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FOTOBIOMODULAÇÃO EM RATAS INDUZIDAS À SÍNDROME DO OVÁRIO 

POLICÍSTICO: ESTUDOS IN VIVO E IN VITRO  

Resumo 

A Síndrome do Ovário Policístico (SOP) é uma endocrinopatia que afeta 

aproximadamente 10% das mulheres quando chegam na idade reprodutiva. O 

desequilíbrio da dinâmica óssea pode desencadear patologias como osteopetrose, 

osteopenia e osteoporose. A fotobiomodulação (FBM) é uma terapia que utiliza formas 

não ionizantes de fontes de luz, nos parâmetros de espectro de luz visível e infravermelho. 

Diante de informações relacionadas às alterações ovarianas e sistêmicas decorrentes da 

SOP, a utilização da FBM surge como uma possibilidade de restabelecimento das 

atividades ovarianas. O objetivo do trabalho foi estudar os efeitos da FBM sobre as 

atividades ovarianas in vivo e o comportamento de osteoblastos in vitro, em ratas Wistar 

adultas induzidas à SOP. As ratas foram induzidas à SOP com dose única de Valerato de 

Estradiol (VE) e separadas em grupos: Controle, SOP, Laser e SOP/Laser para três 

tempos experimentais: 30, 45 e 60 dias. O laser foi aplicado no comprimento de onda de 

830 nm na potência de 60 mW, numa dose de 1 Joules(J)/ponto, por 18 segundos, 3 

vezes por semana. Ao final de cada período experimental, após a eutanásia de cada 

grupo, os ovários foram coletados para análises do índice gonadosomático e da massa 

ovariana. O plasma sanguíneo foi utilizado para analisar os níveis de glicose, insulina e 

testosterona. Os fêmures foram utilizados para obtenção das células tronco 

mesenquimais. As células foram mantidas em cultura por 10 dias e, posteriormente 

diferenciadas em osteoblastos, na ausência e na presença de testosterona, nas 

concentrações de 10-³ M e 10-⁹ M. Analisou-se a multiplicação e a diferenciação celular, a 

formação de nódulos de mineralização e quantificou-se a fosfatase alcalina para dois 

períodos de cultura, 7 e 14 dias. Conclui-se, com os resultados do presente trabalho, que 

o modelo de indução à SOP por VE foi eficaz, demonstrando os sinais referentes à 

síndrome. A FBM auxiliou na regulação dos níveis plasmáticos de testosterona, insulina 

e glicose, modulou o ganho de massa corporal e reparou as atividades ovarianas das 

ratas induzidas à SOP e submetidas à FBM. Além disso, a FBM modulou, ora estimulando 

ora inibindo, as atividades das células ósseas de forma direta e indireta (tanto in vivo como 

in vitro). 

Palavras-chave: Biotecnologia; Testosterona; Osteoblasto; Medula Óssea; Ovário. 

 



 
 

PHOTOBIOMODULATION IN RATS INDUCED TO POLYCYSTICAL OVARY 

SYNDROME: IN VIVO AND IN VITRO STUDIES 

Abstract 

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an endocrinopathy that affects approximately 

10% of women when they reach reproductive age. The imbalance of bone dynamics can 

trigger pathologies such as osteopetrosis, osteopenia and osteoporosis. 

Photobiomodulation (FBM) is a therapy that uses non-ionizing forms of light sources, in 

the parameters of visible and infrared light spectrum. In the face of information related to 

ovarian and systemic changes resulting from PCOS, the use of FBM appears as a 

possibility to reestablish ovarian activities. The objective of the work was to study the 

effects of FBM on ovarian activities in vivo and the behavior of osteoblasts in vitro, in adult 

Wistar rats induced by PCOS. The rats were induced to PCOS with a single dose of 

Estradiol Valerate and separated into groups: Control, PCOS, Laser and PCOS / Laser for 

three experimental times: 30, 45 and 60 days. The laser was applied at a wavelength of 

830 nm at a power of 60 mW, in a dose of 1 Joules (J) / point, for 18 seconds, 3 times a 

week. At the end of each experimental period, after the euthanasia of each group, the 

ovaries were collected for analysis of the gonadosomatic index and the ovarian mass. 

Blood plasma was used to analyze glucose, insulin and testosterone levels. Femurs were 

used to obtain mesenchymal stem cells. The cells were maintained in culture for 10 days 

and later differentiated into osteoblasts, in the absence and presence of testosterone, in 

concentrations of 10-³ M and 10-⁹ M. Cell multiplication and differentiation, formation of 

mineralization nodules and alkaline phosphatase was quantified for two culture periods, 7 

and 14 days. It is concluded, with the results of the present study, that the model of LOS 

PCOS induction was effective, demonstrating the signs referring to the syndrome. FBM 

helped in the regulation of plasma testosterone, insulin and glucose levels, modulated 

body mass gain and repaired the ovarian activities of rats induced to PCOS and submitted 

to FBM. In addition, FBM modulated, sometimes stimulating and sometimes inhibiting, the 

activities of bone cells directly and indirectly (both in vivo and in vitro). 

 

Keywords: Biotechnology; Testosterone; Osteoblast; Bone Marrow; Ovary. 
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1 – Introdução 

 

1.1 – Síndrome do Ovário Policístico 

 

A SOP, também conhecida como Síndrome de Stein-Leventhal, recebe esse nome 

por ter sido relatada pela primeira vez em 1935 por Stein e Leventhal (Carmina et al., 

2006). Essa doença é uma endocrinopatia que afeta aproximadamente 10% das 

mulheres quando chegam na idade reprodutiva (Eherman, 2012; Azziz, 2017). 

Os sintomas mais comuns da SOP são hirsutismo, obesidade, acne, alopecia 

androgênica, anovulação crônica associada a distúrbio menstrual e infertilidade (Nacul 

et al., 2003), podendo causar depressão e ansiedade, já que os sintomas afetam a 

autoestima. A SOP também pode ocasionar um maior risco do desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares e diabetes mellitus. Pelo menos 50% das mulheres com 

SOP são obesas e a maioria, senão todas, apresenta resistência à insulina ou 

hiperinsulinemia ou hiperandrogênemia (Silva et al., 2006; Escobar-Morraele, 2018). 

Uma característica importante da SOP é o aumento da pulsatilidade do hormônio 

luteinizante (LH), que estimula a síntese de androgênios nas células da teca do folículo 

ovariano. Estudos realizados in vivo e in vitro sugerem que as células da teca de 

mulheres com SOP são mais estimuladas para converter precursores androgênicos 

em androstenediona e testosterona do que as células da teca de mulheres sem a 

síndrome (Ferreira et al., 2008).  

Atualmente existem vários métodos de tratamento para SOP. O uso de pílulas 

anticoncepcionais ajuda a suavizar os sintomas por conter hormônios sintéticos, 

regulando os níveis plasmáticos dos andrógenos e assim, diminuindo a acne e o 

excesso de pêlos. A eletro-acupuntura (EA) é um método não farmacológico 

conhecido por iniciar uma série de reações ao nível espinal e centralmente no cérebro. 

Tem sido demonstrado que repetidos tratamentos com EA de baixa frequência induz 

ovulações regulares em mais de um terço das mulheres afetadas pela SOP, 

normalizando os parâmetros endócrinos e neuroendócrinos, sem quaisquer efeitos 

colaterais negativos (Manni et al., 2005; Wu et al., 2010; Maliqueo et al., 2017; Kuang 

et al., 2018; Kokosar et al., 2018). 
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Compreender a etiologia da SOP é importante para identificar biomarcadores e 

então, trabalhar em novas terapias. Embora muitos estudos estejam sendo realizados 

em humanos, os estudos com modelos animais são indispensáveis para entender 

mecanismos fisiopatológicos desta síndrome (Azziz, 2017; Caldwell et al., 2017; 

Marcondes et al., 2017). 

As causas indutoras da SOP ainda são desconhecidas, mas, o excesso de 

andrógenos é uma característica fundamental. Estudo realizado em camundongos 

hiperandrogenizados aponta que as ações diretas de andrógenos nos neurônios são 

necessárias para o desenvolvimento de importantes características reprodutivas e 

metabólicas da SOP, destacando a importância da ação neuroendócrina dos 

andrógenos extra-ovarianos no desenvolvimento da SOP (Caldwell et al., 2017). 

Diversos componentes da SOP podem estar relacionados com a densidade óssea. 

O desequilíbrio hormonal, principalmente de andrógenos e insulina, sugere correlação 

entre SOP e osteoporose. A hiperinsulinemia, por elevar os níveis plasmáticos de 

andrógenos, é um dos fatores que está relacionado à SOP. Além disso, níveis 

plasmáticos elevados de insulina estão relacionados a respostas anormais dos 

receptores de insulina dos osteoblastos, reduzindo a formação óssea e aumentando 

a reabsorção óssea pelos osteoclastos (Krishnan e Muthusami, 2017). 

De acordo com os Critérios de Rotterdan para diagnóstico clínico da SOP, foi 

publicado em conjunto pelas Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva e 

Sociedade Europeia de Reprodução Humana e Embriologia em 2004 e revisado em 

2012 os seguintes critérios: hiperandrogenismo clínico e/ou laboratorial, oligo-

amenorreia e critérios ultrassonográficos apresentando ovários policísticos. Portanto, 

para o melhor diagnóstico da SOP, a paciente ou também o animal induzido a doença 

deve apresentar pelo menos 2 dos 3 sinais e sintomas (Febrasgo, 2018) 

 

1.2 – Dinâmica óssea e esteroides sexuais 

 

O esqueleto ósseo passa por diversos mecanismos de renovações estruturais e 

funcionais ao longo da vida. Esses mecanismos são essenciais para o 

desenvolvimento e a manutenção do tamanho, da forma e da integridade óssea. Para 
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que o equilíbrio do osso seja mantido, precisa ocorrer a reabsorção óssea, realizada 

pelos osteoclastos, e a síntese da nova matriz óssea, produzida pelos osteoblastos. 

O desequilíbrio nesta dinâmica óssea pode desencadear patologias como 

osteopetrose, osteopenia e osteoporose (Zaidi, 2007; Gómez-Ambrosi et al., 2008). 

Alguns estudos realizados na década de 1940, relacionam deficiência de 

androgênios e estrogênios com deficiências no metabolismo ósseo. Tais estudos 

visaram a compreensão das ações dos hormônios esteroides sobre o esqueleto ósseo 

saudável e também relacionadas às patologias. Os estrogênios e os androgênios 

diminuem o número de ciclos de remodelação óssea por meio da redução da taxa de 

ativação dos osteoblastos e dos osteoclastos, modulando a transcrição de genes 

responsáveis pela osteoclastogênese e replicação e/ou diferenciação de células 

mesenquimais (Martin et al., 2015). 

