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RESUMO 

EIRAS, M. C.; MIRANDA-FURTADO, C. L.; dos REIS, R. M.. Impacto das crises convulsivas 
reflexas no sistema reprodutor de fêmeas da cepa Wistar Audiogenic Rats. Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

Com uma distribuição relativamente homogênea, a síndrome dos ovários policísticos (SOP) afeta de 
5-20% das mulheres em todo o mundo, sendo a principal causa de infertilidade anovulatória. Para o 
estudo dessa síndrome, a criação de modelos animais torna-se uma importante ferramenta. Tem sido 
relatada uma relação entre a epilepsia e a presença de SOP, uma vez que 40% das mulheres com 
epilepsia apresentam a síndrome. De maneira semelhante, modelos animais de crises convulsivas 
também apresentam características típicas da SOP. Sabendo dessa relação, foram utilizados animas 
sensíveis a crises convulsivas audiogênicas (WAR) para o desenvolvimento de um novo modelo 
animal de SOP. Em um primeiro experimento, fêmeas Wistar (n=10) e WAR (n=13) foram submetidas 
a um protocolo de estímulos acústicos (110-120 dB) por 1 minuto, duas vezes por dia, durante 10 
dias. Controles sham Wistar (n=12) e WAR (n=12) também foram utilizados. O ciclo estral das fêmeas 
foi acompanhado pré, pós e durante o experimento, totalizando um período de 30 dias, e os ovários 
foram coletados e analisados para a verificação da presença de cistos. As Wistar não exibiram 
nenhuma crise convulsiva, no entanto, 40% dos animais do grupo experimental apresentaram um 
pequeno prolongamento no ciclo estral (3 dias em diestro), 20% uma longa parada no ciclo (10 dias 
em diestro), enquanto os outros 40% não exibiram alterações. Nas Wistar controle, 83,3% não 
apresentaram alterações no ciclo, 8,3% apresentaram um pequeno prolongamento (3 dias em 
diestro) e 8,3% uma longa parada (10 dias em diestro). Não houve diferença no número de cistos 
ovarianos entre as Wistar estimuladas (1,9 cistos/ovário) e suas controles (2,5 cistos/ovário) (p=0,41). 
Por outro lado, as WAR do grupo experimental exibiram crises convulsivas robustas, e 100% das 
fêmeas apresentaram uma longa parada no ciclo estral (10-15 dias em diestro), enquanto no grupo 
controle, 83,3% das fêmeas não apresentaram alterações e 16,6% apresentaram prolongamento do 
ciclo. Não houve diferença no número de cistos ovarianos entre as WAR estimuladas (2,64 
cistos/ovário) e suas controles (2,36 cistos/ovário) (p=0,73). Para verificar se a duração da parada do 
ciclo (≈12 dias) estava relacionada ao tempo dos estímulos acústicos (10 dias), foi realizado um 
segundo experimento, no qual as WAR foram estimuladas por apenas 3 dias (dois estímulos de 1 
minuto por dia), com um grupo iniciando no estro (n=11) e outro no metaestro (n=11). Também foram 
utilizados controles-sham para cada um dos grupos (n=14, 7 por grupo). No grupo das WAR 
estimuladas a partir do estro, 36,4% não apresentaram alterações no ciclo, 18,2% apresentaram um 
pequeno prolongamento no ciclo (3 dias em diestro) e 45,4% uma longa parada em diestro (10-12 
dias). Nem todas as fêmeas desse grupo exibiram crises convulsivas, e a parada ou não do ciclo 
pode estar relacionada a esse fato. No respectivo grupo controle nenhuma fêmea apresentou 
alterações no ciclo. Já nas WAR estimuladas a partir do metaestro todos os animais exibiram crises 
convulsiva, e 36,4% não apresentaram alterações no ciclo, 9% apresentaram um pequeno 
prolongamento do ciclo (4 dias em diestro) e 54,6% uma longa parada em diestro (6-16 dias). No 
respectivo grupo controle 85,7% das fêmeas não apresentaram alterações no ciclo e 14,3% 
apresentaram um pequeno prolongamento (3 dias em diestro). Assim, nota-se uma consistência no 
intervalo de interrupção do ciclo (≈12 dias), que não depende da quantidade de dias de estímulos 
acústicos. A hipótese mais provável é de que essas fêmeas estejam entrando no estado de 
pseudoprenhez, um fenómeno não patológico caracterizado pelo resgate do corpo lúteo dos 
roedores. Dessa forma, não é possível considerar essa interrupção no ciclo como equivalente à 
encontrada em mulheres com SOP, somado a isso, a ausência no aumento de cistos ovarianos nos 
animais também demonstra que, nas condições testadas, a indução de crises convulsivas 
audiogênicas não é um bom método para o desenvolvimento de um modelo murino de SOP. 

Palavras-chave: Síndrome dos Ovários Policísticos; Wistar Audiogenic Rat; Ciclo Estral; Modelo 
animal; Pseudoprenhez. 



 

  

ABSTRACT 

EIRAS, M. C.; MIRANDA-FURTADO, C. L.; dos REIS, R. M.. Impact of reflex seizures on the 
reproductive system of Wistar Audiogenic Rats strain females. Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

With a relatively homogeneous distribution, polycystic ovary syndrome (PCOS) affects 5-20% of 
women worldwide, being the main cause of anovulatory infertility. For the study of this syndrome, the 
creation of animal models becomes an important tool. It is known that there is a close relationship 
between epilepsy and the presence of PCOS, since 40% of women with epilepsy have the syndrome. 
Similarly, animal models of seizures also show typical features of PCOS. Knowing this relationship, 
animals sensitive to audiogenic seizures (WAR) were used to develop a new animal model of PCOS. 
In the first experiment, Wistar (n=10) and WAR (n=13) animals were submitted to a protocol of 
acoustic stimuli (110-120 dB) for 1 minute, twice a day, for 10 days. Sham Wistar (n=12) and WAR 
(n=12) controls were also used. The estrous cycle of the animals was monitored before, after and 
during the experiment (30 days) and the ovaries were collected and analyzed to verify the presence of 
cysts. The Wistars did not show any seizures, however, 40% of the animals in the experimental group 
showed a small prolongation of the estrous cycle (3 days in diestrus), 20% presented a long stop in 
the cycle (10 days in diestrus), while the others 40% showed no changes. In relation to the Wistar 
control, 83.3% of the animals did not show alterations in the cycle, while 8.3% presented a small 
prolongation (3 days in diestrus) and 8.3% a long period of cycle arrest (10 days in diestrus). There 
was no difference in the number of ovarian cysts between Wistars (1.9 cysts/ovary) and their controls 
(2.5 cysts/ovary) (p=0.41). On the other hand, the WAR of the experimental group presented robust 
convulsive crises, and 100% of the animals presented a long stop in the estrous cycle (10-15 days in 
diestrus), while in the control group, 83.3% of the animals did not present alterations and 16.6% 
showed a prolongation of the cycle. There was no difference in the number of ovarian cysts between 
the WAR (2.64 cysts/ovary) and their controls (2.36 cysts/ovary) (p=0.73). To verify if the duration of 
the cycle stop (≈12 days) was related to the time of the acoustic stimuli (10 days), a second 
experiment was carried out, in which the WAR was stimulated for only 3 days (two 1-minute stimuli per 
day), with a group starting at estrus (n=11) and another at metasestrus (n=11). Sham-controls were 
also used for each of the groups (n=14, 7 per group). In the group of WAR stimulated from estrus, 
36.4% showed no changes in the cycle, 18.2% showed a small prolongation in the cycle (3 days in 
diestrus) and 45.4% had a long stop in diestrus (10- 12 days). Not all animals in this group had 
seizures, and whether the cycle was stopped may be related to this fact. In the respective control 
group, no animal showed changes in the cycle. On the other hand, in WAR stimulated from 
metaestrus, all animals had seizures, and 36.4% had no changes in the cycle, 9% had a small 
prolongation of the cycle (4 days in diestrus) and 54.6% had a long stop in diestrus (6-16 days). In the 
respective control group, 85.7% of the animals did not show changes in the cycle and 14.3% showed 
a small prolongation (3 days in diestrus). Thus, there is consistency in the cycle interruption interval 
(≈12 days), which does not depend on the number of days of acoustic stimuli. The most likely 
hypothesis is that these animals are entering the pseudopregnancy state, a non-pathological 
phenomenon characterized by the rescue of the corpus luteum of rodents. Thus, it is not possible to 
consider this interruption in the cycle as equivalent to that found in women with PCOS, in addition to 
this, the absence of an increase in ovarian cysts in the animals also demonstrates that, under the 
conditions tested, the induction of audiogenic seizures is not a good method for the development of a 
murine model of PCOS. 

