidade visando uma 

gravidez, a droga mais utilizada e que apresenta maior segurança e sem riscos 

teratogênicos é o cloridrato de metformina [19,20], apesar de artigos revelarem que seus 

efeitos podem resultar em elevação nos níveis de piruvato, lactato e redução dos níveis 

de ATP intracelular [20,21], outros artigos afirmam efeito benéfico a nível hepático 

reduzindo, por exemplo, os índices de TNF-α, além disso, o número de trabalhos 

publicados com pacientes gestantes tratadas com cloridrato de metformina para SOP é 

escasso [19,20,22]. Estudos recentes têm analisado a associação do cloridrato de 

metformina com melatonina em tratamentos oncológicos de inibição de câncer de pele e 

inibição de peroxidação lipídica [23,24] e na redução do crescimento do tumor de 

Ehrlich em camundongos machos [25]. Porém, não há estudos quanto aos efeitos do 

tratamento associativo do cloridrato de metformina e melatonina sobre o fígado e 
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estresse oxidativo em ratas prenhes em modelos experimentais de indução a SOP. 

Assim, diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da associação do 

cloridrato de metformina e melatonina sobre estresse oxidativo, antes e durante a 

gestação, e analisar bioquimicamente e histopatologicamente o fígado após tratamento 

para SOP em ratas. 

 

2. Material e métodos 

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Histologia do Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no 

Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães (Fiocruz) e Centro de Tecnologias Estratégicas 

do Nordeste (CETENE). 

 

2.1 Instalação do experimento e utilização de Animais 

 

Foram utilizadas 75 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de 

idade, virgens, pesando 200 ± 30g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE. 

As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentação e água “ad libitum”, na 

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

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

Após um período de adaptação, as ratas que apresentaram três ciclos estrais regulares 

foram distribuídas em cinco grupos. O protocolo experimental foi aprovado pela 

Comissão de Ética institucional, de nº. 23081.009130/2010. 
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Grupo I - ratas sem indução da policistose ovariana mantidas em ciclo claro/escuro de 

12/12 horas por 100 dias e acasaladas em seguida; 

Grupo II - ratas induzidas a policistose ovariana e acasaladas em seguida; 

Grupo III - ratas induzidas a policistose ovariana, tratadas com melatonina e 

acasaladas em seguida; 

Grupo IV - ratas induzidas a policistose ovariana, tratadas com cloridrato de 

metformina e acasaladas em seguida; 

Grupo V - ratas induzidas a policistose ovariana, tratadas com cloridrato de 

metformina e melatonina e acasaladas em seguida. 

 

2.2 Modelo de indução à Síndrome dos ovários policísticos 

 

Para induzir a SOP, as ratas dos grupos II, III, IV e V foram submetidas ao 

estímulo luminoso constante, que foi alcançado utilizando-se uma caixa de madeira com 

área 0,5m³, com frestas para permitir a ventilação, contendo duas lâmpadas 

fluorescentes, marca PHILLIPS, de 40W, as quais forneceram luminosidade adequada e 

suficiente, em torno de 500lux. Estas lâmpadas permaneceram acesas ininterruptamente 

por um período de 100 dias, tempo suficiente para o desenvolvimento de ovários 

policísticos [10-14]. 

 

2.3 Tratamento com Cloridrato de Metformina 

O cloridrato de metformina foi administrado por gavagem na dosagem de 

50mg/100g diluído em 0,05mL de água destilada segundo a metodologia de Elia et al. 

(2006) [26], durante dez dias consecutivos nas ratas dos grupos IV e V. 
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2.4 Tratamento com Melatonina 

 

O tratamento com melatonina foi realizado de acordo com a metodologia proposta 

por Prata-Lima et al. (2008) [14] nas ratas dos grupos III e V. A melatonina foi 

proveniente da Sigma, St. Louis, MO, USA e administrada na dose de 200μg de 

melatonina por 100g de peso corporal do animal por meio de injeções subcutâneas no 

início da noite (18:00). A melatonina foi dissolvida em um volume de etanol (0,02mL) e 

diluída em 0,9% NaCl.  