O estradiol (E2) impede a osteoclastogênese, inibindo o fator de transcrição RUNX-

2 e diminuindo a reabsorção óssea, mediante a inserção da proteína ligante do 

receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) nas membranas dos osteoblatos 

(Martin et al., 2015). Existem correlações entre a osteoporose, a idade e os níveis 

plasmáticos de E2. Em decorrência do estresse mecânico funcional, existem 

adaptações ósseas iniciadas por osteócitos mecanossensíveis que sinalizam 

quimicamente para a ativação dos mecanismos de formação óssea. Tais mecanismos 

são dependentes de E2 e, principalmente em decorrência da redução dos níveis 

plasmáticos de E2, há redução da formação óssea e maior probabilidade de fraturas. 

Os níveis plasmáticos de E2 e testosterona (T) diminuem com o aumento da idade em 

ambos os sexos, contribuindo com a redução da massa óssea e com o aumento dos 

riscos de fraturas (Klein-Nulend et al., 2015). 

Os andrógenos modulam eventos fisiológicos que controlam as atividades ósseas 

e musculares em mulheres. Existem ações diretas, que são consequência da ligação 

da T aos seus receptores nucleares das células ósseas e também as ações indiretas, 

que dependem da conversão da T em E2 (Balasch et al., 2003). As evidências clínicas 

das ações androgênicas sobre a massa óssea de mulheres com hirsutismo, doença 

do ovário policístico e tumores ovarianos secretores de andrógenos, demonstram 

aumento na densidade óssea (Gregoriou et al., 2000; Zborowski et al., 2000; Castelo-

Branco et al., 2003). Os receptores de andrógenos estão presentes em osteoclastos, 

osteoblastos e osteócitos; portanto, esses esteroides têm ações sobre reabsorção 
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óssea, síntese da matriz óssea e manutenção desta matriz (Balasch, 2003). Os 

andrógenos estimulam a proliferação e a diferenciação dos osteoblastos, além de 

elevar a síntese de proteínas da matriz extracelular e estimular a mineralização 

(Notelovitz, 2002 a,b; Brancaglião et al., 2017). 

Os progestágenos atuam na prevenção das perdas ósseas; contudo, os 

mecanismos de ação são bem menos compreendidos do que as ações androgênicas 

e estrogênicas. Os receptores de progesterona (P4) foram identificados em 

osteoblastos e osteoclastos humanos (Slootweg et al., 1992; Wei et al., 1993), porém, 

ainda não é claro se as atividades dos progestágenos no osso podem ser atribuídas 

às suas ações progestacionais ou por outras ações (Balasch, 2003; Krishnan e 

Muthusami, 2017).  

 

1.3 - Modelos animais para estudo da Síndrome do Ovário Policístico (SOP) 
 

Embora a etiologia da SOP ainda seja de origem desconhecida, modelos animais 

induzidos à SOP por diferentes hormônios têm-se mostrado importantes ferramentas 

para a compreensão da fisiopatologia da síndrome. É comum encontrar na literatura 

trabalhos que propõem a utilização de animais, por exemplo, ratos e camundongos 

para estudos relacionados à SOP (Ryu et al., 2019). 

Fêmeas de camundongos obesas são mais propensas ao desenvolvimento de 

ovários policísticos e à infertilidade. Fêmeas que eram igualmente férteis às suas 

irmãs de ninhada (controle), começaram a ganhar peso após a puberdade, tornando-

se significativamente obesas entre 3-6 meses de idade e, aproximadamente, 25% 

delas tornaram-se inférteis aos 9 meses de idade (Ande et al., 2017). 

Não existe um modelo animal que seja totalmente eficaz para estudar a SOP; 

contudo, a exposição de ratas à luz contínua pode induzir à SOP. Os animais 

apresentaram hiperandrogenismo, que é uma característica fundamental observada 

na SOP, os pesos corporais diminuíram e houve aumento de massas ovariana e 

uterinas. O ciclo estral das ratas expostas à luz ambiente contínua foi desordenado e 

ocorreram alterações semelhantes às alterações observadas em outros modelos 

animais para estudo de ovários policísticos, acompanhadas de perda de pêlos e 
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letargia, e os níveis séricos de testosterona aumentaram significativamente (Kang et 

al., 2015). 

A indução à SOP pode ser realizada no pré-natal e no pós-natal. Fêmeas de 

camundongos prenhes tratadas com hormônio anti-Mulleriano (HAM) no pré-natal 

tiveram filhotes fêmeas com excesso de testosterona plasmática. Foi observado 

diminuição do metabolismo placentário de testosterona em estradiol, resultando em 

masculinização das fêmeas filhotes expostas a este ambiente hormonal durante a 

gestação. Tais variações hormonais são causas dos sinais observados na SOP 

durante a vida adulta (Tata et al., 2018). 

Estudo utilizando ratas Wistar adultas induzidas à SOP por Valerato de Estradiol 

mostrou aumento da massa corporal, redução da massa do ovário e redução do índice 

gonadosomático. Os níveis plasmáticos de P4 e T foram aumentados, e o nível 

plasmático de LH diminuiu com a aplicação de FBM. O número de folículos ovarianos 

e corpos lúteos aumentaram e a estimulação pela FBM diminuiu o número de cistos 

ovarianos, assim, regulando as características reprodutivas e endócrinas das ratas 

(Alves et al. 2019). 

Modelos animais que utilizam hormônios esteroides como di-hidrotestosterona 

(DHT), T, VE e inibidores de enzimas esteroidogênicas (Letrozol) para o 

desenvolvimento pós-natal de fenótipo associado à SOP têm sido propostos (Tabela 

1). Contudo, é importante reconhecer que tais hormônios podem ser metabolizados e 

seus produtos podem ser ativos para diversas vias sinalizadoras em diferentes 

tecidos. Por exemplo, a T pode ser aromatizada em estradiol e mediar efeitos celulares 

ao interagir com receptores de estrógenos. Assim como a T, a DHT pode ser 

metabolizada à 3 ß-diol e modular efeitos celulares via receptores estrogénicos do tipo 

beta (Padmanabhan e Veiga-Lopez, 2013) 
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Tabela 1 – Presença de características clínicas da SOP em modelos animais. OK – característica 
presente. Adaptado de Walters et al. (2019). 

 

Características 
clínicas da SOP 

Mulheres 
com SOP 

Modelo de 
roedores com SOP 

Modelo de ovelhas 
com SOP 

Modelo de 
primatas com 

SOP 

Ciclos irregulares ou 
aciclicidade 

Ok Ok Ok Ok 

Oligo ou anovulação Ok Ok Ok Ok 

Morfologia de ovários 
policísticos 

Ok Ok Ok Ok 

Hiperandrogenismo Ok Ok Ok Ok 

Hipersecreção de LH Ok Ok Ok Ok 

Dinâmica folicular 
alterada 

Ok Ok Ok Ok 

Aumento de 
adiposidade 

Ok Ok AUSENTE Ok 

Dislipidemia Ok Ok Não significativo Ok 

Resistência à insulina Ok Ok Ok Ok 

Esteatose hepática 
não alcoólica 

Ok Ok Ok Ausente 

 

 

1.4 – Fotobiomodulação  

 

A fotobiomodulação (FBM) é a terapia que utiliza formas não ionizantes de fontes 

de luz, incluindo lasers, diodos emissores de luz (LEDs) e luz de amplo espectro, nos 

parâmetros de luz visível e infravermelho. É um processo não-térmico que envolve 

fatores endógenos nos cromóforos e provocam eventos fotofísicos e fotoquímicos em 

diversas escalas biológicas. Esse processo resulta em benefícios terapêuticos, 

incluindo o alívio da dor e redução do processo inflamatório, imunomodulação e 

promoção da cicatrização de feridas e regeneração de tecidos (Tsai e Hamblin, 2017). 

Terapias com FBM vêm sendo investigadas e utilizadas nas práticas clínicas por 

biomodularem as funções celulares, em animais e humanos, tanto in vivo como in 

vitro. O crescimento e proliferação celular são eventos fisiológicos importantes 

estudados na utilização clínica de FBM (Gao e Xing, 2009). O aumento na proliferação 

celular tem sido demonstrado in vitro para diversos tipos de células, como fibroblastos, 

queratinócitos, osteoblastos humanos, linfócitos, células-tronco mesenquimais (CTM), 
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células de Schwann de ratos e células endoteliais venosas e arteriais (Khadra et al., 

2005). 

A radiação emitida pelo laser age nos processos metabólicos das células-alvo, 

produzindo efeitos bioestimulantes que resultam na ocorrência de eventos celulares e 

vasculares, os quais parecem modular os processos de reparo dos tecidos lesionados 

(Lins et al., 2010). Evidências apontam que a irradiação da luz infravermelha (IR), 

pode ter função importante no sentido de induzir a regeneração de tecidos lesionados. 

A FBM em comprimento de onda do infravermelho vem sendo utilizada na prática 

clínica pois induz a proliferação de células do tecido alvo (Araújo et al., 2013). Alem 

disso, a luz IR é mais versátil do que outros comprimentos de onda eletromagnética, 

podendo induzir efeitos de estimulação neural, além de promover benefícios 

terapêuticos em células ou tecidos (Tsai e Hamblin, 2017). A FBM estimula a 

cicatrização e também a síntese de colágeno, promove a regeneração do músculo 

esquelético, diminui a resposta inflamatória e aumenta a formação de vasos 

sanguíneos nas feridas do tecido muscular esquelético (Stein et al., 2005). 

Os efeitos fotobiomoduladores podem ser divididos em diretos e indiretos, sendo 

os diretos aqueles observados logo após a fototerapia, e os efeitos indiretos são 

observados horas ou dias após a exposição ao laser (Castro-e-Silva et al., 2003). As 

respostas fotobiológicas são determinadas pela absorção de energia pelos 

cromóforos (moléculas fotoceptoras) durante a irradiação de luz. Os efeitos 

fisiológicos induzidos por luz IR originam-se a partir de dois tipos principais de 

fotoaceptores, a citocromo c oxidase e a água intracelular. Os fótons são absorvidos 

e a luz é convertida em sinais que podem estimular processos biológicos. A ação da 

luz é sobre a dinâmica da água nas membranas mitocondriais das células-alvo 

modulando as vias de sinalização relacionadas com a produção de espécies reativas 

de oxigênio, ATP, Ca2+, NO (oxido nítrico) e pH (Karu, 2008).  