 
Keyword: Polycystic Ovary Syndrome; Wistar Audiogenic Rat; Animal model; Estrous cycle; 
Pseudopregnancy.  
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1. Introdução 

 

1.1 Síndrome dos ovários policísticos 

Possivelmente o primeiro relato da existência da síndrome dos ovários 

policísticos (SOP) aconteceu há mais de dois mil anos, em um texto de Hipócrates 

(460 AC - 377 AC) no qual ele cita a existência de mulheres robustas e saudáveis, 

com aspectos masculinos e desordens menstruais (Azziz et al., 2011). Já nos 

últimos séculos, foi Vallisneri, um naturalista e médico italiano, que em 1721 

descreveu o caso de uma mulher infértil, com ovários brilhantes de superfície branca 

e do tamanho de ovos de pombos (Vallisneri, 1721, citado em Insler, 1990). Depois 

disso, uma série de outros relatos foram feitos, descrevendo pacientes com 

características marcantes de SOP. Em 1879 já se realizava a ooforectomia bilateral 

como forma de tratamento e, em 1891 foi proposta a ressecção parcial dos ovários. 

Nos anos seguintes uma série de procedimentos foram utilizados no tratamento dos 

ovários policísticos, mas a doença ainda não havia sido sistematizada (Szydlarska et 

al., 2017). Até 1935, quando Stein e Leventhal publicaram um artigo no American 

Journal of Obstetrics and Gynecology onde apresentavam um grupo de 7 mulheres 

com algumas características em comum, todas apresentando distúrbios menstruais, 

hirsutismo, ovários com volume aumentado e presença de uma série de pequenos 

folículos ovarianos (Stein & Leventhal, 1935). Por conta dessa descrição a SOP 

ficou conhecida como síndrome de Stein-Leventhal.  

 Nas décadas seguintes houve avanços no entendimento e tratamento da 

doença, mas a SOP permaneceu sem um diagnóstico formal até 1991, quando em 

uma conferência patrocinada pelos National Institutes of Health (NIH) dos Estados 

Unidos da América (EUA), um diagnóstico foi sistematizado e passou a ser 

amplamente utilizado (Franks, 2006). Conhecidos popularmente como critérios do 

NIH, foi estabelecido que mulheres portadoras de anovulação crônica devido a um 
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excesso de hormônios androgêneos (com diagnóstico clínico e/ou bioquímico), 

disfunção ovulatória e exclusão de outros distúrbios com sintomas clínicos similares, 

podem ser consideradas portadoras de SOP (Franks, 2006). 

 Em 2004 essa classificação foi revisada e alterada, adicionando ao 

diagnóstico o tamanho e a morfologia dos ovários determinados por 

ultrassonografia. Conhecidos como critérios de Rotterdam, eles estabelecem a 

necessidade da presença de pelo menos duas, das três características seguintes: 

(1) hiperandrogenismo (detectado por testes clínicos e/ou bioquímicos), (2) 

disfunção ovulatória e, (3) ovários policísticos, com 12 ou mais cistos em um ovário 

e/ou volume de ovário > 10 mL (Rotterdam ESHRE/ASRM Workshop, 2004). Os 

critérios de Rotterdam são bem aceitos e amplamente utilizados, embora em 2006, a 

Sociedade de Excessos de Andrógenos e SOP tenha emitido uma declaração 

tentando estabelecer o hiperandrogenismo como condição fundamental para o 

diagnóstico de SOP, excluindo os casos considerados mais brandos, nos quais 

existem apenas a presença de disfunção ovulatória e ovários policísticos (Azziz et 

al., 2006). Em 2018 foi publicada uma nova “diretriz internacional baseada em 

evidências para avaliação e tratamento da síndrome dos ovários policísticos”, que 

endossa os critérios de Rotterdam, porém, apontando novas especificidades, como 

por exemplo o uso ou não de ultrassonografia para o diagnóstico, dependendo da 

idade da paciente (Teede et al., 2018). 

 Com uma distribuição relativamente homogênea, a SOP afeta de 5-20% das 

mulheres em todo o mundo, sendo a principal causa de infertilidade anovulatória e 

causando um impacto econômico de bilhões de dólares todos os anos (Azziz et al., 

2005, Riestenberg et al., 2022). A apresentação clínica é extremamente 

heterogênea, podendo apresentar diferentes fenótipos e comorbidades associadas, 

o que torna ainda mais desafiador o entendimento das origens dessa doença 

multifatorial complexa, fazendo com que se torne difícil definir quais dos sintomas 

são causas e quais são consequências da doença (Azziz et al., 2016; Azziz, 2021). 
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Isso faz com que uma pergunta permaneça sem resposta até os dias de hoje: a SOP 

é uma única doença com fenótipos diferentes, ou são várias doenças agrupadas na 

mesma categoria? 

 O principal achado clínico do hiperandrogenismo é o hirsutismo, que afeta de 

65-75% das pacientes com SOP, seguido pelo aparecimento de acnes em 15-25% 

das pacientes e alopecia androgênica, com uma incidência menor (Azziz et al., 

2009; Azziz, 2018). Embora essas características sejam vistas com menor 

relevância, elas estão entre os traços mais prejudiciais da SOP, pois afetam de 

maneira considerável a autoestima e questões psicossociais, refletindo na queda da 

qualidade de vida dessas pacientes (Hahn et al. 2005; Khomami et al., 2015; Lara et 

al., 2015; Kogure et al., 2019)  O efeito do hiperandrogenismo pode até mesmo 

trazer consequências para os filhos das pacientes com SOP, com evidências de um 

aumento na incidência de autismo em filhos de mulheres hirsutas (Lee et al., 2017). 

Além disso, independente do fenótipo da SOP, existem evidências de alta incidência 

de ansiedade e depressão nessas pacientes (Veltman-Verhulst et al., 2012; Sayyah-

Melli et al., 2015). 

 As disfunções metabólicas são um aspecto importante da SOP, sendo a 

hiperinsulinemia e a resistência à insulina as principais comorbidades (Reis et al., 

1995; Martins et al., 2007; Kim, 2021). Além disso se observa a presença de 

síndrome metabólica, diabetes mellitus gestacional, diabetes mellitus tipo 2 e 

tolerância à glicose diminuída (Moran et al., 2010; Pedroso et al., 2012). Um maior 

risco de desenvolvimento de doenças cerebrovasculares e cardiovasculares também 

está presente (Martins et al., 2009; Carmina et al., 2012; Oliver-Williams et al., 2021). 

A obesidade é uma característica marcante da SOP e, embora a doença afete tanto 

mulheres magras quanto obesas, estima-se que cerca de 70% das pacientes 

apresentem algum grau de obesidade (Premoli et al., 2005; Lim et al., 2012; Barber 

& Franks, 2021). 
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 Alguns casos de SOP apresentam um fator genético hereditário, uma vez que 

a correlação da doença em gêmeas monozigóticas é pelo menos duas vezes maior 

do que nas dizigóticas (Vink et al., 2006), além disso, estudos mostram que ter uma 

irmã ou mãe portadora de SOP aumenta de 30-50% o risco de desenvolver a 

doença (Kahsar-Miller & Azziz, 1998). Embora a influência genética da síndrome 

esteja bem estabelecida, é pouco provável que se encontre um gene único 

responsável pelo aparecimento da doença, devido a variedade de fenótipos 

encontrados, fazendo da SOP uma doença heterogênea, multifatorial e complexa. 