 

 

2.5 Acasalamento dos animais e diagnóstico da prenhez 

 

Após respectivos tratamentos, as fêmeas foram pesadas e permitidas ao 

acasalamento na proporção de um macho para duas fêmeas, diariamente, sempre no 

início da noite (18:00h). Na manhã (06:00h) do dia seguinte, foram realizados exames 

colpocitológicos para a confirmação do acasalamento, tomando-se como parâmetro à 

presença de espermatozoides nos esfregaços, sendo este dia considerado o primeiro dia 

gestacional. Para a coleta dos esfregaços vaginais, foram utilizadas hastes munidas, nas 

extremidades, com chumaços de algodão umedecido em solução salina. Logo após a 

coleta do material, as células foram transferidas para lâminas histológicas, através de 

movimentos rotatórios da haste. Essas lâminas foram imediatamente mergulhadas em 

uma solução de álcool-éter, em partes iguais, e a seguir, foram coradas pelo método 

Shorr-Harris. 
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2.6 Coleta das amostras de sangue  

 

As amostras para análise de óxido nítrico e glutationa total foram coletadas antes 

do início dos tratamentos, após o término dos tratamentos e no 7º, 14
o
 e 21

o
 dias de 

gestação, correspondendo ao terço inicial, médio e final da gestação, respectivamente. 

Para análise bioquímica as amostras foram coletadas após tratamentos com os fármacos. 

Para isso as ratas foram imobilizadas em caixas de madeira e o sangue foi coletado por 

punção da veia caudal lateral com uso de cateter (24G). Após centrifugação refrigerada, 

o plasma foi acondicionado em microtubos, sempre em duplicata, e congelado a -20°C 

até o momento das dosagens [27,28]. 

 

2.7 Análise plasmática de glutationa total 

 

O plasma foi diluído com a utilização de ácido metafosfórico a 5%, centrifugado 

em centrífuga resfriada com rotação de 12000 x g durante 12 minutos e o sobrenadante 

foi acondicionado em freezer -80ºC até o momento da quantificação utilizando-se o 

método Enzyme Linked Immunosorbet Assay (ELISA), através do protocolo 

disponibilizado pelo KIT comercial (Enzo- life Science Catalog # ADI-900-160). Todas 

as dosagens foram realizadas em triplicata sendo cada placa, utilizando a absorbância de 

405nm de acordo com as recomendações do kit. 

 

2.8 Análise plasmática de óxido nítrico 

A dosagem de óxido nítrico (NO) no plasma das ratas foi determinada pela 

concentração de íons nitrito (NO2
-
), utilizando o reagente de Griess [29]. Para isto, 50 
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μL de plasma por animal foi adicionado a 100μL de sulfanilamida (1%) em ácido 

fosfórico (5%), sendo utilizadas cinco repetições por tratamento. As concentrações de 

ON2
-
 foram obtidas após cinco minutos de incubação à temperatura ambiente da mistura 

de 50μL de cada amostra (plasma/sulfanilamida) e 50μL de NEED (N-(1-

Naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride) a 0,1% [30]. Absorbância foi lida usando 

uma leitora de microplacas ELx800TM (Biotek Instruments Inc.) em 562 nm utilizando 

o programa Gen5 ELISA (Biotek
®

). A curva padrão foi realizada com concentrações 

crescentes de nitrito de sódio. A quantidade de nitrito nas amostras foi correlacionada 

com valores de absorbância obtidos a partir da curva padrão. 

 

2.9 Análises plasmáticas bioquímicas 

 

As dosagens bioquímicas foram realizadas por meio de kit’s da Roche (Roche, 

Mannheim, Germany), após os tratamentos para análise de aspartato transaminase 

(AST) - (Cat. No. 10 170 666 103), alanina transaminase (ALT) - (Cat. No. 10 170 674 

103), colesterol total (CT) - (Cat. No. 10 287 410 255), lipoproteína de alta densidade 

(HDL) - (Cat. No. 10 287 410 177), triglicérides totais (TG) - (Cat. No. 10 287 410 178) 

e fosfatase alcalina (FA) - (Cat. No. 12 172 933 122), sendo determinados 

fotometricamente pelo analisador automático Cobas Integra 400. A análise de 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) e muito baixa densidade (VLDL), foram 

determinadas pela equação de Friedewald: LDL C = [CT] – [HDL C] – [TG/5], onde C 

= colesterol e TG/5 representa o colesterol ligado à VLDL ou VLDL-colesterol (VLDL 

C), ou diretamente mensurado no plasma [31]. 
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2.10 Histopatologia, histoquímica e imunohistoquímica 

 