 

2. Justificativa 

 

A dinâmica óssea é mantida ao longo da vida por diversos fatores endógenos; há 

modulações nervosas, endócrinas, parácrinas, autócrinas e humorais. Os 
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mecanismos celulares que determinam o equilíbrio dinâmico entre osteoblastos, 

osteoclastos e osteócitos é essencial para a manutenção da dinâmica óssea ao longo 

da vida. A compreensão funcional desses mecanismos é alicerce para a compreensão 

da dinâmica do tecido ósseo e também é base para compreender as modificações 

decorrentes de algumas patologias, não somente aquelas com origem nos ossos, 

mas, também, patologias que podem alterar a dinâmica óssea. Desta forma, a 

utilização de modelos animais in vivo e culturas de células in vitro que mimetizem a 

SOP, tornam-se ferramentas interessantes para estudos que correlacionam 

alterações ósseas com uma endocrinopatia relevante que acomete milhares de 

mulheres ao redor do mundo, justificando, inclusive, a característica translacional do 

estudo.   

Diante de informações relacionadas às alterações ovarianas e sistêmicas 

decorrentes da SOP, a utilização da FBM com laser de baixa intensidade (LLLT) surge 

como uma possibilidade de restabelecimento das atividades ovarianas. Segundo 

nossas hipóteses, suportadas por trabalhos científicos que utilizam a FBM com LLLT 

para tratamento de lesões teciduais e orgânicas, assim como estímulo à regeneração 

tecidual; tal terapia foi empregada in vivo para analisarmos a possibilidade de 

restabelecimento das atividades ovarianas nas ratas induzidas à SOP, assim como 

seus reflexos no tecido ósseo in vitro. 

 

3 - Objetivos 

 3.1 - Geral 

   

O objetivo geral do presente estudo foi analisar os efeitos da fotobiomodulação com 

laser de baixa intensidade sobre as atividades ovarianas in vivo e o comportamento 

de CTM in vitro, em ratas Wistar adultas induzidas à SOP. 

 

3.2 - Específicos 

 

A – Estudar os efeitos da FBM com LLLT sobre a instalação da SOP; 
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B - Obter células-tronco mesenquimais de fêmures de ratas controles, induzidas à 

SOP e submetidas à FBM com LLLT, e diferenciá-las em osteoblastos in vitro;  

C - Analisar os efeitos in vitro da T sobre a dinâmica dos osteoblastos (contagem 

celular, viabilidade celular e formação de nódulos de mineralização) obtidos de ratas 

controles, induzidas à SOP e submetidas à FBM com LLLT. 

 

4 – Metodologia 

4.1. Experimentos in vivo   

 

Foram utilizadas ratas Wistar adultas, com pesos iniciais entre 300 - 400g. Os 

animais foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

– FMRP-USP, e mantidos no Biotério da Universidade de Araraquara - UNIARA, em 

condições controladas de temperatura (22 ± 2º C) e luminosidade (ciclos 12h x 12h). 

Água e ração foram oferecidas ad libitum. Todos os animais foram pesados no início, 

semanalmente e no final de cada etapa experimental. Todos os procedimentos 

experimentais foram realizados de acordo com as normas vigentes do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA-UNIARA), sob protocolo nº 030/2016. 

Os ciclos estrais foram realizados diariamente por meio de esfregaços vaginais. Em 

resumo, as ratas foram contidas manualmente e, com o auxílio de um conta gotas, foi 

introduzido e retirado da vagina, cerca de 10 µL de soro fisiológico. Posteriormente, 

este lavado vaginal foi colocado em uma lâmina histológica e as células presentes 

neste conteúdo foram examinadas em microscópico óptico na lente objetiva de 10x 

para identificar a fase do ciclo estral (pró-estro, estro, metaestro e diestro) (Marcondes 

et al., 2002). Foram utilizadas para os experimentos as fêmeas que apresentaram, ao 

menos, quatro ciclos estrais normais e consecutivos. 
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4.1.1. Indução da SOP 

 

A indução para ovário policístico foi feita com dose única de valerato de estradiol 

(VE) (Sigma-Aldrich). O hormônio foi dissolvido em óleo mineral e administrado i.m. 

na dose de 2 mg/0,2 mL/rata (Brawer et al., 1986; Pereira et al., 2014; Montrezor et 

al., 2015). Os animais do grupo controle receberam injeção intramuscular de 0,2 mL 

de óleo mineral.  Após a injeção hormonal, os animais foram divididos em grupo 30 

dias após indução; grupo 45 dias após indução e grupo 60 dias após indução. Para 

cada grupo de animais tratados, houve um grupo de animais controle. As datas 

propostas após a indução fizeram referência ao tempo necessário para que fosse 

instalada a SOP nos animais (Brawer et al., 1986; Montrezor et al., 2015). 

 

4.1.2. Fotobiomodulação com Laser de baixa intensidade 

 

Os animais foram contidos manualmente e irradiados com laser no comprimento 

de onda de 830 nm, com potência entre 60 mW, numa dose de 1 Joules(J)/ponto, por 

18 segundos, sobre a região abdominal, realizando uma transiluminação sobre cada 

ovário 3 vezes na semana, totalizando 2 J de energia por animal irradiado/por dia de 

aplicação. As aplicações foram realizadas por 4 semanas para o grupo 30 dias após 

indução da SOP, 6 semanas para o grupo 45 dias após indução da SOP e 8 semanas 

para o grupo 60 dias após indução da SOP. Para que os animais se adaptassem à 

manipulação, os mesmos foram manuseados diariamente (dois minutos) durante uma 

semana antes da irradiação. 

 

4.1.3. Protocolo Experimental 

 

Após a indução à SOP com o VE as ratas foram divididas em 12 grupos (n=5) de 

acordo com o tempo após a indução (30, 45 e 60 dias) de acordo com o tratamento 

(C, S, L e SL), denominados C30, C45 e C60 (grupos controle), S30, S45 e S60 

(grupos SOP), L30, L45 e L60 (grupos laser) e SL30, SL45 e SL60 (grupos SOP/laser). 
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4.1.4. Eutanásia   

 

A eutanásia foi realizada com anestesia geral injetável (Xilazina 5 mg/Kg e 

Ketamina 50 mg/Kg de peso corporal, i.m.), ao final dos períodos experimentais.   

 

4.1.5. Coleta de materiais biológicos   

 

Após a eutanásia, foi coletado sangue (punção cardíaca e/ou do arco aórtico) de 

todos os animais. O sangue foi centrifugado (3000 rpm x 20 minutos a 4º C) para a 

obtenção do plasma que foi congelado a -20º C para às análises de T, fosfatase 

alcalina e glicose com kits comerciais específicos. 

Após a eutanásia, foi realizada uma incisão na parede abdominal de todas as ratas 

para a coleta dos ovários. Os mesmos foram pesados e fixados em solução de 

formaldeído 4% (preparada a partir do paraformaldeído) em tampão fosfato de sódio 

0,1M, pH 7,2, à temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, os ovários foram 

lavados em água corrente por 2 horas, desidratados em graduações crescentes de 

álcool (70º, 80º, 90º e 100º GL), diafanizados em xilol, infiltrados e incluídos em 

parafina.  

Para análise morfológica em microscopia de luz, visando a comprovação da 

formação de cistos ovarianos, cortes histológicos seriados de 5 micras de espessura 

foram obtidos e corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As lâminas foram 

confeccionadas no Instituto de Biociências da Universidade Estadual Paulista, 

UNESP, Botucatu. 

 

4.1.6. Índice Gonadossomático - IGS  

 

Imediatamente antes da eutanásia foram mensuradas as massas corpóreas dos 

animais e posteriormente dos ovários, após a retirada e limpeza dos tecidos 

adjacentes dos mesmos. Os valores obtidos foram utilizados para a determinação do 

índice gonadossomático: [(massa dos ovários/massa corpórea) x100]. 
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4.1.7. Dosagem plasmática de Testosterona 
 

A dosagem plasmática de testosterona foi realizada com kit comercial de 

radioimunoensaio (RIE) com duplo anticorpo. Os limites inferiores para as detecções 

de T foram 5,0 ng/mL. A variação do coeficiente intra-ensaio foi de 4%. As dosagens 

foram realizadas no Laboratório da Profa. Dra. Janete Aparecida Anselmo-Franci, na 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto. 

  

4.1.8. Dosagem da Glicose plasmática 
 

Para a dosagem da glicose plasmática, foi utilizado um monitor de glicemia da 

marca Accu-Chek® Performa, seguindo as instruções do fabricante. As tiras de teste 

utilizadas foram específicas para o modelo do aparelho. Uma gota de sangue obtida 

da punção cardíaca ou do arco aórtico imediatamente após a eutanásia foi utilizada 

para o teste. O sangue foi adicionado à tira de teste que foi inserida no aparelho para 

a mensurar a glicemia.  

 

4.1.9. Dosagem da Insulina plasmática  

 

A dosagem plasmática da insulina foi realizada com kit comercial ELISA (insulina – 

Millipore), seguindo instruções do fabricante. A leitura da placa foi realizada no 

Departamento de Fisiologia e Patologia, no Laboratório da Profa. Dra. Débora Simões 

de Almeida Colombari, na Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual 

Paulista – UNESP – Araraquara. 

 

4.2. Experimentos in vitro 

4.2.1. Obtenção das CTM e diferenciação em osteoblastos    

Após a eutanásia, os fêmures esquerdos das ratas dos grupos Controle e 

experimentais foram removidos, dissecados e transferidos para tubos Falcon 
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contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), 

suplementado com fungizona, penicilina e estreptomicina. Em ambiente estéril 

(fluxo laminar), as epífises dos fêmures foram retiradas e foi realizada a lavagem 

(flushing) da medula com meio de cultura para obtenção das CTM. As células 

foram acondicionadas em garrafas de cultura de 100 mL. Foi feito um “pool” de 

células obtidas dos animais Controle e tratados e as mesmas foram mantidas 

em diferentes garrafas (C, S, L e SL) em estufa a 37º C, 5% CO2 e 95% de ar 

atmosférico. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas até que as células 

atingissem confluência de 70-80%. 

A diferenciação das CTM em osteoblastos foi induzida com meio de 

diferenciação osteogênico (ácido ascórbico, 𝛽-glicerofosfato e dexametasona) 

(Maniatopoulos et al., 1988), adicionado ao meio controle (DMEM, suplementado 

com glicose, insulina, NaHCO3, L-glutamina, 10% de soro fetal bovino, 

fungizona, penicilina e estreptomicina). As células foram cultivadas (em 

triplicatas) em placas de 48 poços, na densidade inicial de 1 x 103 

células/poço/200 µL de meio, em estufa (37º C; 5% CO2 e 95% de ar 

atmosférico), em períodos experimentais de 7 e 14 dias a partir da adição do 

meio osteogênico, na ausência e na presença de T, nas concentrações de 10-³ 

M e 10-⁹ M. Tais concentrações de T mimetizam níveis plasmáticos normais e 

elevados, respectivamente. Os níveis elevados do esteroide mimetizam as 

concentrações plasmáticas na SOP.  O dia zero foi considerado o dia em que as 

células foram semeadas nas placas, na presença do meio de diferenciação 

osteogênico. O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas, alicotado e 

congelado (-20º C) para posteriores análises de fosfatase alcalina. 