 Além da base genética, alterações epigenéticas também desempenham um 

importante papel na etiologia da SOP, pois condições ambientais e hormonais 

afetam diretamente as manifestações clínicas e o desenvolvimento da síndrome. 

Disfunções metabólicas e hormonais durante o desenvolvimento fetal podem 

promover reprogramação epigenética aberrante, levando a alterações fisiológicas no 

feto e surgimento de SOP na vida adulta (figura 1) (Eiras, et al., 2021). Nessa linha, 

intervenções nos hábitos de vida são uma das principais formas de manejo da 

síndrome e a adoção de atividades físicas regulares pode melhorar a qualidade de 

vida das mulheres com SOP (Miranda-Furtado et al., 2016; Ramos et al., 2016; 

Kogure et al., 2016; Kogure et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 



   Introdução  I        
 

 

16 

 

Figura 1: Fatores ambientais que, combinados com uma predisposição genética, alteram o 

epigenoma, levando à susceptibilidade epigenética para o desenvolvimento da SOP na vida 

adulta. 

Fonte: Eiras et al., 2021. 

Devido a complexidade da SOP, modelos animais podem trazer maiores 

informações a respeito de características específicas da síndrome e, principalmente, 

suas comorbidades, uma vez que não existe até o momento modelos que 

apresentem todas as características de SOP em um único animal (Walters et al., 

2012; Azziz, 2017). Também possibilitam a realização de testes pilotos que seriam 

inviáveis com pacientes humanos e oferecerem a oportunidade de testes de novas 

drogas e procedimentos, reforçando o caráter translacional do uso de modelos 

animais. 

 

1.2 Modelos animais de SOP 

Ao longo das últimas décadas muito esforço foi feito na criação de modelos 

animais para a SOP, no entanto, essa tarefa não é tão simples quanto parece devido 

à uma série de fatores. Talvez o principal deles seja o fato da SOP ser uma 
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síndrome essencialmente humana, não tendo sido descrita sua ocorrência natural 

em nenhuma outra espécie do reino animal. A única exceção é a sua similaridade 

com o fenómeno conhecido como “vaca ninfomaníaca”, mas sua ocorrência 

imprevisível e mecanismo desconhecido ainda não torna esse um modelo útil 

(Abbott et al., 2006). 

 O segundo ponto de dificuldade são as próprias diferenças encontradas nos 

sistemas reprodutores das diferentes espécies. Embora a essência dos mecanismos 

de controle do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas (HPG) seja relativamente 

conservada entre os mamíferos, não podemos dizer o mesmo sobre a fisiologia dos 

ovários desses animais, que sofreram pressões evolutivas distintas, culminando em 

diferentes estratégias reprodutivas (Conaway, 1971; Dalbies-Tran et al., 2020). Uma 

variedade de espécies já foi empregada na criação desses modelos, incluindo 

peixes, ratos, camundongos, porquinhos da índia, vacas, ovelhas, porcos e macacos 

(Tamadon et al., 2018). A diferença entre essas espécies e a humana deve ser 

sempre lavada em consideração na criação do modelo. Por exemplo, os humanos 

são animais monoovulatórios, apresentam ciclo menstrual médio de 28 dias, seu 

corpo lúteo utiliza como fator de suporte o hormônio luteinizante (LH) e os folículos 

ovarianos formam-se antes do nascimento. Já os roedores são animais 

poliovulatórios, apresentam ciclo estral curto (4-5 dias), dinâmica de ativação e 

permanência do corpo lúteo com suporte de prolactina, além de completarem a 

formação dos folículos ovarianos no período neonatal inicial (Knobil & Neill, 2015). 

Outros animais apresentam aspectos “intermediários”, guardando semelhanças e 

diferenças com o ciclo dos humanos, sendo os primatas não humanos os modelos 

mais próximos que temos da fisiologia reprodutiva das mulheres (Abbott et al., 

2004), no entanto, por questões éticas e financeiras, os estudos envolvendo essas 

espécies são limitados, assim, embora a fisiologia ovariana dos roedores seja 

diferente da dos humanos, os custos mais baixos, simplicidade no manejo, 
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possibilidade de transgenia e ciclo reprodutivo rápido faz com que esses animais 

sejam o modelo de escolha de muitos grupos de estudo. 

 O terceiro ponto de dificuldade que merece destaque é a enorme variabilidade 

encontrada na síndrome, que vai muito além das três condições básicas de 

diagnóstico, assim, as comorbidades apresentadas pelas pacientes adicionam uma 

camada de complexidade muito grande, sendo desejável a busca por modelos que 

também apresentem parte dessas características (Abbott et al., 2006; Azziz, 2017; 

Tamadon et al., 2018). As comorbidades da SOP relacionadas ao sistema 

reprodutivo e endócrino envolvem hipersecreção de LH, feedback esteroide-negativo 

reduzido na liberação de LH, aumento do recrutamento e persistência dos folículos 

ovarianos, hiperresponsividade ovariana à terapia gonadotrópica para fertilização in 

vitro (FIV), altas taxas de aborto espontâneo, hiperplasia endometrial, câncer, 

hiperandrogenismo adrenal e diabetes gestacional. Já as relacionadas ao sistema 

metabólico incluem resistência à insulina e hiperinsulinemia compensatória, 

tolerância à glicose diminuída, diabetes tipo 2, obesidade (incluindo adiposidade 

abdominal), alterações pancreáticas nas respostas da insulina à glicose e 

hiperlipidemia. Por fim, outros distúrbios gerais de saúde são frequentemente 

encontrados, como doenças cardiovasculares, apneia do sono, acne, inflamação 

crônica e retardo do crescimento intrauterino (Rotterdam ESHRE/ASRM Workshop, 

2004; Chang, 2004; Azziz, 2005;  Gilbert et al., 2018). 

 Por conta desse grande número de comorbidades já foram propostos mais de 

30 modelos animais para SOP (Abbott et al., 2006; Stener-Victorin et al., 2020), 

desenvolvidos utilizando as mais variadas técnicas, como exposição pré-natal, pré-

puberal e pós-puberal à andrógenos, tratamentos com letrozol (inibidor de 

aromatase), estrógeno, glucocorticóides, noretindrona + gonadotrofina coriônica 

humana (hCG), insulina + hCG, mifepristona + gonadotrofina coriônica equina + 

hCG, além de indução de crises convulsivas, exposição ao estresse por frio, luz 

constante, entre outras (Edwards et al., 1999; Abbott et al., 2006; Scharfman et al., 
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2008; Tamadon et al., 2018). Cada um desses modelos, nas diferentes espécies 

testadas, desenvolve características específicas, que podem aproximá-los ou 

distanciá-los do “modelo ideal” de SOP, assim, podemos dividir esses modelos em 

certas categorias de acordo com a sua “qualidade". 

 A primeira delas e a dos animais que não demonstram traços de diagnóstico 

de SOP. Quando os modelos animais não apresentam níveis elevados de 

andrógenos ou exibem ciclos ovulatórios regulares ou ausência de cistos ovarianos, 

eles não conseguem demonstrar os princípios básicos da SOP, portanto, embora 

possam apresentar uma dessas três características, isso não é o suficiente, uma vez 

que espera-se a presença de pelo menos duas delas, assim, esses animais são 

pouco promissores para a compreensão dos mecanismos etiológicos e 

fisiopatológicos da SOP, e não podem ser considerados modelo para a mesma 

(Abbott et al., 2006). 

 A segunda categoria é a dos animais que produzem grandes cistos foliculares 

ovarianos. O desenvolvimento de cistos ovarianos por si só, mesmo que 

acompanhados de outras características diagnósticas e comorbidades não garantem 

um bom modelo de SOP, uma vez que, ao contrário da morfologia ovariana da SOP, 

que apresenta cistos de tamanho reduzido, os cistos foliculares em modelos animais 

são frequentemente grandes (tamanho pré-ovulatório ou maiores) e, portanto, não 

são uma característica diagnóstica da síndrome. Esses modelos animais, embora 

forneçam informações sobre o desenvolvimento da morfologia ovariana cística, 

podem não ser relevantes na resolução da etiologia e fisiopatologia da SOP (Abbott 

et al., 2006). 