Ao final do experimento (21° dia de prenhez) as fêmeas de todos os grupos foram 

anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina (6mg/kg), por via 

intramuscular para remoção do fígado. Em seguida as ratas foram eutanasiadas por meio 

do aprofundamento anestésico. O fígado coletado foi fixado em formaldeído a 10% 

tamponado, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente o órgão foi 

processado para inclusão em parafina e os cortes submetidos à técnica de coloração pela 

Hematoxilina - Eosina (H. E.) para análise de rotina histopatológica e pelo Ácido 

periódico de Schiff (PAS) para detecção de polissacarídeos. A análise da expressão da 

proteína óxido nítrico sintase induzida (1:100; iNOS; Abcam-ab3523), interleucina-1 

beta (1:100; Il-1β;GeneWay-18-732-292194) e do Fator de necrose tumoral-α (1:200; 

TNF- α; Abcam-ab6671) foi feita através do bloqueio da peroxidase endógena e 

exposição dos sítios antigênicos (“steam heat incubation”) para imunohistoquímica. 

Após a incubação com o anticorpo primário, a revelação foi realizada utilizando-se kit 

comercial Dako (K0690, Dako Diagnósticos S. A., Barcelona). Em sequência as 

lâminas foram analisadas em microscópio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e 

fotografadas em fotomicroscópio OLYMPUS BX-50 e quantificadas as alterações em 

pixels das imagens utilizando-se o software de imagem Gimp2.6 (GNU Image 

Manipulation Program,UNIX platforms). Os resultados contabilizados foram 

submetidos ao teste estatístico para produção de um gráfico comparativo entre os 

grupos através do Programa GraphPad Prism. 

Para quantificação de lipídeos por Oil-Red-O, fragmentos retirados da mesma 

região anatômica hepática de todas as ratas de cada grupo foram fixados utilizando-se 
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formaldeído a 4% com tampão fosfato 0,1M por duas horas e logo após as amostras 

foram tratadas com solução de sacarose nas concentrações de 15 e 30% por 24 horas 

cada, respectivamente, sob resfriamento com N-hexano antes de ser congelada em 

nitrogênio líquido e acondicionado em freezer -80ºC. Em seguida o material foi cortado 

em criostato RM 2035 (Reichert S, Leica), e submetido ao procedimento para coloração 

específica Oil-Red-O durante 15 minutos. 

 

2.10 Análises estatísticas 

 

Os dados obtidos das dosagens dos níveis de óxido nítrico, glutationa total e 

demais dosagens plasmáticas foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, e os 

dados referentes ao Oil-Red-O, iNOS, TNF- α, Il-1β e polissacarídeos foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e testes post-hoc de Dunnett ou Tukey. 

Sendo considerados significantes os valores com probabilidade menor que 0,05, para 

construção de gráficos pelo software GraphPad Prism, version 5. 

 

 

3. Resultados 

 

3.1 Estresse oxidativo 

 

As análises plasmáticas dos níveis de óxido nítrico (NO) revelaram que após 100 

dias de exposição ao estímulo luminoso do modelo experimental para SOP, todas as 
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ratas apresentaram valores estatisticamente elevados deste radical em relação ao grupo 

controle. Porém, ao serem analisadas logo após os tratamentos, e nos períodos de 7 e 14 

dias de gestação verificou-se que o os níveis de óxido nítrico atingiram valores similares 

aos do grupo controle. Entretanto, no período de 21 dias de gestação apenas as ratas 

submetidas à associação dos fármacos diferiram estatisticamente das ratas induzidas a 

SOP sem tratamento (Tabela 1).  

Os grupos que receberam tratamentos com cloridrato de metformina, melatonina, 

ou associação dos fármacos reduziram significativamente os níveis de glutationa total. 

Entretanto, a associação dos fármacos reduziram os níveis de glutationa total a ponto de 

assemelharem-se ao grupo controle, logo após os tratamentos e ao 7º dia de gestação. A 

redução dos níveis de glutationa total nas ratas submetidas à SOP e tratadas com 

fármacos associados ou não, melhoraram os efeitos da SOP experimental, chegando a 

assemelhar-se a valores observados nas ratas do grupo controle ao 14º dia de prenhez. 

No 21º dia de gestação, o grupo SOP e o grupo SOP + Mel apresentaram níveis 

elevados de glutationa total quando comparados com o grupo controle. Por outro lado o 

grupo que recebeu associação do cloridrato de metformina e melatonina apresentou 

redução significativa dos níveis plasmáticos de glutationa total quando comparados ao 

grupo SOP, chegando a alcançar os níveis observados no grupo controle (Tabela 2). 