 

4.2.2. Contagem celular, viabilidade celular e formação de nódulos de 

mineralização  

Ao final dos períodos experimentais in vitro (7 e 14 dias), a contagem 

celular foi realizada com contador celular Bio-Rad TC20. A viabilidade celular 

foi realizada por ensaio colorimétrico MTT brometo de {[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio]}, um sal que é reduzido por proteinases mitocondriais, ativas 

apenas em células viáveis. Alíquotas de MTT (100 µL – 0,5 mg/mL) foram 
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adicionadas aos poços das placas de culturas celulares que foram incubadas por 

4 h. Após esse período, as culturas foram lavadas com tampão fosfato salina 

(PBS) e foi adicionado 1 mL de solução de isopropanol ácido em cada poço para 

a solubilização completa do precipitado formado. Alíquotas de 50 µL foram 

retiradas dos poços e transferidas para placa de 96 poços para medida 

colorimétrica em espectrofotômetro (570 nm) (Mosmann, 1983). 

 Para as análises da formação dos nódulos de mineralização, ao final de 

cada período de cultura (7 e 14 dias) os poços tiveram seus respectivos meios 

de cultura retirados, foram lavados com PBS gelado e preenchidos com 

formaldeído a 10% (v/v) por 30 minutos. Após a espera, os poços foram lavados 

com água deionizada, sendo adicionado 1 mL da solução de Vermelho de 

Alizarina (Alizarin Red), que cora em vermelho áreas de mineralização ricas em 

Ca2+. Os poços contendo solução de Alizarina passaram por uma nova lavagem 

com água deionizada e, após sua secagem em temperatura ambiente, foi 

acrescentado 450 µL da solução de ácido acético a 10% (v/v) e as placas foram 

mantidas em agitação por 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado 150 µL de 

NH4OH a 10% em todos os poços. Em seguida, 50 µL de cada poço foi 

transferido para poços de microplacas (96 poços) para medida colorimétrica em 

leitor de microplacas em comprimento de ondas de 405 nm. A quantificação da 

mineralização foi realizada de acordo com o método descrito por Gregory (2004). 

 

4.2.3. Fosfatase alcalina   

Os meios de culturas coletados a cada 72 horas durante os períodos 

experimentais (item 4.2.1) foram utilizados para as dosagens de fosfatase 

alcalina, utilizando kit comercial (Labest), seguindo as descrições do fabricante. 

O princípio do kit envolve a liberação de timolftaleína e fosfato inorgânico a partir 

de p-timolftaleína monofosfato, reação da qual participa a enzima fosfatase 

alcalina. 
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4.3. Análise Estatística  

 

As análises estatísticas foram realizadas por meio de teste paramétrico ou não-

paramétrico, para dados independentes e mais de duas amostras (ANOVA), seguido 

de teste Fisher para comparações das médias. O nível de significância estatística 

estabelecido foi de 5%. 

 

5 – Resultados 

5.1. Resultados in vivo 
 

Os resultados in vivo serão apresentados de acordo com as variáveis 

analisadas para cada tempo experimental. 
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Figura 1 – Variação do ciclo estral das ratas (em porcentagem) para todos os tratamentos nos tempos 

de 30 dias (A), 45 dias (B) e 60 dias (C) após a indução à SOP. 

 

 

As variações dos ciclos estrais das ratas de todos os grupos experimentais 

podem ser observadas na figura 1. Nota-se que para os grupos controle de todos 

os tempos experimentais, 30 dias (Fig. 1A), 45 dias (Fig. 1B) e 60 dias (Fig. 1C), 

os ciclos apresentaram fases em porcentagens semelhantes. Contudo, em todos 

os tratamentos, para os 3 tempos experimentais, observa-se variações nas fases 

dos ciclos estrais em relação aos grupos controle. 



27 
 

No tempo experimental de 30 dias, o grupo Controle esteve em fase de 

Proestro e Estro em 24% do tempo, em Metaestro por 11% e Diestro por 42% 

do tempo experimental. O grupo SOP apresentou-se em Proesto por 43% do 

tempo, em Estro por 33%, em Metaestro por 13% e em  Diestro por 11% do 

tempo de experimentação. O grupo Laser apresentou-se em 36% do tempo em 

fase de Proestro, 49% em Estro, 8% em Metaestro e 7% em Diestro. Por fim, o 

grupo SOP/Laser esteve em 40% do tempo em fase de Proestro, 35% em Estro, 

4% em Metaestro e 21% em Diestro. 

Para os animais do grupo 45 dias, o grupo Controle esteve 25% do tempo em 

fase Proestro, 25% em Estro, 5% em Metaestro e 44% em Diestro. O grupo SOP 

apresentou 55% do tempo em fase de Proestro, 26% em Estro, 6% em Metaestro 

e 13% em Diestro. No grupo Laser, as ratas estiveram em Proestro por 33% do 

tempo, em Estro por 29%, em Metaestro por 4% e em Diestro por 28% do tempo. 

O grupo SOP/Laser apresentou 39% do tempo em Proestro, 26% em Estro, 7% 

em Metaestro e 28% em Diestro. 

No tempo experimental de 60 dias, o grupo Controle este em fase de Proestro 

por 24% do tempo, em Estro por 30%, em Metaestro por 9% e em Diestro por 

37% do tempo. O grupo SOP apresentou-se por 26% do tempo em fase de 

Proestro, 42% em Estro, 10% em Metaestro e 21% em Diestro. As ratas do grupo 

Laser permaneceram em fase de Proestro por 40% do tempo, em Estro por 30%, 

em Metaestro por 4% e em Diestro por 27% do tempo experimental. Já no grupo 

SOP/Laser, as ratas estiveram 41% do tempo em fase de Proestro, 22% em 

Estro, 8% em Metaestro e 29% em Diestro. 
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Figura 2 – Ganho de massa corporal (g) das ratas dos grupos controle, SOP, Laser e SOP/Laser para 

os tempos 30 dias (A), 45 dias (B) e 60 dias (C). Os dados são apresentados como média ± DPM (n=5). 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos no intervalo de tempo -17 a 0 dias. 

Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos no intervalo de tempo 0-30 dias. 

# indica diferença entre os tratamentos no intervalo de tempo 30-45 dias. † indica diferença entre os 

tratamentos no intervalo de tempo 45-60 dias. * indica diferença dos intervalos de tempo em cada 

tratamento. p<0,05. 
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A figura 2 demonstra a média de ganho de massa corporal dos animais para todos 

os tratamentos nos tempos de 30 (A), 45 (B) e 60 (C) dias. As análises foram 

realizadas em períodos de tempo: antes da indução à SOP (-17 a 0), 30 dias após a 

indução (0 - 30), entre trinta e quarenta e cinco dias após a indução (30 - 45) e entre 

quarenta e cinco e sessenta dias após a indução à SOP (45 - 60). De acordo com a 

figura 2, nota-se que, com exceção dos grupos SOP 45 dias (437,2 ± 40,1 g) (Fig. 2B) 

e SOP 60 dias (446,0 ± 22,7 g) (Fig. 2C), todos os demais grupos apresentaram 

redução média do ganho de massa corporal após a indução à SOP. Além disso, para 

todos os três tempos experimentais, os grupos SOP apresentaram o maior ganho 

médio de massa corporal entre o período de 0 a 30 dias após a indução à síndrome. 

Por fim, para os grupos SOP nos tempos experimentais de 45 dias, período entre 30 

e 45 dias (Fig. 2B) e 60 dias, período entre 45 e 60 dias (Fig. 2C), observa-se que 

houve perda de massa corporal. Tal redução foi influenciada de maneira dual pelo 

tratamento com laser, ou seja, acentuada no grupo SOP/Laser 45 (373,6 ± 27,4 g) e 

revertida no grupo SOP/Laser 60 (353,2 ± 12,2 g). 

 

Figura 3 – Massa dos ovários (mg) das ratas dos grupos controle, SOP, Laser e SOP/Laser ao longo 

do período experimental (30, 45 e 60 dias). Os dados são apresentados como média ± DPM (n=5). * 

indica diferença entre os tempos no mesmo tratamento. # indica diferença entre os tratamentos no 

mesmo tempo (45 dias). p<0,05. 
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A figura 3 demonstra a variação média da massa ovariana entre os tratamentos e 

os tempos experimentais. Pode-se observar, no grupo controle, que houve diferença 

estatística significativa entre os tempos 30 (0,06500 ± 0,00851 mg) e 60 dias (0,04145 

± 0,01890 mg), sendo maior para o tempo 30 dias. No grupo SOP, houve diferença 

significante entre os tempos 30 dias (0,0738 ± 0,0361 mg) e 45 dias (0,04261 ± 

0,01608 mg) e também entre os tempos 30 dias (0,0738 ± 0,0361 mg) e 60 dias 

(0,04188 ± 1424 mg). Para ambas comparações, a massa ovariana foi maior no tempo 

30 dias. Para o grupo que recebeu as aplicações com o laser, houve diferença 

significativa entre os tempos de 30 (0,06746 ± 0,01585 mg) e 45 dias (0,04354 ± 

0,00609 mg), com maior massa ovariana observada no tempo 30 dias. No grupo 

SOP/Laser houve diferença estatística significativa entre os tempos 30 dias (0,0730 ± 

0,0265 mg) e 45 dias (0,03020 ± 0,00607 mg) e entre os tempos 30 dias (0,0730 ± 

0,0265 mg) e 60 dias (0,03856 ± 0,00774 mg). Em ambas as comparações a maior 

massa foi observada no tempo 30 dias. A diferença estatística entre os tratamentos 

foi significativa apenas para o tempo 45 dias. Nota-se o grupo SOP/Laser com a menor 

massa ovariana. 