 A terceira categoria é a dos animais que exibem características de 

diagnóstico da síndrome, mas demonstram também outros aspectos que 

normalmente excluem um diagnóstico de SOP. Como o diagnóstico de SOP exige 

exclusão de outras doenças específicas, os modelos animais precisam replicar 

características consistentes com a SOP, sem ter disfunções que possam imitar 
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outras doenças. Esse é um dos principais problemas dos modelos que tentam 

reproduzir a síndrome, pois, mesmo quando apresentam as três características 

diagnósticas clássicas, eles também demonstram uma série de outros parâmetros 

que não são encontrados normalmente nas pacientes, e, caso fossem, poderiam 

levar à uma exclusão do diagnóstico, como por exemplo, disfunção tireoidiana, renal 

e presença de cistos ovarianos grandes preenchidos por sangue. Assim, esses 

animais podem fornecer informações úteis na determinação de mecanismos 

subjacentes à fisiopatologia de condições que se assemelham à SOP, mas não 

representam a síndrome propriamente dita (Abbott et al., 2006). 

 Por fim, tem-se os animais que demonstram características consistentes com 

aquelas para diagnóstico de SOP e não exibem características adicionais para 

exclusão. Além disso, esses animais apresentam comorbidades variadas 

comumente observadas nas mulheres com SOP, e, dentre todos os modelos, 

respeitando-se as diferenças entre espécies já mencionadas, são o que temos mais 

próximo de um modelo animal para SOP. Aparentemente, a exposição ao excesso 

de andrógenos na vida uterina é a melhor maneira de obter esses modelos, uma vez 

que tal exposição ocorre durante o desenvolvimento de todos os órgãos, reforçando 

também a hipótese da forte influência epigenética no desenvolvimento da síndrome 

(Abbott et al., 2006; Eiras et al., 2021). 

 Dentre os vários modelos desenvolvidos, nos chamou a atenção aqueles que 

foram criados utilizando crises convulsivas, tanto as induzidas eletricamente quanto 

as químicas. Esses animais apresentaram ovários policísticos, perda de 

regularidade no ciclo estral e elevação dos níveis de testosterona, enquadrando-se 

no critério diagnóstico de SOP; outras características como a presença de 

comorbidades ou critérios de exclusão não foram investigados (Edwards et al., 1999; 

Scharfman et al., 2008). Sabendo da existência desses modelos, nosso grupo 

aproveitou o acesso que disponibiliza de animais que apresentam crises convulsivas 

reflexas audiogênicas, os Wistar Audiogenic Rat (WAR), para investigar se essa 
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forma de indução de crises convulsivas também seria capaz de levar ao 

desenvolvimento de SOP nesses animais. 

 

1.3 Wistar Audiogenic Rat (WAR) 

Do ponto de vista da neurociência a epilepsia é uma patologia complexa, no 

sentido do grande número de variáveis que determinam o quadro específico de cada 

paciente (Thijs et al., 2019). Por conta do dinamismo dos eventos plásticos cerebrais 

e da emergência de comportamentos a partir da resultante destes eventos com a 

atividade cerebral, embora se tenha feito muito progresso no entendimento da 

transformação de um cérebro normal em epiléptico, somente teremos sucesso na 

compreensão dos fenômenos envolvidos a partir de pesquisas transdisciplinares 

(Garcia-Cairasco, 2009). 

 Existe uma linhagem de animais endogâmicos sensíveis ao desenvolvimento 

de crises convulsivas reflexas, denominada de Wistar Audiogenic Rat (WAR) - 

(Doretto et al., 2003), que apresenta como principal característica o fato de serem 

animais altamente responsivos a estímulos sonoros com a deflagração de crises 

motoras, incialmente focais (crises mesencefálicas), mas que tendem a recrutar 

áreas não auditivas e se generalizarem com a repetição do estímulo (crises límbicas) 

-kindling- (Dutra Moraes et al., 2000), configurando um quadro de epileptogênese 

induzida por abrasamento (Pinel & Rovner, 1978), em que pequenas modificações 

plásticas ao longo das repetidas crises transformam um sistema nervoso normal, 

com um background genético “favorável”, em um sistema acometido por uma 

patologia epiléptica (Pitkanen & Lukasiuk, 2009). 

 Os WAR são animais derivados dos ratos Wistar, e foram selecionados por 

cruzamento endogâmico (sempre entre irmãos de uma mesma ninhada) para serem 

suscetíveis a crises tônico-clônicas generalizadas induzidas por estimulação 
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acústica (som de uma campainha) de alta intensidade (110-120 dB) (Garcia-

Cairasco et al., 2017). 

 Sabe-se que animais modelos de epilepsia por pilocarpina e por estímulos 

elétricos apresentam alterações no ciclo estral, variações nos níveis hormonais e 

mudanças na morfologia dos ovários (Edwards et al., 1999; Scharfman et al. 2008), 

no entanto, os impactos das crises convulsivas audiogênicas no sistema reprodutor 

desses animais ainda não foram caracterizados. 

 As alterações encontradas nos animais modelos para epilepsia assemelham-

se à características apresentadas por mulheres com SOP e incluem ovários 

policísticos, aumento nos níveis de testosterona e LH e alterações no ciclo estral 

(Edwards et al., 1999; Scharfman et al. 2008). Dessa forma, possivelmente os 

animais submetidos ao kindling audiogênico também sirvam como modelos para o 

estudo dessa síndrome, contribuindo para o estabelecimento de novas abordagens 

terapêuticas. 

 

1.4 Ciclo estral dos ratos 

Os ratos apresentam ovulação espontânea, regular e sucessiva, e seu ciclo 

normal leva de 4 a 5 dias para se completar. Durante esse fenômeno, ocorrem 

mudanças morfológicas nos ovários, útero e vagina; tais mudanças estão 

intimamente relacionadas, uma vez que as alterações observadas no epitélio vaginal 

desses animais durante o ciclo estral são controladas pelos níveis de estrógeno e 

progesterona. Em 1922, Long e Evans descobriram que poderiam inferir em qual 

etapa do ciclo estava determinado animal apenas analisando as células do epitélio 

vaginal, estabelecendo uma relação íntima entre essas células e os ovários. Em 

seus trabalhos, descreveram a presença de 5 etapas no ciclo estral, classificadas de 

acordo com o tipo celular encontrado em cada uma delas, em seguida, ocorreu uma 

reclassificação dessas etapas para 4 fases (proestro, estro, metaestro, diestro), 
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maneira pela qual o ciclo estral dos animais é classificado atualmente (Long & 

Evans, 1922).  

 Para identificar a fase do ciclo é realizada a técnica do esfregaço ou da 

lavagem vaginal; o proestro é caracterizado pela presença de células epiteliais 

nucleadas arredondadas no lavado vaginal (figura 2), e, nos ovários, representa um 

período de grandes transformações pré-ovulatórias. No início do proestro ocorre a 

subida dos níveis de estradiol, e, em consequência, tem-se um crescimento muito 

rápido dos folículos até a sua maturação completa. Ainda no proestro, porém agora 

na sua parte final, temos uma subida da progesterona e um pico de LH, que culmina 

na ovulação cerca de 10 a 12 horas após este pico, já na fase seguinte do ciclo 

(Long & Evans, 1922; Knobil & Neill, 2015). 

 A ovulação acontece no estro, fase que pode ser facilmente identificada pelo 

lavado vaginal contendo apenas células cornificadas (figura 2). No caso dos ratos, 

as fêmeas só permitem que o macho realize o coito se ela estiver no período do cio, 

que ocorre geralmente durante o estro, próximo ao período da ovulação (Long & 

Evans, 1922; Knobil & Neill, 2015). 