 

3.2 Análises plasmáticas bioquímicas 

 

As análises plasmáticas mostraram que as ratas induzidas a SOP após tratamento 

apresentaram níveis de colesterol total (CT) e alanina transaminase (ALT) similares aos 

observados nas ratas do grupo controle, diferindo apenas das ratas induzidas a SOP sem 
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tratamento. Para os níveis triglicerídeos (TG) as ratas tratadas com melatonina 

apresentaram os menores níveis diferindo estatisticamente dos encontrados nas ratas 

induzidas a SOP sem tratamento. Entretanto, para os níveis de lipoproteína de alta 

densidade (HDL) os tratamentos com fármacos associados ou não promoveram nas 

ratas aumento significativo em relação aos observados nas ratas induzidas a SOP sem 

tratamento. Não houve diferenças significativas para os níveis de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL), lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), aspartato 

transaminase (AST), fosfatase alcalina (FA) e glicose (Tabela 3). 

 

3.3 Histopatologia, histoquímica e Imunohistoquímica 

 

A análise histopatológica do fígado das ratas do grupo controle mostrou cordões 

de hepatócitos bem preservados margeados por sinusóides (Fig. 1A), porém no fígado 

das ratas induzidas ao SOP, observaram-se degeneração vacuolar dos hepatócitos e 

hiperplasia difusa das células de Kupffer característicos de reação inflamatória (Fig. 

1B). Nas ratas induzidas ao SOP e tratadas com melatonina, o parênquima hepático 

apresentou-se preservado, porém foi possível observar algumas áreas com colangite dos 

espaços porta com infiltrados leucocitários (Fig. 1C). Já nas ratas tratadas com 

cloridrato de metformina observou-se leve degeneração do tipo vacuolar, sem 

características inflamatórias (Fig. 1D), e nas ratas tratadas com cloridrato de metformina 

e melatonina, o fígado apresentou-se bem preservado e sem infiltrados leucocitários 

semelhante ao grupo controle (Fig. 1E). 
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A análise de lipídeos não revelou diferença entre os grupos experimentais para a 

coloração Oil-Red-O, indicando ausência de deposição patológica de lipídeos no fígado 

(Fig 1F). 

À reação pelo Ácido Periódico de Schiff foi positiva em todos os fígados dos 

animais dos grupos experimentais. Quanto à quantificação verificou-se que os fígados 

das ratas induzidas a SOP e tratadas com a associação dos fármacos apresentou teor de 

polissacarídeos mais intensa e estatisticamente semelhante ao grupo controle. Contudo, 

o fígado das ratas do grupo induzida a SOP sem tratamento diferiu estatisticamente de 

todos os demais grupos, com menor média em relação aos grupos controle e tratado 

com a associação dos fármacos, e maior média em relação às ratas dos grupos tratadas 

com melatonina e cloridrato de metformina, que receberam os fármacos isoladamente, 

os quais foram semelhantes entre si estatisticamente (Fig. 2). 

A imunohistoquímica para iNOS apresentou maior marcação nos fígados das ratas 

induzidas a SOP sem tratamento. A quantificação revelou que o iNOS nos fígados das 

ratas que receberam tratamentos com melatonina e cloridrato de metformina foi 

reduzido em relação aos fígados das ratas induzidas a SOP sem tratamento, mas 

somente os fígados das ratas induzidas a SOP e tratadas com a associação destes 

fármacos, apresentaram níveis semelhantes ao grupo controle (Fig. 3). Resultados 

semelhantes foram evidenciados para as dosagens de TNF-α (Fig. 4).  

Com relação às análises imunohistoquímicas para IL-1β evidenciou-se que nos 

fígados das ratas induzidas a SOP sem tratamento houve maior marcação em relação 

aos demais grupos. Os tratamentos com cloridrato de metformina e melatonina 

reduziram de forma significativa a marcação para IL-1β. Entretanto o tratamento 
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associado dos fármacos apresentou redução da expressão de IL-1β, assemelhando-se 

inclusive ao grupo controle. (Fig. 5). 