 

Figura 4 – Índice gonadossomático (IGS (%)) das ratas dos grupos controle, SOP, Laser e SOP/Laser 

ao longo do período experimental (30, 45 e 60 dias). Os dados são apresentados como média ± DPM 

(n=5). * indica diferença entre os tempos no mesmo tratamento. # indica diferença entre os tratamentos 

no mesmo tempo (45 dias). p<0,05. 
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Observa-se na figura 4 a variação média do IGS para os tempos e tratamentos 

experimentais. No grupo controle, pode-se observar que houve diferença estatística 

significativa entre os tempos 30 e 60 dias, sendo o IGS maior no tempo 30 dias. No 

grupo SOP houve diferença entre os tempos 30 dias (0,01582 ± 0,001379 %) e 45 

dias (0,00958 ± 0,00279 %) e também houve diferença entre os tempos 30 dias 

(0,01582 ± 0,001379 %) e 60 dias (0,00946 ± 0,00334 %). Em ambas as comparações 

o IGS foi maior no tempo 30 dias. Para o grupo Laser, nota-se diferença estatística 

significativa entre os tempos 30 (0,01626 ± 0,00392 %) e 45 dias (0,010467 ± 

0,001244 %), sendo maior para tempo 30 dias. No grupo SOP/Laser, houve diferença 

significante entre os tempos 30 (0,01936 ± 0,00605 %) e 45 dias (0,008095 ± 0,001648 

%) e entre os tempos 30 (0,01936 ± 0,00605 %) e 60 dias (0,01097 ± 0,00253 %). Em 

ambas as comparações, o tempo 30 dias apresenta maior IGS. A diferença estatística 

significativa entre os tratamentos foi observada somente no tempo 45 dias, onde o 

grupo SOP/Laser apresentou o menor IGS. 

 

Figura 5 – Glicemia (mg/dL) das ratas dos grupos controle, SOP, Laser e SOP/Laser ao longo do 

período experimental (30, 45 e 60 dias). Os dados são apresentados como média ± DPM (n=5). * indica 

diferença entre os tempos no mesmo tratamento. Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre 

os tratamentos no mesmo tempo (60 dias). # indica diferença entre os tratamentos no mesmo tempo 

(30 dias). p<0,05. 
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As variações médias da glicemia dos animais entre os tempos e os tratamentos 

experimentais estão apresentadas na figura 5. Pode-se observar que houve diferença 

estatística significativa no grupo controle entre os tempos 30 dias (260,2 ± 37,0 mg/dL) 

e 45 dias (171,0 ± 42,9 mg/dL) e também entre os tempos de 30 dias (260,2 ± 37,0 

mg/dL) e 60 dias (160,6 ± 42,3 mg/dL), sendo a maior glicemia para o tempo 30 dias, 

em ambas as comparações. No grupo SOP houve diferença significante entre os 

tempos 30 dias (186,2 ± 79,7 mg/dL) e 60 dias (139,4 ± 32,4 mg/dL), com maior 

glicemia para o tempo 30 dias. Para o grupo Laser, a diferença significativa foi maior 

no tempo 60 dias (191,4 ± 71,3 mg/dL) comparada ao grupo 45 dias (132,8 ± 19,98 

mg/dL). Quando comparado os efeitos dos tratamentos no mesmo tempo, todos os 

tratamentos diminuíram significativamente a glicemia em relação ao grupo controle no 

tempo 30 dias (260,2 ± 37,0 mg/dL). Para o tempo 60 dias, o grupo Laser (191,4 ± 

71,3 mg/dL) apresentou a maior glicemia, comparado aos grupos SOP (139,4 ± 32,4 

mg/dL) e SOP/Laser (137,00 ± 12,63 mg/dL), que não diferiram entre si. 

Figura 6 – Concentrações plasmáticas de insulina (ng/mL) das ratas dos grupos controle, SOP, Laser, 
SOP/Laser, ao final dos tempos experimentais: 30, 45 e 60 dias. Os dados são apresentados como 
média ± DPM (n=5). Letras minúsculas diferentes indicam diferença no mesmo tempo entre os 
tratamentos. * indica diferença entre os tempos no mesmo tratamento. p<0,05. 
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A figura 6 apresenta os resultados das variações plasmáticas de insulina dos 

animais sacrificados após 30, 45 e 60 dias do início dos tratamentos. Observa-se que, 

todos os tratamentos influenciaram significativamente nas variações plasmáticas da 

insulina em relação ao grupo Controle. Aos 30 dias, todos os grupos tiveram 

concentrações menores de insulina em relação ao grupo controle (1,3024 ± 0,1745 

ng/mL), e o grupo SOP/Laser (0,0798 ± 0,01607 ng/mL) obteve o menor valor. O grupo 

Controle 45 dias (0,856 ± 0,0631 ng/mL) apresentou a maior concentração plasmática 

do hormônio e a menor concentração plasmática foi observada no grupo SOP 45 dias 

(0,304 ± 0,0241 ng/mL). A insulinemia do tratamento 60 dias foi reduzida no grupo 

SOP/Laser (0,03 ± 0,0057 ng/mL) e apresentou maior média no grupo Laser (0,4994 

± 0,0744 ng/mL), ambos em relação ao grupo Controle (0,2486 ± 0,01383 ng/mL). Na 

comparação dos efeitos dos tempos no mesmo tratamento, observa-se redução da 

insulinemia ao longo do tempo para o grupo Controle (30 dias = 1,3024 ± 0,1745 

ng/mL; 45 dias = 0,856 ± 0,0631 ng/mL e 60 dias = 0,2486 ± 0,0138 ng/mL) e para o 

grupo SOP (30 dias = 0,6396 ± 0,0453 ng/mL; 45 dias = 0,304 ± 0,0241 ng/mL e 60 

dias = 1,075 ± 0,412 ng/mL). Para o tratamento Laser, a maior concentração de 

insulina foi observada no tempo 30 dias (0,6524 ± 0,0281 ng/mL) e a menor no tempo 

45 dias (0,0424 ± 0,0513 ng/mL). Por fim, para o tratamento SOP/Laser, a maior 

concentração do hormônio foi observada no tempo 45 dias (0,3338 ± 0,0573 ng/mL) 

e a menor concentração no tempo 60 dias (0,03 ± 0,0057 ng/mL). 
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Figura 7 – Testosterona plasmática (ng/mL) das ratas dos grupos controle, SOP, Laser e SOP/Laser 

ao longo do período experimental (30, 45 e 60 dias). Os dados são apresentados como média ± DPM 

(n=5). * indica diferença entre os tempos no mesmo tratamento. Letras minúsculas diferentes indicam 

diferença entre os tratamentos no mesmo tempo (60 dias). p<0,05. 

 

 

 

A figura 7 mostra as variações plasmáticas de testosterona entre os animais para 

os tempos e tratamentos estudados. Pode-se observar que houve diferença estatística 

significativa no grupo SOP entre os tempos 30 (0,01568 ± 0,00869 ng/mL) e 60 (1,075 

± 0,612 ng/mL) dias e também entre os tempos 45 (0,0491 ± 0,0465 ng/mL) e 60 

(1,075 ± 0,612 ng/mL) dias. Para ambas as comparações, a maior concentração de T 

foi observada no tempo 60 dias. Variação semelhante foi observada no grupo 

SOP/Laser. Houve diferença estatística significativa entre os tempos 30 (0,04172 ± 

0,0187 ng/mL) e 60 (0,2653 ± 0,1706 ng/mL) dias e também entre os tempos 45 

(0,04136 ± 0,0166 ng/mL) e 60 (0,2653 ± 0,1706 ng/mL) dias, sendo a maior média 

de T para o tempo 60 dias. Quando comparado os efeitos dos tratamentos no mesmo 

tempo, observa-se diferença significante apenas para o tempo 60 dias, com maior 

média para o grupo SOP (1,075 ± 0,612 ng/mL) e a menor para o grupo Laser (0,0836 

± 0,0444 ng/mL). 
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Figura 8 – Fotomicrografias dos cortes histológicos representativos dos ovários das ratas após 30 dias 
de experimentos. A-B – controle; C-D – SOP; E-F – Laser; G-H – SOP/Laser. Setas vermelhas indicam 
folículos. CL – Corpos lúteos. Hematoxilina-Eosina. Aumento de 10x. 
 

 

A figura 8 apresenta as fotomicrografias dos ovários das ratas sacrificadas após 

30 dias do início dos experimentos. Nota-se a presença de folículos em diversos 

estágios de desenvolvimento e de corpos lúteos para todos os tratamentos propostos 

e para o grupo Controle. 
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Figura 9– Fotomicrografias dos cortes histológicos representativos dos ovários das ratas após 45 dias 
de experimentos. A-B – controle; C-D – SOP; E-F – Laser; G-H – SOP/Laser. Setas vermelhas indicam 
folículos. CL - Corpos lúteos. C – Cistos foliculares. Hematoxilina-Eosina. Aumento de 10x. 

 

 

A figura 9 mostra as fotomicrografias representativas dos ovários das ratas 

após 45 dias do início dos tratamentos. Nota-se maior quantidade de cistos foliculares 

nos ovários das ratas do grupo SOP (Fig. 9 C-D) comparado com os demais grupos. 

Nos animais do grupo Laser (Fig. 9 E-F) observa-se menos cistos foliculares e nota-

se a presença de folículos e corpos lúteos. No grupo SOP/Laser (Fig. 9 G-H) nota-se 

a presença de cistos; contudo, também é possível observar a presença de folículos 

ovarianos. Os ovários do grupo Controle (Fig. 9 A-B) não apresentam cistos.  
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Figura 10 – Fotomicrografias dos cortes histológicos representativos dos ovários das ratas após 60 
dias de experimentos. A-B – controle; C-D – SOP; E-F – Laser; G-H – SOP/Laser. Setas vermelhas 
indicam folículos. CL – Corpos lúteos. C – Cistos foliculares. Hematoxilina-Eosina. Aumento de 10x. 

 

 

Observa-se na figura 10 as fotomicrografias indicando os ovários das ratas 

após 60 dias de experimento. Nota-se que o grupo Controle apresenta folículos, 

corpos lúteos e ausência de cistos foliculares (Fig. 10 A-B). Nota-se a presença de 

cistos foliculares nos ovários das ratas do grupo SOP (Fig. 10 C-D). Os ovários dos 

animais submetidos à FBM (grupo Laser) não apresentam cistos, apenas folículos e 

corpos lúteos (Fig. 10 E-F), assim como os ovários induzidos à SOP e submetidos ao 

laser (grupo SOP/Laser) apresentam cistos; contudo, também há presença de 

folículos e corpos lúteos (Fig. 10 G-H). 



38 
 

5.2. Resultados in vitro 
 

Os resultados serão apresentados da seguinte forma: as diferenças das 

variáveis por tempo de experimento in vivo (30, 45 e 60 dias), para cada grupo 

experimental in vivo (Controle, SOP, Laser e SOP/Laser) em cada tempo de cultura 

in vitro (7 e 14 dias). 

 

Tabela 2 - Contagem de células tronco mesenquimais obtidas de medula óssea de ratas após 30, 45 
e 60 dias de indução à SOP, tratadas com laser e, posteriormente, cultivadas por 10 dias in vitro. Os 
resultados são apresentados em média ± DPM. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças entre 
os tratamentos no mesmo tempo. * indica diferenças entre os tempos para o mesmo tratamento. 
p<0,05. 