 Em seguida, entra-se na fase do metaestro, caracterizada pela presença de 

alguns debris celulares, algumas células cornificadas e uma marcante presença de 

leucócitos (figura 2). Nessa fase o corpo lúteo completa a sua formação, e os 

folículos da próxima ovulação começam a se desenvolver. Em ratos, pelo ciclo curto, 

tem-se uma sobreposição da presença do corpo lúteo e do desenvolvimento dos 

folículos. Na ausência de cópula, o corpo lúteo é transitório em sua funcionalidade e 

secreta uma pequena quantidade de progesterona (Freeman et al., 1974).  

 A fase seguinte é o diestro, caracterizado pelo domínio quase completo dos 

leucócitos no lavado vaginal (figura 2); durante a maior parte do diestro tem-se os 

níveis mais baixos de hormônios do ciclo, sendo que, ao seu final, em decorrência 

da ausência de acasalamento, o corpo lúteo da última ovulação entra em declínio, 
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os níveis de estradiol começam a subir e um novo ciclo é iniciado com o proestro 

seguinte (Long & Evans, 1922; Hubscher et al., 2005; Knobil & Neill, 2015; Paccola 

et al., 2018). 

Figura 2: Esquema demonstrando a morfologia celular do epitélio vaginal em cada uma das 

fases do ciclo, bem como alguns dos principais eventos ovarianos correspondentes a cada 

uma das fases. 

 

 

1.5 Uso de fêmeas nos estudos 

Para além da criação do modelo de SOP em si, o próprio entendimento da 

dinâmica do ciclo estral das fêmeas WAR em situações de crise convulsiva ou não é 

muito importante, isso porque esse conhecimento pavimenta a inclusão de fêmeas 

em estudos que, de maneira marcante, priorizam o uso de animais do sexo 

masculino. 

 Esse viés sexo-específico esteve muito presente nos ensaios clínicos de 

décadas atrás, nos quais as mulheres eram sistematicamente excluídas, até que, 

em 1993, o NIH Revitalization Act exigiu a inclusão de mulheres nas pesquisas 

clínicas financiadas pela agência, resultando nos dados encontrados atualmente, 

onde pouco mais da metade dos participantes são mulheres (Clayton & Collins, 

2014; Clark et al., 2019). No entanto, embora avanços tenham sido realizados em 
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Corpo Lúteo

Formação do Corpo 
Lúteo

Início de crescimento 
dos folículos

Atresia do Corpo Lúteo

Crescimento lento dos 
folículos



   Introdução  I        
 

 

25 

 

relação à pesquisa clínica, o mesmo não pode ser dito em relação à equidade no 

uso de animais de ambos os sexos na pesquisa básica, uma vez que, entre 2016 e 

2017, a análise de cinco periódicos reconhecidos indicou que 82% dos estudos com 

ratos e 75% dos  com camundongos foram conduzidos apenas com machos 

(Hughes, 2019). 

 A justificativa para esse viés sexual está baseada na presunção de que os 

dados obtidos em experimentos que utilizam fêmeas seriam mais variáveis devido à 

flutuações hormonais próprias do ciclo reprodutivo feminino, no entanto, a ocorrência 

desse fenómeno não é consenso entre os pesquisadores, uma vez que alguns 

estudos apontam para a inexistência de uma variabilidade maior nos grupos de 

fêmeas em pesquisas relacionadas à neurociência em parâmetros como 

comportamento, eletrofisiologia, neuroquímica e histologia, enquanto outros autores 

apontam que a fase do ciclo possui influência em testes comportamentais 

comumente utilizados para avaliar respostas de ansiedade ou medo (Prendergast et 

al., 2014; Becker et al., 2016; Lovick & Zangrossi, 2021). Em humanos, a ocorrência 

desigual de crises convulsivas ao longo do ciclo menstrual é bem conhecida, 

chamada de epilepsia catamenial, ela está diretamente relacionada aos diferentes 

níveis de estrógeno e progesterona ao longo do ciclo, uma vez que a progesterona 

funciona como agente anticonvulsivante, enquanto o estrógeno tem o efeito oposto 

(Bäckström, 1976; Herzog, 2008; Taubøll et al., 2021). 

 Assim, para que cada vez mais fêmeas sejam adicionadas aos estudos (até 

que se atinja a paridade), é importante conhecer a dinâmica do ciclo estral de cada 

cepa em situações normais e diante de manipulações, entendendo o ciclo estral e as 

alterações hormonais que possam estar envolvidas nesses processos, para que, em 

posse dessas informações, o pesquisador possa avaliar se essas condições 

particulares do sexo feminino podem exercer algum tipo de influência no seu 

desenho experimental, e que, dessa forma, tais fatores possam ser acomodados nos 

trabalhos e incluídos na análise dos resultados e discussões. 
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2. Objetivos 
 

2.1 Objetivo geral 

- Avaliar o impacto das crises convulsivas em características reprodutivas de animais 

da cepa Wistar Audiogenic Rat (WAR) visando a criação de um modelo murino para 

o estudo da SOP. 

 
2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar os impactos das crises convulsivas reflexas no ciclo estral de animais da 

cepa WAR e seus controles Wistar. 

- Avaliar os impactos das crises convulsivas reflexas na morfologia dos ovários dos 

animais da cepa WAR e seus controles Wistar. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Material e Métodos 
 
 



Material e Métodos  I        
 

 

29 

 

3. Material e Métodos 

3.1 Animais 

Foram utilizados animais das linhagens WAR e Wistar, provenientes do 

Biotério de criação da cepa WAR do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, os 

grupos de estudo foram submetidos ao protocolo de abrasamento audiogênico. Os 

procedimentos experimentais foram aprovados inicialmente segundo protocolo 

CETEA 176/2018. 

 

3.2 Grupos experimentais 

(1) Wistar Audiogenic Rat (Kindling - Estímulo audiogênico) - 13 fêmeas com 70-90 

dias. 

(2) Wistar Audiogenic Rat (Controle-Sham) - 12 fêmeas com 70-90 dias. 

(3) Wistar (Kindling - Estímulo audiogênico) - 10 fêmeas com 70-90 dias. 

(4) Wistar (Controle-Sham) - 12 fêmeas com 70-90 dias. 

 

 Os animais que apresentaram ciclo estral irregular antes do início dos 

experimentos foram excluídos, também houve casos de animais excluídos por 

apresentarem problemas vaginais que acarretavam dores na coleta da lavagem. Um 

animal do grupo controle morreu durante o período de coleta do ciclo e também foi 

excluído. 

 

3.3 Abrasamento audiogênico (Kindling) 

 A fim de avaliar a resposta dos animais aos estímulos acústicos de alta 

intensidade, foi utilizada a caixa de estimulação audiogênica, que consiste em um 

cilindro de acrílico com 25 cm de diâmetro interno e 35 cm de altura, no qual é 
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acoplado um alto-falante na porção superior para a reprodução do som digitalizado 

de uma campainha com intensidade de 110-120 dB. O estímulo é realizado com a 

exposição ao som até o que o animal apresente o comportamento de convulsão 

tônica ou pelo período máximo de 60 segundos. Os animais dos dois grupos 

experimentais que receberam o estímulo foram submetidos a um protocolo de dois 

estímulos por dia durante dez dias, sendo um estímulo executado no início da 

manhã e outro no final da tarde. Os animais dos dois grupos controle-sham foram 

colocados dentro da caixa de estímulo acústico por 60 segundos, também duas 

vezes por dia, porém, nesse caso, a campainha não foi ligada e não houve estímulo 

acústico. 

 As crises, mesencefálicas e límbicas, tiveram o seu nível aferido de acordo 

com a apresentação dos seguintes eventos (Pinel & Rovner, 1978; Rossetti et al., 

2006) (quadro 1): 

 

Quadro 1: Descrição da sequência comportamental em cada tipo de crise, indicando 

também, o índice (nível) atribuído a cada comportamento. 