 

 

4. Discussão 

 

Todas as ratas induzidas a SOP pela iluminação constante apresentaram níveis 

elevados de estresse oxidativo, isto corrobora com pesquisas recentes que relatam a 

associação da SOP com o aumento do estresse oxidativo em mulheres acometidas com a 

síndrome independente de seu peso corporal [32]. Porém, logo após os tratamentos 

farmacológicos com melatonina e/ou cloridrato de metformina observou-se que os 

índices de óxido nítrico ficaram similares aos das ratas do grupo controle e, aos poucos, 

durante a gestação, os índices de glutationa total também reduziram. De acordo com 

Esteghamati et al. [33] o cloridrato de metformina é um excelente redutor de 

marcadores de estresse oxidativo em indivíduos diabéticos em relação a outras drogas, 

inclusive em comparação à modificação do estilo de vida relacionado a realização de 

exercícios físicos e hábitos alimentares. Da mesma forma, a melatonina possui efeito 

antioxidante o que foi identificado por diversos pesquisadores [34,35]. Ou seja, ambos 

os fármacos são conhecidos por suas propriedades antioxidantes, entretanto, a 

administração associada destes promoveu uma melhora do comportamento plasmático 

ao longo do experimento em comparação à administração isolada do cloridrato de 

metformina e melatonina em relação ao óxido nítrico.  

As dosagens plasmáticas revelaram bioquimicamente que todos os tratamentos 

farmacológicos reduziram os índices de VLDL, CT, ALT, e aumentaram os índices de 
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HDL, enquanto que os níveis de Triglicerídeos foram reduzidos pelo tratamento com 

melatonina de forma mais eficiente que os demais tratamentos farmacológicos. Esta 

melhor atuação da melatonina provavelmente deve-se ao fato de que este hormônio atua 

em diversos órgãos através de seus receptores de forma direta, por exemplo, nos 

adipócitos restaura o conteúdo da proteína transportadora de glicose (GLUT-4) e 

diminuem a peroxidação lipídica, níveis de colesterol total, fosfolipídeos, ácidos graxos 

livres em animais em modelos experimentais de arterosclerose [36,37]. Já o cloridrato 

de metformina possui mecanismo de ação pouco conhecido, de forma indireta atua por 

ativação da enzima AMPK (Adenosina monofosfato ativado pela proteína quinase), a 

qual inibe a formação dos ácidos graxos e em longo prazo a expressão de genes 

lipogênicos (FAS, S14, L-PK e SREBP-1) e neoglicogênicos (PEPCK e glicose-6-

fosfatase), podendo haver potencialização de seus efeitos em terapias combinadas 

[38,39]. Assim, podemos inferir que a melatonina parece atuar mais eficientemente no 

metabolismo de lipídeos de forma isolada em comparação ao cloridrato de metformina 

associada ou não. 

Os indicadores histopatológicos de lesão identificados no parênquima hepático 

foram coerentes aos resultados imunohistoquímicos e bioquímicos, pois, os animais 

induzidos a SOP apresentaram degeneração e hiperplasia difusa de células de Kupffer, 

bem como alteração dos níveis plasmáticos de colesterol, triglicérides, alterações 

enzimáticas e de citocinas identificadas por imunomarcação para iNOS, IL-1β e TNF-α, 

todas estas características indicam processos tóxico-inflamatórios complementados 

pelos resultados plasmáticos de estresse oxidativo conforme dosagens de oxido nítrico e 

glutationa total neste trabalho. Estas respostas inflamatórias foram reduzidas pelos 

tratamentos em todos os níveis destes marcadores, melhorando as características de 
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resposta inflamatória de forma que as quantificações assemelharam-se ao grupo controle 

sempre quando os medicamentos propostos foram associados. Este fato ocorreu 

provavelmente porque a melatonina atua no tecido danificado devido sua capacidade 

antioxidante e inibidora de enzimas pró-oxidantes e citocinas pró-inflamatórias, tais 

como TNF-alfa e interleucina IL-1β e as enzimas pró-inflamatórias iNOS e COX-2 

[40,41]. Já o cloridrato de metformina apresenta função farmacológica hepática 

envolvida na ativação da enzima AMPK, a qual atua por fosforilação na inibição da 

acetil CoA carboxilase (ACC-redutase) e 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase 

(HMGCoA), contribuindo para proteção e combate a danos hepáticos reduzindo 

processos degenerativos no tecido, e inibe o NF-kB o qual é promotor inflamatório, 

desta forma leva a atenuar processos inflamatórios[38, 42]. 