 

TRATAMENTOS 30 DIAS 45 DIAS 60 DIAS 

Controle 132.250 ± 3.890 b 1.600.100 ± 14.000 a * 1.480.000 ± 84.500 a 

SOP 13.400 ± 849 d 691.600 ± 16.400 b 1.238.000 ± 232.000 b * 

Laser 205.000 ± 7.070 a 558.000 ± 56.600 c 829.000 ± 24.000 c * 

SOP/Laser 29.750 ± 2.890 c 736.700 ± 34.400 b * 305.000 ± 10.100 d 

 

Ao final de cada período experimental in vivo, os fêmures foram retirados, limpos 

e as células tronco mesenquimais da medula foram obtidas. Observa-se na tabela 2 

a variação média do número de células tronco mesenquimais após 10 dias de cultura 

in vitro, antes do plaqueamento, para todos os tratamentos e os tempos experimentais 

in vivo.  

Em relação ao efeito tempo para o mesmo tratamento: o grupo Controle 45 dias 

apresentou a maior média (1.600.100 ± 14.000 células). Para os grupos SOP 

(1.238.000 ± 232.000 células) e Laser (829.000 ± 24.000 células) nota-se maiores 

médias aos 60 dias. O grupo SOP/Laser apresentou maior média no tempo 45 dias 

(558.000 ± 56.600 células).  

Em relação ao efeito tratamento no mesmo tempo: nota-se que para o tempo 30 

dias a maior média foi para o grupo Laser (205.000 ± 7.070 células) e a menor média 

foi para o grupo SOP (13.400 ± 849 células), havendo diferenças significantes entre 

os tratamentos e o grupo Controle (132.250 ± 3.890 células). Para os tratamentos no 

tempo 45 dias, a maior média foi para o grupo Controle (1.600.100 ± 14.000 células) 

e a menor média para o grupo Laser (558.000 ± 56.600 células). Já os tratamentos no 
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tempo 60 dias, a maior média foi para o grupo Controle (1.480.000 ± 84.500 células) 

e a menor média para o grupo SOP/Laser (305.000 ± 10.100 células). 

 

Resultados in vitro para o tempo de 30 dias in vivo. 

 

Figura 11 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na ausência de testosterona. As variáveis são referentes 
ao tempo 30 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM (n=3). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 

 

A figura 11 mostra os resultados para 7 e 14 dias de cultura no tempo de 30 dias 

in vivo, na ausência de testosterona.  

Contagem celular: 7 dias de cultura: maior contagem para o grupo Controle 

(1.407.000 ± 2.000 células) e menor contagem para o grupo SOP (385.000 ± 7.000 

células (Fig.11A). 14 dias de cultura: maior contagem celular para o grupo SOP/Laser 

(1.487.000 ± 12.000 células) e a menor contagem foi observada no grupo SOP 
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(550.000 ± 16.000 células), ambos também em relação ao Controle (1.052.000 ± 

67.000 células) (Fig.11E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: maior viabilidade para o grupo SOP (0,223 

± 0,0183) e a menor média foi observada para o grupo Laser (0,15367 ± 0,00907), 

ambos em relação ao grupo Controle (0,20467 ± 0,01537) (Fig.11B). 14 dias de 

cultura: a maior média foi observada para o grupo Controle (0,23967 ± 0,01644) e a 

menor para o grupo Laser (0,18233 ± 0,00869) (Fig.11F). 

Mineralização: 7 dias de cultura: todos os tratamentos reduziram a 

mineralização em relação ao grupo Controle (0,3607 ± 0,0176), sendo a menor média 

para o grupo SOP/Laser (0,24567 ± 0,01457) (Fig.11C). 14 dias de cultura: também 

foi observada redução da mineralização em todos os tratamentos comparados ao 

grupo Controle (0,372 ± 0,0187), com a menor média para o grupo SOP/Laser (0,242 

± 0,013) (Fig.11G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: não houve diferenças significantes entre 

os tratamentos (Fig.11D). 14 dias de cultura: a maior concentração média de 

fosfatase foi observada no grupo Controle (52,66 ± 3,75 UI) e a menor média foi 

observada no grupo SOP/Laser (12,165 ± 0,715 UI) (Fig.11H). 
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Figura 12 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na presença de 10⁻³ M de testosterona. As variáveis são 
referentes ao tempo 30 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM 
(n=3). Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 

 

Quando as células foram desafiadas com 10⁻³ M de testosterona, observou-se: 

Contagem celular: 7 dias de cultura: a maior contagem celular foi observada 

para o grupo Controle (4.143.000 ± 58.000 células) e a menor contagem para o grupo 

SOP/Laser (465.000 ± 22.000 células) (Fig.12A). 14 dias de cultura: maior contagem 

celular para o grupo Controle (1.470.000 ± 51.000 células) e a menor contagem foi 

observada no grupo SOP/Laser (177.000 ± 4.000 células) (Fig.12E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: maior viabilidade para o grupo Controle 

(0,231± 0,00361) e a menor média foi observada para o grupo Laser (0,16933 ± 

0,00208) (Fig.12B). 14 dias de cultura: a maior média foi observada para o grupo 

Controle (0,269 ± 0,00624) e a menor para o grupo Laser (0,19133 ± 0,00115) 

(Fig.12F). 
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Mineralização: 7 dias de cultura: todos os tratamentos reduziram a 

mineralização em relação ao grupo Controle (0,375 ± 0,00608), sendo a menor média 

para o grupo SOP/Laser (0,24267 ± 0,00404) (Fig.12C). 14 dias de cultura: também 

foi observada redução da mineralização em todos os tratamentos comparados ao 

grupo Controle (0,3767 ± 0,03), com a menor média também para o grupo SOP/Laser 

(0,23433 ± 0,00987) (Fig.12G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: todos os tratamentos diminuíram as 

concentrações de fosfatase em relação ao grupo Controle (36,62 ± 1,404 UI), sem 

diferenças entre si (Fig.12D). 14 dias de cultura: a maior concentração média de 

fosfatase foi observada no grupo Controle (60,28 ± 16,37 UI) e a menor média foi 

observada no grupo Laser (14,399 ± 0,487 UI) (Fig.12H). 

 

Figura 13 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na presença de 10⁻⁹ M de testosterona. As variáveis são 
referentes ao tempo 30 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM 
(n=3). Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 
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Quando se adicionou testosterona na concentração 10⁻⁹ M, observou-se: 

Contagem celular: 7 dias de cultura: a maior contagem foi observada no grupo 

Controle (3.568.000 ± 100.000 células) e menor contagem para o grupo SOP (189.000 

± 8.000 células) (Fig.13A). 14 dias de cultura: maior contagem celular para o grupo 

Controle (1.271.000 ± 29.000 células) e a menor contagem foi observada no grupo 

SOP (523.000 ± 5.000 células) (Fig.13E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: maior viabilidade observada no grupo 

Controle (0,25467 ± 0,00462) e a menor média foi observada para o grupo Laser 

(0,18633 ± 0,00231) (Fig.13B). 14 dias de cultura: a maior média foi observada para 

o grupo Controle (0,30967 ± 0,00513) e a menor para o grupo Laser (0,222 ± 0,004) 

(Fig.13F). 

Mineralização: 7 dias de cultura: todos os tratamentos reduziram a 

mineralização em relação ao grupo Controle (0,42467 ± 0,00404), sendo a menor 

média para o grupo SOP/Laser (0,23967 ± 0,00115) (Fig.13C). 14 dias de cultura: 

também foi observada redução da mineralização em todos os tratamentos 

comparados ao grupo Controle (0,3933 ± 0,0266), com a menor média para o grupo 

SOP/Laser (0,24133 ± 0,01115) (Fig.13G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: a maior média foi observada no grupo 

Controle (22,22 ± 8,22 UI), a menor média para fosfatase foi observada no grupo SOP 

(9,43 ± 0,438 UI) (Fig.13D). 14 dias de cultura: a maior concentração média de 

fosfatase foi observada no grupo SOP/Laser (34,18 ± 2,54 UI) e a menor média foi 

observada no grupo SOP (17,591 ± 0,417 UI) (Fig.13H). 

 

Resultados in vitro para o tempo de 45 dias in vivo. 

 

Para as culturas realizadas na ausência de testosterona, observou-se: 

 

 



44 
 

Figura 14 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na ausência de testosterona. As variáveis são referentes 
ao tempo 45 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM (n=3). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 

 

 

Contagem celular: 7 dias de cultura: a maior contagem foi observada no grupo 

Controle (349.000 ± 35,000 células) e a menor contagem foi observada no grupo 

SOP/Laser (131.000 ± 2.000 células) (Fig.14A). 14 dias de cultura: maior contagem 

celular para o grupo Laser (1.743.000 ± 117.000 células) e a menor contagem foi 

observada no grupo SOP (67.000 ± 3.000 células) (Fig.14E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: a viabilidade foi reduzida somente no 

grupo SOP/Laser (0,17933 ± 0,0075) em relação a todos os grupos, inclusive o 

Controle (0,223 ± 0,0191) (Fig.14B). 14 dias de cultura: a maior média foi observada 

para o grupo Laser (0,409 ± 0,0142) e a menor para o grupo SOP/Laser (0,3773 ± 

0,008) (Fig.14F). 

Mineralização: 7 dias de cultura: todos os tratamentos reduziram a 

mineralização em relação ao grupo Controle (0,34167 ± 0,0172), sendo a menor média 

para o grupo SOP/Laser (0,212 ± 0,0095) (Fig.14C). 14 dias de cultura: também foi 
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observada redução da mineralização em todos os tratamentos comparados ao grupo 

Controle (0,3673 ± 0,0176), com a menor média para o grupo SOP/Laser (0,2443 ± 

0,0081) (Fig.14G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: todos os grupos apresentaram maiores 

concentrações de fosfatase em relação ao grupo Controle (12,187 ± 0,764 UI), a maior 

média foi observada no grupo Laser (44,36 ± 4,29 UI) (Fig.14D). 14 dias de cultura: 

a maior concentração média de fosfatase foi observada no grupo SOP/Laser (54,6 ± 

15,01 UI) e a menor média foi observada no grupo Laser (14,25 ± 2,08 UI) (Fig.14H). 