 

 

Crise Mesencefálica Crise Límbica

Índice Mesencefálico Categorizado (IMc) Escala de Racine ou Índice Límbico (IL)

0 Sem crise 0 Imobilidade

1 Corrida 1 Automatismos faciais

2 Corrida + Pulos 2 Mioclonias de cabeça

3 Segunda corrida 3 Mioclonias de patas anteriores

4 Convulsão tônico-clônica 4 Elevação

5 Convulsão tônico-clônica + 
Convulsão clônica generalizada 5 Queda

6 Flexão ventral da cabeça 6 Mais de 3 quedas

7 Hiperextensão das patas anteriores 7 Corrida

8 Hiperextensão das patas posteriores 8 Crises tônico-clônicas

1
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3.4 Ciclo estral 

 Os animais tiveram o ciclo estral acompanhado por meio de lavagem vaginal 

diária, realizada entre 8h e 10h. Os animais foram contidos com uma flanela macia e 

utilizou-se uma pipeta de ponta arredondada e soro fisiológico para a realização da 

lavagem vaginal. O material coletado foi depositado em uma lâmina e corado por 

meio da técnica de coloração de Papanicolau. O ciclo estral foi acompanhado 

durante 30 dias, sendo 10 dias pré-kindling, 10 dias durante o kindling e 10 dias pós-

kindling. 

 

3.5 Coleta dos ovários 

 Os ovários foram coletados após a eutanásia dos animais ao final dos 30 dias 

de experimento. Para tanto, os animais foram anestesiados por inalação de 

isoflurano (atmosfera saturada) e em seguida decapitados. Os ovários foram 

depositados em paraformaldeído 4% para a confecção de lâminas histológicas. 

 

3.6 Preparação histológica 

 Os ovários foram retirados, pesados e preparados para a histologia. Para 

tanto, foram retirados e fixados por imersão em paraformaldeído (4% em PBS pH 

7,4) por pelo menos 12 horas. Após a fixação, o tecido foi preparado para inclusão 

em bloco de resina histológica (Paraplast Plus, Sigma). Resumidamente, o material 

foi desidratado em banhos sequenciais de álcool etílico em concentrações 

crescentes (70%, 80%, 90%, 95%, Absoluto), diafanizado em Xileno (Etanol:Xilol, 

Xilol) e incluído em resina (Xilol:Paraplast, Paraplast). Foi realizada a microtomia das 

amostras e, os cortes (6 μm), foram montados em lâminas de microscopia com 

auxílio de banho Maria e corados com hematoxilina e eosina para avaliação 

histopatológica em microscopia de campo claro. 
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3.7 Avaliação histológica 

As lâminas preparadas com os ovários foram analisadas para a avaliação da 

presença de cistos ovarianos, conforme descrito por Brawer et al. 1986, segundo o 

qual, os cistos são caracterizados pela presença de folículos com ampla cavidade 

antral, delgada camada de células da granulosa e hipertrofia tecal (Brawer et al., 

1986). 

 

3.8 Análises estatísticas 

 Para comparar a média do número de cistos ovarianos nos diferentes grupos 

foi utilizado ANOVA e o Teste Tukey, com um nível de confiança de 95% (p<0,05). 

Utilizou-se o programa estatístico PAST4 para a realização dos cálculos. 
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4. Resultados 

 
 Para facilitar a apresentação dos resultados, os animais de cada grupo foram 

renomeados de forma sequencial. 
  

4.1 Ciclo estral dos Wistar 

Os animais do grupo Wistar Controle-Sham, em geral, apresentaram um ciclo 

normal, de 4 a 5 dias, sendo pouco ou nada afetados pelo período de 10 dias em 

que foram colocados duas vezes por dia dentro da caixa de estímulo acústico com a 

campainha desligada, as exceções ficam por conta dos animais “Wistar 5” e “Wistar 

10", que, durante o experimento, tiveram o seu ciclo afetado (figura 3).  

 O animal “Wistar 5” apresentou um leve atraso no início do ciclo seguinte, 

comumente observado em situações de estresse leve. Já o animal “Wistar 10” 

apresentou uma alteração prolongada no ciclo estral, entrando em um estado de 

diestro por 10 dias, para, em seguida, retomar a normalidade do ciclo. Assim, para o 

grupo Wistar Controle-Sham, podemos dizer que 83,3% dos animais (10 de 12) não 

apresentaram qualquer tipo de alteração durante os 10 dias em que foram colocados 

na caixa acústica, enquanto 8,3% (1 de 12) apresentaram alterações de curta 

duração, e 8,3% (1 de 12) alterações prolongadas. 
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Figura 3: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo Wistar Controle-Sham.  

 

 

Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. O retângulo azul 

indica o intervalo de 10 dias no qual os animais foram colocados na caixa acústica com a 

campainha desligada. No eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos 

animais e as fases do ciclo: (M) Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro. 
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No grupo Wistar Kindling (estímulo acústico), como esperado, pelo fato 

desses animais não serem propensos à deflagração de crises convulsivas 

audiogênicas, nenhum dos animais apresentou qualquer tipo de crise convulsiva 

durante os 20 estímulos realizados nos 10 dias de experimento, no entanto, 

provavelmente pela situação estressante da campainha, vários animais tiveram o 

seu ciclo afetado, seja por alterações curtas ou prolongadas (figura 4).  

 Alguns animais que apresentavam ciclo regular de 4 dias passaram a 

apresentar ciclo de 5 dias, provavelmente por conta do experimento, no entanto, 

como o ciclo de 5 dias pode ser relativamente comum, foi considerado que esses 

animais não tiveram o seu ciclo afetado. O animal “Wistar 19” encontrava-se parado 

em estro antes dos estímulos, retomando o ciclo logo no seu início e mantendo um 

ciclo regular de 4 a 5 dias durante os estímulos e depois deles, então, também foi 

considerado normal. Assim, dos 10 animais utilizados no experimento, 40% (4 de 

10) não apresentaram alterações no ciclo, 40% (4 de 10) apresentaram alterações 

curtas (permanecendo 3 dias no diestro) e 20% (2 de 10) alterações prolongadas 

(permanecendo 10 dias no diestro). 
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Figura 4: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo Wistar Kindling.  

 

 

Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. O retângulo 

vermelho indica o intervalo de 10 dias no qual os animais foram estimulados acusticamente. 

No eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos animais e as fases do ciclo: 

(M) Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro.  
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 Com esses resultados nota-se que, mesmo na ausência de crises 

convulsivas, a exposição dos animais ao estímulo acústico gera um ambiente de 

estresse, causando alterações predominantemente breves no ciclo estral (figura 5). 

 

 
Figura 5: Gráfico com alterações encontradas no ciclo dos animais Wistar, com a 

porcentagem de animais afetados por cada um dos fenômenos nos dois grupos. 

 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Wistar Controle-Sham Wistar Kindling

Sem alteração
Alterações curtas
Alterações prolongadas
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4.2 Ciclo estral dos WAR 

Os animais do grupo WAR Controle-Sham, em geral, apresentaram um ciclo 

normal, de 4 a 5 dias, sendo pouco ou nada afetados pelo período de 10 dias em 

que foram colocados duas vezes por dia dentro da caixa de estímulo acústico com a 

campainha desligada, as exceções ficam por conta dos animais “WAR 5” e “WAR 6", 

que, durante o experimento, tiveram o seu ciclo afetado (figura 6). 

O animal “WAR 5” apresentou uma alteração prolongada no ciclo estral, 

entrando em um estado de diestro por 11 dias. Já o animal “WAR 6" entrou em 

estado de diestro prolongado após o término da exposição e não havia retomado o 

ciclo quando o experimento foi encerrado, tendo sido registrados 8 dias de diestro 

constante, que poderiam se estender caso a coleta continuasse sendo feita. Assim, 

para o grupo WAR Controle-Sham, podemos dizer que 83,3% dos animais (10 de 

12) não apresentaram qualquer tipo de alteração durante os 10 dias em que foram 

colocados na caixa acústica, enquanto 16,6% (2 de 12) apresentaram alterações 

prolongadas no ciclo. 
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Figura 6: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo WAR Controle-Sham.  