Quanto às dosagens de glicose no plasma, não foram identificadas diferenças 

estatísticas significativas, porém na análise histoquímica específica para polissacarídeos, 

foi observado que as ratas submetidas à SOP e sem tratamento tiveram reservas 

estatisticamente menores de açúcares teciduais quando comparado aos grupos controle e 

tratado pela associação dos fármacos. Enquanto que nos fígados dos animais tratados 

com melatonina e cloridrato de metformina de forma isolado apresentaram as menores 

reservas de açúcar em relação aos demais grupos experimentais. Este comportamento 

peculiar plasmático e tissular é compreensivo, pois no plasma a estabilidade da 

concentração glicêmica é viável ao mecanismo fisiológico de regulação da homeostase 

de forma que a tendência é que o sangue mantenha-se a um nível pouco variável e com 

retomadas rápidas em prazo de horas a nível circulatório em casos de organismos não 

patológicos [43]. Quanto à redução da reserva tissular de açúcares do fígado das ratas 

submetida à SOP sem tratamento, este efeito pode estar associado ao metabolismo de 
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carboidratos em momentos de estresse oxidatico, pois segundo Kaya et al. [44] nestes 

casos, a atividade de neoglicogênese e disponibilização de glicose são comuns, diferente 

do que acontece em situações de repouso. Os animais que receberam melatonina e 

cloridrato de metformina isoladamente reduziram ainda mais os depósitos de açúcar 

tecidual, o que era esperado, visto que a melatonina atua dinamizando a utilização de 

açúcares no organismo e promove a disponibilização de glicose plasmática rapidamente 

após a sua administração, reduzindo desta forma a reserva hepática [45], porém 

aumentado a taxa de perfusão de glicose para manter a euglicemia, ou seja a taxa 

normal de glicose plasmática [46]. Já o cloridrato de metformina tem por função ativar a 

enzima AMPK nos hepatócitos e músculos esqueléticos, promovendo a disponibilização 

de energia e estimulando o metabolismo de transporte de glicose, diminuindo seus 

níveis no fígado [41]. Porém no fígado dos animais tratados pela associação dos 

fármacos, não houve redução das reservas de açúcares, apresentando-se de forma 

similar ao fígado dos animais do grupo controle sem indução a SOP. Essa melhora no 

comportamento de reservas de polissacarídeos, assemelhando-se ao grupo controle, 

pode estar associada à ausência de sinergismo entre os medicamentos no metabolismo 

de carboidratos, pois resultados apresentados por Seraphim et al. [36] indicam que com 

a associação da melatonina e cloridrato de metformina em ratos alimentados com altas 

doses de açúcar, não foi observado redução significativa da hiperglicemia, enquanto que 

os tratamentos individuais dos fármacos obtiveram melhores resultados, o que sugere 

haver efeito específico na associação do cloridrato de metformina com melatonina. 

O modelo de indução à síndrome dos ovários policísticos é uma alternativa ao 

estudo de um conjunto complexo de alterações fisiológicas que de fato ocorre no 

cotidiano de mulheres com este distúrbio ainda sem causa patológica definida e que, 
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assim como ocorre com a síndrome metabólica, resistência a insulina e doença 

gordurosa hepática não alcoólica, leva ao aumento de estresse oxidativo dos pacientes 

clínicos com estas enfermidades [5,47-49]. O presente estudo mostrou que o tratamento 

com associação do cloridrato de metformina e melatonina atua de forma mais eficaz 

contra a toxicidade hepática produzida pela SOP induzida pela iluminação constante, 

favorecendo uma normalização de parâmetro bioquímicos durante a gestação quando 

comparada às monoterapias destas drogas. Entretanto a importância clínica e fisiológica 

de tal associação exige mais esclarecimentos, principalmente sobre possíveis efeitos 

colaterais na prole. 
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Tabela 1. 
1
Médias (± desvio padrão) dos níveis de óxido nítrico (μM de ON

2-
/μL de 

plasma) plasmáticos nas ratas durante o experimento. 

Grupos I II III IV V 

Antes do Tratamento 16,93 ± 7,34a 31,65 ± 5,69b 29,70 ± 6,34b 28,17 ± 3,94b 33,83 ± 3,76b 

Depois do Tratamento 13,19 ± 1,50a 18,58 ± 0,91b 14,37 ± 1,38a 13,32 ± 0,69a 14,92 ± 3,14a 

7 Dias de Prenhez 12,96 ± 1,26a 17,92 ± 1,21b 11,32 ± 2,04a 12,42 ± 3,30a 13,48 ± 2,09a 

14 Dias de Prenhez 13,40 ± 1,73a 19,40 ± 2,70b 10,91 ± 2,11a 13,09 ± 3,19a 13,43 ± 3,37a 

21 Dias de Prenhez 7,62 ± 0,59ab 12,40 ± 4,75b 8,31 ± 2,76ab 7,29 ± 2,89ab 6,83 ± 0,86a 

1
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-

Mann-Whitney (P<0,05). 