 

Figura 15 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na presença de 10⁻³ M de testosterona. As variáveis são 
referentes ao tempo 45 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM 
(n=3). Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 
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Quando se adicionou testosterona na concentração 10⁻³ M nas culturas de 

osteoblastos, nota-se: 

Contagem celular: 7 dias de cultura: a maior contagem foi observada no grupo 

SOP (612.000 ± 12.000 células) e a menor contagem foi observada no grupo Controle 

(402.000 ± 8.000 células) (Fig.15A). 14 dias de cultura: maior contagem celular para 

o grupo SOP (2.262.000 ± 562.000 células) e a menor contagem foi observada no 

grupo SOP/Laser (1.495.000 ± 32.000 células) (Fig.15E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: a viabilidade foi maior no grupo 

SOP/Laser (0,4173 ± 0,0242), que não diferiu significativamente do grupo Controle 

(0,382 ± 0,011). A menor viabilidade foi observada no grupo SOP (0,323 ± 0,0121) 

(Fig.15B). 14 dias de cultura: a maior média foi observada para o grupo SOP/Laser 

(0,5057 ± 0,0277) e a menor média para o grupo Laser (3,3287 ± 0,0095) (Fig.15F). 

Mineralização: 7 dias de cultura: a maior média foi observada no grupo Laser 

(0,236 ± 0,0173) e a menor média foi observada no grupo SOP (0,188 ± 0,0056) 

(Fig.15C). 14 dias de cultura: mineralização muito semelhante ao tempo de 7 dias 

de cultura, a maior média foi observada no grupo Laser (0,2763 ± 0,0215) e a menor 

média foi observada no grupo SOP (0,22 ± 0,004) (Fig.15G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: a maior média foi observada no grupo 

Laser (76,56 ± 3,92 UI) e a menor média foi observada no grupo SOP/Laser (23,33 ± 

4,75 UI) (Fig.15D). 14 dias de cultura: a maior concentração média de fosfatase foi 

observada no grupo Laser (50,19 ± 10,08 UI) e a menor média foi observada no grupo 

SOP/Laser (13,676 ± 0,253 UI) (Fig.15H). 
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Figura 16 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na presença de 10⁻⁹ M de testosterona. As variáveis são 
referentes ao tempo 45 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM 
(n=3). Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 

 

 

Após a adição de testosterona na concentração 10⁻⁹ M nas culturas de células: 

Contagem celular: 7 dias de cultura: a maior contagem foi observada no grupo 

Controle (176.000 ± 13.000 células) e a menor contagem foi observada no grupo 

SOP/Laser (85.000 ± 4.000 células) (Fig.16A). 14 dias de cultura: todos os grupos 

tiveram maior contagem celular que o grupo Controle (374.000 ± 35.000 células), 

sendo que a maior média foi observada no grupo Laser (2.732.000 ± 118.000 células) 

(Fig.16E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: em relação ao grupo Controle (0,39 ± 

0,0035), a viabilidade foi reduzida em todos os grupos, sendo menor no grupo Laser 

(0,2623 ± 0,0021) (Fig.16B). 14 dias de cultura: semelhante à cultura de 7 dias, em 

relação ao grupo Controle (0,45 ± 0,0062), a viabilidade foi reduzida em todos os 

grupos, sendo menor no grupo SOP/Laser (0,332 ± 0,0139) (Fig.16F). 
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Mineralização: 7 dias de cultura: a maior média foi observada no grupo Controle 

(0,342 ± 0,0244) e a menor média foi observada no grupo SOP/Laser (0,209 ± 0,0027) 

(Fig.16C). 14 dias de cultura: mineralização muito semelhante ao tempo de 7 dias 

de cultura, a maior média foi observada no grupo Controle (0,386 ± 0,0267) e a menor 

média foi observada no grupo SOP/Laser (0,2463 ± 0,0025) (Fig.16G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: a maior média foi observada no grupo 

Laser (39,15 ± 9,18 UI) e a menor média foi observada no grupo SOP/Laser (19,494 

± 1,097 UI) (Fig.16D). 14 dias de cultura: Não houve diferenças significantes entre 

os grupos. 

 

Resultados in vitro para o tempo de 60 dias in vivo. 
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Figura 17 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na ausência de testosterona. As variáveis são referentes 
ao tempo 60 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM (n=3). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 

 

 

Na ausência de testosterona, observa-se: 

Contagem celular: 7 dias de cultura: não houve diferença estatística significante 

entre os grupos de tratamento, exceto para o grupo Laser (59.000 ± 1.000 células) 

que obteve a menor média (Fig.17A). 14 dias de cultura: maior contagem celular para 

o grupo Laser (467.000 ± 2.000 células) e a menor contagem foi observada no grupo 

SOP (70.000 ± 900 células) (Fig.17E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: não houve diferença significativa entre 

nenhum grupo (Fig.17B). 14 dias de cultura: a maior média foi observada para o 

grupo SOP (0,082 ± 0,002) e a menor para o grupo SOP/Laser (0,0533 ± 0,000577) 

(Fig.17F). 
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Mineralização: 7 dias de cultura: não foi observado diferença significativa entre 

os grupos (Fig.17C). 14 dias de cultura: não houve variações significantes para a 

mineralização (Fig.17G). 

Fosfatase alcalina: não houve diferença significativa entre os grupos em nenhum 

dos tempos de cultura. 

 

Figura 18 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na presença de 10⁻³ M de testosterona. As variáveis são 
referentes ao tempo 60 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM 
(n=3). Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 

 

 

Na presença de 10⁻³ M de testosterona: 

Contagem celular: 7 dias de cultura: maior contagem para o grupo SOP/Laser 

(304.000 ± 8.000 células) e menor contagem para o grupo Controle (90.000 ± 1.000 

células) (Fig.18A). 14 dias de cultura: maior contagem celular para o grupo SOP 
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(278.000 ± 2.000 células) e a menor contagem foi observada no grupo Controle 

(118.000 ± 2.000 células) (Fig.18E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: a maior viabilidade celular foi observada 

no grupo SOP (0,12733 ± 0,00306) e a menor média foi observada no grupo Controle 

(0,03733 ± 0,00379) (Fig.18B). 14 dias de cultura: todos os tratamentos reduziram a 

viabilidade em relação ao grupo Controle (0,1 ± 0,01572) (Fig.18F). 

Mineralização: 7 dias de cultura: a maior mineralização foi observada no grupo 

Laser (0,07967 ± 0,0075) e a menor média foi para o grupo SOP (0,05833 ± 0,00058) 

(Fig.18C). 14 dias de cultura: não houve variações significantes para a mineralização 

(Fig.18G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: não houve variações significantes entre 

os grupos (Fig.18D). 14 dias de cultura: todos os tratamentos reduziram a média de 

fosfatase em relação ao grupo Controle (24,22 ± 2,07 UI) (Fig.18H). 
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Figura 19 – Contagem celular (A e E), viabilidade celular (B e F), mineralização (C e G) e fosfatase 
alcalina (D e H) após 7 e 14 dias de cultura, na presença de 10⁻⁹ M de testosterona. As variáveis são 
referentes ao tempo 60 dias de experimentos in vivo. Os dados são apresentados como média ± DPM 
(n=3). Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os tratamentos. p<0,05. 

 

 

 

Quando a testosterona foi adicionada às culturas, na concentração de 10⁻⁹ M, 

observou-se: 

Contagem celular: 7 dias de cultura: maior contagem para o grupo SOP/Laser 

(276.000 ± 5.000 células) e menor contagem para o grupo SOP (84.000 ± 1.000 

células) (Fig.19A). 14 dias de cultura: todos os tratamentos estimularam a 

proliferação celular, com maior média para o grupo SOP/Laser (857.000 ± 26.000 

células) (Fig.19E). 

Viabilidade celular: 7 dias de cultura: não houve variações significantes para a 

viabilidade celular entre os grupos (Fig.19B). 14 dias de cultura: todos os grupos 

apresentaram redução da viabilidade em relação ao grupo Controle (0091 ± 0,007), a 

menor média foi observada no grupo SOP (0,054 ± 0,00265) (Fig.19F). 
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Mineralização: 7 dias de cultura: a maior mineralização foi observada no grupo 

SOP/Laser (0,069 ± 0) e a menor média foi para o grupo SOP (0,05467 ± 0,00058), 

ambos em relação ao Controle (0,06833 ± 0,00153) (Fig.19C). 14 dias de cultura: o 

único grupo em que houve aumento da mineralização foi o Laser (0,10933 ± 0,00839) 

(Fig.19G). 

Fosfatase alcalina: 7 dias de cultura: em relação ao grupo Controle (34,62 ± 

7,01 UI), todos os grupos reduziram as médias da fosfatase alcalina. 14 dias de 

cultura: não houve diferença significante entre os grupos. 

 

6 – Discussão 

 

O presente trabalho utilizou modelo animal com ratas Wistar adultas induzidas à 

SOP com dose única de valerato de estradiol. Os resultados obtidos mostram 

alterações no ciclo estral, na massa corporal, na massa ovariana, no IGS, na glicemia, 

na insulinemia, na morfologia ovariana e nas concentrações plasmáticas de T entre 

os tratamentos utilizados e ao longo dos períodos experimentais.  

Trabalhos mostram que diversos modelos animais têm sido propostos para estudos 

relacionados à síndrome do ovário policístico (Shi e Vine, 2012; Walters et al., 2012; 

Kuang et al., 2018; Krishnan e Muthusami, 2017; Tamandon et al., 2018; Tata et al., 

2018; Alves, et al., 2019; Ryu et al., 2019; Torres et al., 2019). De acordo com o 

método utilizado para a indução da SOP, via de administração de hormônios, tempo 

de exposição aos hormônios, idade dos animais e duração do experimento, pode 

haver diferenças nos resultados obtidos (Noroozzadeh et al. al., 2017). 

A massa corporal de animais induzidos à SOP pode aumentar ou reduzir, 

dependendo do modelo animal e do método de indução (Maneräs et al., 2007; Van 

Houten et al., 2012 Caldwell et al., 2014; Ma et al., 2017). Não há consenso na 

literatura, inclusive para mulheres. Há mulheres com SOP que são obesas e mulheres 

com SOP que estão com massa corporal normal de acordo com a altura e a idade 

(Carmina e Lobo, 2007). Os resultados do presente estudo demonstram que os 

animais apresentaram alterações no ganho de massa corporal ao longo dos tempos 

experimentais, principalmente as fêmeas induzidas à SOP durante 30 dias após a 
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indução. Todos os animais estavam com maior massa corporal nas datas das 

eutanásias comparadas à data de indução à SOP (dados não mostrados); contudo, 

os tratamentos apresentaram influência sobre o ganho de massa de acordo com os 

períodos experimentais. Pode-se sugerir que os resultados corroboram com a 

literatura e demonstram alterações metabólicas sobre a massa corporal induzidas pelo 

modelo hormonal utilizado. 

Outra alteração metabólica que tem sido estudada na SOP é a hiperglicemia. 