 

 

Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. O retângulo azul 

indica o intervalo de 10 dias no qual os animais foram colocados na caixa acústica com a 

campainha desligada. No eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos 

animais e as fases do ciclo: (M) Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro. 
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O grupo WAR Kindling (estímulo acústico) é aquele no qual os animais 

apresentam crises convulsivas durante o experimento. 

O acompanhamento do ciclo estral demonstrou que todos os animais (100%, 

13 de 13) sofreram alterações prolongadas no ciclo, apresentando períodos de 

diestro que duraram de 10 a 15 dias (média de 11,8 dias) (figura 7). Em relação às 

crises, apenas um dos animais não apresentou nenhuma crise ao longo dos 20 

estímulos, enquanto outros, além de apresentarem as crises mesencefálicas iniciais, 

ao longo dos estímulos, também recrutaram o sistema límbico, passando a 

apresentar os dois tipos de crise. 

A figura 7 mostra o ciclo estral, a fase do ciclo no início dos estímulos e os 

níveis das crises mesencefálicas. Os resultados completos das crises, tanto 

mesencefálicas, quanto límbicas, podem ser vistos na tabela nos anexos. 
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Figura 7: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo WAR Kindling, das fases nas quais 

se encontravam no início dos estímulos e das crises convulsivas ao longo do experimento.  

 

 

 

 

Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. O retângulo 

vermelho indica o intervalo de 10 dias no qual os animais foram estimulados acusticamente. 

No eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos animais e as fases do ciclo: 

(M) Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro. 
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Destaca-se o fato do animal “WAR 14” apresentar a característica parada em 

diestro, mesmo não tendo tido nenhuma crise convulsiva. Ainda nessa linha, o 

animal “WAR 17” só apresentou a sua primeira crise na tarde do 4º dia de estímulo, 

porém, nota-se que ele já estava com o ciclo parado antes disso. 

 Além disso, os animais que apresentaram tanto crises límbicas quanto 

mesencefálicas (“WAR 15, 16, 18, 21, 23, 24, 25”), não geraram um padrão de ciclo 

diferente dos animais que tiveram apenas crises mesencefálicas, indicando que a 

progressão das crises para um novo sistema não altera o resultado dos ciclos. 

Com esses resultados nota-se que, embora o estresse contribua para um 

atraso no ciclo estral, como demonstrado nos grupos Wistar, as crises convulsivas 

possuem um impacto muito mais pronunciado, gerando alterações marcantes em 

todos os animais estimulados por 10 dias (figura 8). 

 

Figura 8: Gráfico com alterações encontradas no ciclo dos animais Wistar, com a 

porcentagem de animais afetados por cada um dos fenômenos nos dois grupos. 

 

 

 

WAR Controle-Sham WAR Kindling

Sem alteração
Alterações curtas
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4.3 Cistos ovarianos 

 O número de cistos (figura 9) presentes nos ovários dos animais dos quatro 

grupos experimentais variou de zero a cinco para os animais Wistar e de zero a sete 

para os animais WAR, sendo que a média para o grupo Wistar Cotrole-Sham foi de 

2,5, para o grupo Wistar Kindling foi de 1,9, para o grupo WAR Controle-Sham foi de 

2,36 e para o grupo WAR Kindling foi de 2,64. 

 
 
Figura 9: Lâmina do corte histológico de um dos ovários analisados. 

 

 

(CL) Corpo lúteo, (C) Cisto ovariano, (F) Folículo. 
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 Após as análises estatísticas, pode-se afirmar que, no presente experimento, 

não foram encontradas diferenças significativas para a presença de cistos, tanto na 

comparação WAR x Wistar, quanto na comparação Controle x Kindling. Na 

comparação Wistar Controle-Sham x Wistar Kindling, obteve-se um valor de p = 

0,86; na comparação WAR Controle-Shan x WAR Kindling, obteve-se um valor de p 

= 0,98; na comparação Wistar Controle-Shan x WAR Controle-Shan, obteve-se um 

valor de p = 0,99; e na comparação Wistar Kindling x WAR Kindling, obteve-se um p 

= 0,75 (figura 10). 

 

Figura 10: Número de cistos por ovário em cada um dos diferentes grupos.  
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Nos resultados dos experimentos identificou-se que o tempo de parada do 

ciclo em diestro (≈12 dias) é muito próximo ao intervalo de duração dos estímulos 

(10 dias); tal resultado levanta o questionamento se o tempo de parada está 

diretamente relacionado ao número de estímulos ou se a parada em diestro 

apresenta um intervalo regular de 12 dias independentemente do número de crises 

induzidas. Assim, foi elaborado um novo experimento, no qual os animais foram 

estimulados por apenas 3 dias, partindo de diferentes fases do ciclo estral. 

 
Experimento 2 
 
5. Objetivos 

5.1 Objetivo geral 

- Verificar se em protocolo reduzido, com apenas 3 dias de estímulos (6 estímulos), 

os animais apresentam a mesma parada característica de cerca de 12 dias em 

diestro encontrada para o protocolo de 10 dias de estímulos (20 estímulos).  

 

5.2 Objetivo específico 

- Verificar, em um protocolo reduzido, se os estímulos realizados em fases diferentes 

do ciclo geram resultados distintos. 

 

6. Material e Métodos 
 

6.1 Grupos experimentais 

(1) WAR Estro (3 dias de estímulos começando no estro) - 11 fêmeas com 70-90 

dias.
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(2) WAR Estro-Controle-Sham - 7 fêmeas com 70-90 dias. 

(3) WAR Metaestro (3 dias de estímulos começando no metaestro) - 11 fêmeas com 

70-90 dias. 

(4) WAR Metaestro-Cntrole-Sham - 7 fêmeas com 70-90 dias. 

 

6.2 Estímulos acústicos 

 Para a realização dos estímulos acústicos nesse experimento, utilizou-se a 

mesma caixa de estimulação audiogênica descrita no experimento anterior. O 

estímulo foi realizado com a exposição ao som até o que o animal apresentasse o 

comportamento de convulsão tônica ou pelo período máximo de 60 segundos. Os 

animais dos dois grupos experimentais que receberam o estímulo foram submetidos 

a um protocolo de dois estímulos por dia durante três dias, sendo um estímulo 

executado no início da manhã e outro no final da tarde. Os animais dos dois grupos 

controle-sham foram colocados dentro da caixa de estímulo acústico por 60 

segundos, também duas vezes por dia por três dias, porém, nesse caso, a 

campainha não foi ligada e não houve estímulo acústico. Os níveis das crises foram 

avaliados de acordo com o quadro descrito no experimento anterior. 

 

6.3 Ciclo estral 

 Os animais tiveram o ciclo estral acompanhado por meio de lavagem vaginal 

diária, realizada entre 8h e 10h. Os animais foram contidos com uma flanela macia e 

utilizou-se uma pipeta de ponta arredondada e soro fisiológico para a realização da 

lavagem vaginal. O material coletado foi depositado em uma lâmina e corado por 

meio da técnica de coloração de Papanicolau. O ciclo estral foi acompanhado até 

que todos os animais tivessem apresentado 4 estros, e o estímulo acústico foi 

iniciado no segundo estro, ou no metaestro seguido do segundo estro.
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7. Resultados 

7.1 WAR com estímulo no estro 

Os animais do grupo WAR Estro-Controle-Sham não apresentaram nenhum 

tipo de alteração no ciclo estral, mantendo a normalidade dos ciclos de 4-5 dias 

(figura 11). 

 

Figura 11: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo WAR Estro-Controle-Sham. 

 

 

Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. Os pontos azuis 

indicam os dias nos quais os animais foram colocados na caixa acústica com a campainha 

desligada. No eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos animais e as fases 

do ciclo: (M) Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro. 
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Já os animais WAR Estro (estímulo acústico), apresentaram alterações 

variadas no ciclo estral (figura 12). Dos 11 animais desse grupo experimental, 36,4% 

(4 de 11) não apresentaram alterações no ciclo, 18,2% (2 de 11) apresentaram 

alterações curtas no ciclo (diestro de 3 dias), e 45,4% (5 de 11) alterações 

prolongadas no ciclo (parada em diestro por 10-12 dias). 