 

 

Tabela 2. 
1
Médias (± desvio padrão) dos níveis de Glutationa total (pMoles/ 200μL) 

plasmático nas ratas durante o experimento. 

Grupos I II III IV V 

Antes do Tratamento 5,46 ± 0,83a 22,61 ± 2,11b 22,25 ± 1,95b 21,25 ± 2,77b 21,66 ± 3,58b 

Depois do Tratamento 3,27 ± 1,24a 21,27 ± 1,86b 8,09 ± 5,77a 7,97 ± 5,45a 5,36 ± 5,44a 

7 Dias de Prenhez 3,04 ± 0,64a 21,01 ± 2,37b 9,11 ± 0,70d 6,21 ± 1,22c 3,73 ± 1,23a 

14 Dias de Prenhez 4,82 ± 0,63a 20,01 ± 3,7b 5,18 ± 0,65a 6,47 ± 0,92a 4,08 ± 1,04a 

21 Dias de Prenhez 2,94 ± 0,45a 5,68 ± 1,38b 5,26 ± 1,31b 3,88 ± 1,16ab 2,02 ± 0,83a 

1
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-

Mann-Whitney (P<0,05). 
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Tabela 3. 
1
Médias (± desvio padrão) dos níveis plasmáticos de Colesterol total 

(CT), Lipoproteina de alta densidade (HDL); Lipoproteina de baixa densidade 

(LDL); Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL); Triglicerideos (Trigl); 

Alanina transaminase (ALT); Aspartato transaminase(AST); Fosfatase 

alcalina(FA) e Glicose em ratas dos grupos experimentais após o tratamento. 

Grupos I II III IV V 

CT (mg/dL) 49,42 ± 13,25a 85,72±6,6,10b 48,24 ±10,39a 58,36±13,84a 52,40±12,95a 

HDL (mg/dL) 10,24± 4,48a 3,74 ± 2,52b 8,82 ± 1,74a 20,40± 11,18a 9,24± 3,10a 

LDL (mg/dL) 30,62±16,95a 42,28 ±13,59a 36,16 ±8,41a 23,86 ± 7,19a 33,32 ± 9,57a 

VLDL (mg/dL) 11,28 ±2,21a 26,92 ±10,16b 7,96 ± 3,62a 14,14± 8,38a 13,48± 6,94a 

Trigl. (mg/dL) 56,00 ± 9,77a 134,40 ± 11,94b 40,20 ±17,75a 70,80±22,78ab 67,56 ± 12,49ab 

AST (IU /L-1) 84,40 ± 28,55a 85,92 ± 11,98a 96,18± 14,48a 102,64± 15,04a 83,00 ± 6,03a 

ALT (IU/L) 46,42± 10,53a 70,66 ± 18,88b 44,08 ± 5,94a 49,40 ± 4,09a 48,90 ± 3,36a 

FA (IU/L) 0,46±0,60a  1,54 ±0,49a 0,96 ±0,85a 0,36 ± 0,80a 0,44 ± 0,53a 

Glicose (mg/dL) 142,24 ±10,16a  126,16 ± 7,98a 125,22 ± 10,93a 120,18 ± 3,66a 134,16 ± 13,45a 

1
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de 

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05). 
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Figura 1: Histopatologia do fígado-coloração (HE) [A-E]; e (Oil-Red-O) [F]. (A) 

Hepatócitos bem preservados - grupo controle. (B) Observar hiperplasia difusa das 

células de kupfer (seta larga) e degeneração vacuolar dos hepatócitos (pontas de seta) - 

grupo II. (C) Colangite do espaço porta (seta) - grupo III-Induzido a SOP e tratado com 

melatonina. (D) Fígado sem características inflamatórias- grupo IV-Induzido a SOP e 

tratado com cloridrato de metformina. (E) Hepatócitos preservados - grupo V-Induzido 

a SOP e tratado com associação dos fármacos. (F) Observar marcação negativa para 

acúmulo de lipídeos no tecido hepático, grupo II. 
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Figura 2: Histoquímica do fígado das ratas dos grupos experimentais- Coloração P.A.S.  