Porém, assim como a massa corporal, os resultados não são conclusivos. Não houve 

aumento na glicemia de jejum em ratas induzidas à SOP, com síndrome metabólica 

(SM) e tratadas com metformina e flutamida (Kupreeva et al., 2019). A resistência à 

insulina (RI) e a hiperinsulinemia compensatória é comum em mulheres com SOP e 

em animais induzidos à SOP. A RI causa hiperglicemia que, associada a 

hiperinsulinemia, estimula a secreção hipofisária de LH e, por consequência, aumenta 

a síntese de T pelas células da teca ovarianas (Dunaif, 1997; Homburg, 2009; 

Dumitrescu et al., 2015). Os resultados apresentados no presente estudo mostram 

que a glicemia foi reduzida nos animais controle e SOP e foi estimulada pelo 

tratamento com laser após 60 dias da indução à SOP. Tais resultados, associados à 

massa corporal e à hiperandrogenemia, podem sugerir que alterações metabólicas e 

esteroidogênicas ovarianas estimulam um ciclo vicioso, ou seja, o aumento da 

testosterona plasmática pode modular as atividades dos adipócitos e das células -

pancreáticas, resultando em alterações da massa corporal e dos níveis plasmáticos 

de insulina e de glicose que podem estimular a síntese de testosterona, continuando 

o ciclo vicioso. 

Os resultados do presente estudo mostram que as variações da glicemia e 

insulinemia dos animais experimentais não apresentam correlações funcionais no 

tempo 30 dias. A glicemia de todos os animais dos grupos experimentais foi menor ao 

grupo controle; entretanto, a insulinemia não apresentou correlações funcionais à 

glicemia. Após 45 dias de experimentos, todos os grupos tiveram redução da 

insulinemia. E, aos 60 dias, os animais submetidos ao laser apresentaram aumento 

nas concentrações plasmáticas de insulina. Tais resultados, até o momento, são 

inconclusivos e podem sugerir que o modelo animal utilizado seja mais indicado para 

estudos relacionados às alterações endócrino reprodutivas e não seja o mais indicado 

para estudar alterações metabólicas relacionadas à SOP. 
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A SOP é uma endocrinopatia muito comum entre mulheres em idade reprodutiva e 

é caracterizada por distúrbios metabólicos e reprodutivos. Mulheres com SOP 

apresentam anormalidades no metabolismo dos hormônios esteroides ovarianos, 

principalmente de estrogênios e androgênios (Zborowski et al., 2000; Baptiste et al., 

2010; Krishnan e Muthusami, 2017). O hiperandrogenismo é uma característica típica 

da SOP, tanto em mulheres quanto em animais, e muitas vezes é resultado de 

alterações da esteroidogênese folicular, podendo ou não causar redução da fertilidade 

(Chen et al., 2015). O presente trabalho demonstra níveis elevados de T nos animais 

induzidos à SOP, principalmente após 60 dias da indução. Estudos mostram efeitos 

desse hormônio sobre o sistema reprodutivo feminino, principalmente, influenciado 

pelo tempo de exposição à T (Abbott et al., 2005; Wu et al., 2010; Noroozzadeh et al., 

2017, Astapova et al., 2019). Pode-se sugerir, no presente estudo, que as alterações 

observadas na massa dos ovários e no IGS, ambas diminuídas, possam ser 

decorrentes das alterações na esteroidogênese ovariana, principalmente pelo 

aumento plasmático de T, pois esse hormônio influencia a dinâmica ovariana, tanto a 

esteroidogênese quanto a foliculogênese. Desta forma, a massa ovariana pode ter 

sido reduzida e, como o IGS correlaciona tal massa com a massa corporal, houve 

reduções em ambas as variáveis. 

Mulheres com SOP (Frank set al., 2003), roedoras e ovelhas induzidas à SOP com 

andrógenos (Sharma et al., 2002; Wu et al., 2010) apresentam aumento do volume 

ovariano e/ou morfologia ovariana multifolicular. Ratas induzidas à SOP com DHT 

apresentam ciclos irregulares, aumento no tamanho dos ovários, presença de folículos 

antrais atrésicos, cistos foliculares com hipertecose e redução na quantidade de 

células da granulosa, além de poucos corpos lúteos (Manneräs et al. 2007). Os 

resultados do presente estudo mostram que os ovários das ratas induzidas à SOP 

apresentaram maior número de cistos e menor número de corpos lúteos e folículos, 

principalmente aos 45 e 60 dias após indução. Esses dados associados ao aumento 

nas concentrações plasmáticas de T, principalmente no grupo SOP 60 dias, mostram 

que há alterações ovarianas compatíveis àquelas relacionadas à síndrome, ou seja, 

alterações morfológicas (principalmente os cistos) e endócrinas (aumento da T). 

Alterações nos níveis plasmáticos de T, no caso o hiperandrogenismo, pode alterar 

a dinâmica folicular e alterar os ciclos estrais das ratas (Brawer et al., 1986; Montrezor 

et al., 2015). Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que as fêmeas 
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tratadas apresentaram alterações nos ciclos estrais comparadas às fêmeas dos 

grupos controle. Tais alterações podem ou não ser acompanhadas de infertilidade 

(Chen et al., 2015; Ryu et al., 2019). Não é possível confirmar tal relação pois as ratas 

não foram desafiadas à reprodução, por não ser objetivo do trabalho. Contudo, pode-

se associar as alterações dos ciclos estrais das ratas, principalmente quando 

relacionadas às mudanças ovarianas, morfológicas e endócrinas, dependentes da 

elevação plasmática de T. 

A FBM tem sido aplicada em estudos in vivo e in vitro para pesquisas básicas e 

clínicas. As principais ações da FBM estão relacionadas com as ações do laser de 

baixa intensidade sobre os fotoceptores presentes nas membranas mitocondriais 

(Karu, 2008). Resultados prévios do nosso laboratório demonstraram que a FBM 

reduziu o número de cistos ovarianos e aumento o número de corpos lúteos nos 

ovários de ratas induzidas à SOP (Alves et al., 2019). Os resultados do presente 

estudo replicaram os resultados anteriores, pois houve diminuição do número de 

cistos ovarianos após o tratamento com o laser nos animais induzidos à SOP. Além 

disso, os resultados mostram que a FBM reduziu o aumento da testosterona 

plasmática induzido pela SOP, além de modular o ganho de massa corporal. A síntese 

dos andrógenos ovarianos é dependente da ação do LH sobre a cascata bioquímica 

de ações das enzimas mitocondriais das células da teca: proteína reguladora aguda 

da esteroidogênese (STAR), P450scc (CYP11A1), 17-hidroxilase (CYP17) e 3 -

hidroxisteroide desidrogenase (HSB3B) (Kozlowska et al., 2013; Pan et al., 2015). 

Desta forma, como a FBM foi aplicada sobre os ovários das ratas, sugere-se que as 

ações dessa estimulação sobre a atividade de enzimas mitocondriais tenham 

modulado as atividades das enzimas esteroidogênicas e reduzido a síntese de T. E, 

por conseguinte, pode-se sugerir que a redução da T modulou de forma dual a 

atividade lipogênica nos adipócitos, revertendo a perda de massa corporal nas ratas 

do grupo 60 dias após indução à SOP e intensificando a perda de massa corporal nas 

ratas do grupo 45 dias após a indução. 

De acordo com resultados do nosso laboratório, a dinâmica óssea de ratas 

induzidas a SOP com VE mostrou alterações, tanto in vivo quanto in vitro. Houve 

redução na carga máxima e do ponto de fratura nos fêmures das ratas induzidas à 

SOP e também houve redução na formação dos nódulos de mineralização in vitro 

(Bonfá et al., 2017). Com a intenção de analisar se as células tronco mesenquimais 
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extraídas da medula óssea dos animais poderiam indicar in vitro, alterações refletidas 

dos tratamentos in vivo, nossos resultados confirmaram nossa hipótese. Comparados 

ao grupo Controle, o número de células obtidas das medulas ósseas dos animais 

induzidos a SOP foi significativamente menor após 10 dias de cultura. De forma 

generalizada, a contagem de osteoblastos, a formação de nódulos de mineralização 

e a atividade da fosfatase alcalina foram menores para os grupos induzidos a SOP 

após 7 e 14 dias de cultura em meio de diferenciação, exceto a atividade da fosfatase 

alcalina nas culturas de células obtidas dos animais após 45 dias de indução à SOP. 

O teste da viabilidade celular da redução do MTT confirmou que as células se 

mantiveram viáveis durante os períodos de cultura, apesar das alterações 

observadas. Resultados semelhantes foram observados quando as células foram 

desafiadas com duas concentrações de T (10 ⁻³ M e 10 ⁻⁹ M). Resultados obtidos em 

nosso laboratório mostraram que células OSTEO-1 cultivadas por até 21 dias na 

presença de esteroides ovarianos, inclusive testosterona (Brancaglião et al., 2017), 

apresentaram comportamentos biológicos diferentes das células do presente estudo, 

sugerindo que a indução à SOP in vivo compromete as células da linhagem ósseas 

da medula e parte dos seus comportamentos biológicos in vitro, após diferenciação 

em osteoblastos.  

Alterações no comportamento biológico das células in vitro, oriundas dos animais 

tratados in vivo também foram observadas com base nas variáveis analisadas. De 

maneira resumida, sugere-se que osteoblastos mantidos in vitro, na ausência e na 

presença de T, demonstram viabilidade ao longo dos períodos de cultura e que os 

tratamentos in vivo com FBM influenciaram o comportamento biológico desses 

osteoblastos in vitro, sugerindo que culturas de células de medula óssea podem ser 

utilizadas para estudos morfológicos, funcionais e moleculares relacionados à SOP. 

Um estudo utilizando FBM em culturas de osteoblastos oriundas de ratos induzidos a 

Diabetes Mellitus (DM), que é uma doença caracterizada por hiperglicemia, aumento 

do estresse oxidativo e alterações nas atividades de reparo tecidual, atrasando o 

reparo tecidual ósseo, mostrou que a FBM diminuiu a atividade de fosfatase alcalina 

e da mineralização nos grupos induzidos à DM em relação às culturas controle, 

confirmando o efeito negativo da DM no potencial osteogênico (Copete, 2019). 
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7 – Conclusões 

 

O modelo de indução à SOP por VE foi eficaz, demonstrando os sinais referentes 

à síndrome. A FBM auxiliou na regulação dos níveis plasmáticos de testosterona, 

insulina e glicose, modulou o ganho de massa corporal e reparou as atividades 

ovarianas das ratas induzidas à SOP e submetidas à FBM. Além disso, a FBM 

modulou, ora estimulando ora inibindo, as atividades das células ósseas de forma 

direta e indireta (tanto in vivo como in vitro). 
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8 – Anexos  
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