(A) Grupo I- controle, observar marcação forte; (B) Grupo II- induzido a SOP sem 

tratamento, observar marcação forte; (C) Grupo III- induzido a SOP e tratado com 

melatonina, observar marcação leve; (D) Grupo IV- induzido a SOP e tratado com 

cloridrato de metformina, observar marcação leve; (E) Grupo V- induzido a SOP e 

tratado com melatonina e cloridrato de metformina, observar marcação forte; (F) 

Quantificação de grânulos de polissacarídeos (GGPS) em Pixels. Grupos com 

quantidade de asteriscos semelhantes não diferem estatisticamente (P < 0,0350).  
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Figura 3: Imunohistoquímica para enzima óxido nítrico sintase induzido (iNOS) (A) 

Grupo I- Controle, observar levíssima marcação específica; (B) Grupo II- induzido a 

SOP sem tratamento, observar marcação específica para iNOS; (C e D) Grupos III e IV-

induzidos a SOP e tratados com melatonina e cloridrato de metformina, respectivamente 

com leve marcação específica; (E) Grupo V- induzido a SOP e tratado com associação 

farmacológica, observar marcação semelhante ao grupo controle; (F) quantidade de 

iNOS em Pixels. Grupos com quantidade de asteriscos semelhantes não diferem 

estatisticamente. (P < 0,0350). 
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Figura 4: Imunohistoquímica para Fator de necrose tumoral-α (TNF-α). (A) Grupo I- 

grupo controle. (B) Grupo II- induzido a SOP sem tratamento com maior marcação 

quando comparados aos demais grupos; (C e D) Grupos III e VI- induzidos a SOP e 

tratado com melatonina e cloridrato de metformina, respectivamente, observar redução 

da reação imunohistoquímica, em relação ao grupo induzido a SOP sem tratamento; (E) 

Grupo V- induzido a SOP e tratado com associação farmacológica, observar reação 

próxima ao grupo controle; (F) quantidade de TNF-α em Pixels. Grupos com quantidade 

de asteriscos semelhantes não diferem estatisticamente. (P < 0,0350). 
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Figura 5: Imunohistoquímica para citocina IL-1β. (A) Grupo I- controle; (B) Grupo II- 

induzido a SOP sem tratamento, observar maior marcação em relação ao grupo I-

controle, grupo III- tratado com melatonina e grupo V- tratado com a associação dos 

fármacos; (C) induzido a SOP e tratado com melatonina; (D) Grupo IV- Tratado com 

cloridrato de metformina- Observar marcação moderada; (E) Grupo V- Tratado com 

associação dos fármacos; (F) quantidade de IL-1β em Pixels. Grupos com quantidade de 

asteriscos semelhantes não diferem estatisticamente. (P < 0,0350). 
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included in detail. If materials, methods, and protocols are well established, authors may 

cite articles where those protocols are described in detail, but the submission should 

include sufficient information to be understood independent of these references.  

 

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established 

methods as Supporting Information. These are published online only, but are linked to the 

article and are fully searchable. Further information about formatting Supporting 

Information files, can be found here. 

 

Methods sections of papers on research using human or animal subjects and/or tissue or 

field sampling must include required ethics statements. See the Reporting Guidelines for 

human research, clinical trials, animal research, and observational and field studies for 

more information.  

 

Methods sections of papers with data that should be deposited in a publicly available 

database should specify where the data have been deposited and provide the relevant 

accession numbers and version numbers, if appropriate. Accession numbers should be 

provided in parentheses after the entity on first use. If the accession numbers have not yet 

been obtained at the time of submission, please state that they will be provided during 

review. They must be provided prior to publication.  

 

Methods sections of papers using cell lines must state the origin of the cell lines used. See 

the Reporting Guidelines for cell line research for more information.  
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Methods sections of papers adding new taxon names to the literature must follow the 

Reporting Guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal taxon.  

 

Results, Discussion, and Conclusions 

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed 

Results/Discussion section (commonly labeled "Results and Discussion") or a mixed 

Discussion/Conclusions section (commonly labeled "Discussion"). These sections may be 

further divided into subsections, each with a concise subheading, as appropriate. These 

sections have no word limit, but the language should be clear and concise.  

 

Together, these sections should describe the results of the experiments, the interpretation 

of these results, and the conclusions that can be drawn. Authors should explain how the 

results relate to the hypothesis presented as the basis of the study and provide a succinct 

explanation of the implications of the findings, particularly in relation to previous related 

studies and potential future directions for research.  

 

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so authors 

should avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONE Publication Criteria for 

more information. 
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