Figura 12: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo WAR Estro.  

 

Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. Os pontos 

vermelhos indicam os dias nos quais os animais receberam os estímulos acústicos. Os 

números nos quadrados à direita indicam o nível das crises em cada um dos estímulos. No 

eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos animais e as fases do ciclo: (M) 

Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro. 

 

E
P
D
M
E
P
D
M
E
P
D
M

E
P
D
M

E
P
D
M

E
P
D
M

E
P
D
M

E
P
D
M
E
P
D
M

E
P
D
M

E
P
D
M

WAR 33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

0 0 0 0 0 0

5 5 6 2 5 2

5 2 0 0 0 0

1 2 0 2 0 0

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

5 2 7 5 5 3

5 7 5 5 5 2

0 6 2 7 0 0

7 2 2 2 2 7

2 7 2 2 2 2



Resultados  I        
 

 

50 

 

Nesse grupo também se nota uma clara influência do nível das crises na 

determinação da parada dos ciclos. Dos 4 animais que não tiveram o seu ciclo 

alterado com a exposição ao estímulo acústico, 3 deles não apresentaram nenhuma 

crise convulsiva (“WAR 33, 37 e 38”), sendo animais totalmente refratários, e o 

restante (“WAR 35”), apresentou apenas duas crises no primeiro dia, e nenhuma 

outra. Portanto, nota-se que, para um protocolo mais curto, de 3 dias, os níveis das 

crises parecem exercer uma influência maior e, em geral, os animais refratários não 

param de ciclar com a mesma facilidade que os animais que apresentam crises. 

 

7.2 WAR com estímulo no metaestro 

 Os animais do grupo WAR Metaestro-Controle-Sham apresentaram poucas 

alterações no ciclo estral (figura 13). Dos 7 animais desse grupo experimental, 

85,7% (6 de 7) não apresentaram alterações no ciclo após serem inseridos na caixa 

acústica, enquanto 14,3% (1 de 7) apresentaram uma leve alteração no ciclo estral 

(diestro de 3 dias). Vale destacar que o animal “WAR 47”, embora também tenha 

apresentado diestro de 3 dias após ser inserido na caixa acústica, foi considerado 

sem alteração de ciclo, uma vez que, antes da inserção, o animal já estava 

apresentando um diestro de 3 dias. 
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Figura 13: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo WAR Metaestro-Controle-Sham.  

 

 

Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. Os pontos azuis 

indicam os dias nos quais os animais foram colocados na caixa acústica com a campainha 

desligada. No eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos animais e as fases 

do ciclo: (M) Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro. 

 

 

Já os animais WAR Metaestro (estímulo acústico), apresentaram alterações 

variadas no ciclo estral (figura 14). Dos 11 animais desse grupo experimental, 36,4% 

(4 de 11) não apresentaram alterações no ciclo, 9% (1 de 11) apresentaram 

alterações curtas no ciclo (diestro de 4 dias), e 54,6% (6 de 11) alterações 

prolongadas (parada em diestro por 6-16 dias). 
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Figura 14: Resultado do ciclo estral dos animais do grupo WAR Metaestro.  

 

 
 
 
Cada ponto representa a fase do ciclo do animal no dia correspondente. Os pontos 
vermelhos indicam os dias nos quais os animais receberam os estímulos acústicos. Os 
números nos quadrados à direita indicam o nível das crises em cada um dos estímulos. No 
eixo X, os dias do experimento. No eixo Y, os números dos animais e as fases do ciclo: (M) 
Metaestro, (D) Diestro, (P) Proestro e (E) Estro. 
 
 
 

Nesse grupo, diferente do WAR Estro apresentado anteriormente, no qual os 

animais que não tiveram o ciclo interrompido foram majoritariamente animais que 

não apresentaram crises convulsivas, os animais do grupo WAR Metaestro que não 

tiveram o seu ciclo interrompido exibiram crises robustas, sugerindo uma diferença 

de sensibilidade entre as duas fases do ciclo. 
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8. Discussão 
 
 Considerando os critérios diagnósticos atuais de SOP, nos quais os animais 

devem apresentar pelo menos duas das três características clássicas da síndrome, 

descobriu-se que, seguindo as condições apresentadas nesse estudo, a hipótese de 

que os WAR seriam bons modelos para o estudo da SOP foi refutada, uma vez que 

os animais não desenvolveram cistos ovarianos e nem apresentaram ciclo estral 

irregular consistente após o término das crises. 

 Diante da dinâmica encontrada nos ciclos, e tomando por base a fisiologia de 

formação dos cistos ovarianos, os resultados encontrados são esperados, uma vez 

que a formação de cistos ocorre quando existem folículos ovarianos que por algum 

motivo não liberam seus oócitos e não entram no processo de formação do corpo 

lúteo. Uma vez que os resultados demonstraram uma parada do ciclo em diestro, e 

muito provavelmente uma ausência de ovulação nesse período (hipótese reforçada 

pela rotina do biotério na qual observa-se que as fêmeas pós-estimulação acústica 

não ficam prenhas por um tempo), os animais WAR, no período testado, não tiveram 

uma grande quantidade de ciclos completos, e, por consequência, não tiveram a 

oportunidade de apresentar muitos folículos não ovulatórios que se tornassem 

cistos. 

 Tal visão também está de acordo com a literatura, que demonstra que nos 

animais que tiveram os ovários policísticos induzidos por convulsões causadas 

quimicamente, um protocolo muito longo foi utilizado, com os ovários sendo 

analisados de 2 a 3 meses após o início das crises (Scharfman et al. 2008). O 

mesmo vale para modelos de SOP criados por estresse, no qual protocolos de 8 

semanas foram utilizados (Bernuci et al., 2008). Além disso, em todos os casos a 

alteração encontrada no ciclo estral foi um pequeno prolongamento no diestro 

(Amado & Cavalheiro, 1998; Bernuci et al., 2008; Scharfman et al. 2008), assim 
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como observado nos Wistar Kindling, e não uma longa parada de cerca de 12 dias, 

como encontrada nos WAR Kindling. 

 Curiosamente, essa longa parada em diestro mantem-se mesmo com 

intervalos mais curtos de estímulos, como foi demonstrado no experimento 2. Diante 

desses resultados, é preciso explorar as diferentes possibilidades que expliquem 

esse fenômeno. 

 A primeira hipótese é de que o estresse das crises convulsivas tenha gerado 

um aumento dos níveis de progesterona, e este, tenha provocado um 

interrompimento do ciclo. 

O primeiro trabalho encontrado que descreve a parada do ciclo em diestro 

divido ao estresse foi realizado por Hatotani et al. em 1979, que, na tentativa de criar 

um modelo de depressão, submeteu os ratos a um regime de corrida forçada 

gerando paradas persistentes do ciclo estral em diestro (Hatotani et al., 1979), assim 

como no presente trabalho. Carlberg & Fregly, em 1985, buscando um modelo de 

disrupção do ciclo que mimetizasse as características menstruais de mulheres 

atletas, também chegaram a um resultado semelhante utilizando corrida forçada 

(Carlberg & Fregly, 1985). Em seguida, outros trabalhos utilizaram diferentes 

métodos de indução de estresse para avaliar o ciclo dos animais, como nado 

forçado, choque nas patas, estresse emocional, privação de sono e exposição a 

gatos, e, em todos eles, em maior ou menor grau, os animais apresentavam paradas 

características de 10-12 dias em média no diestro (Axelson, 1987; Echandía et al., 

1988; Anderson et al., 1996; Antunes et al., 2006; Medubi et al., 2017). 

 De maneira geral, como esperado, nos animais que sofreram alteração do 

ciclo pelo estresse, os níveis de corticosterona estavam elevados em relação aos 

controles (Axelson, 1987; Echandía et al., 1988; Antunes et al., 2006), além disso, 

também foi detectada uma elevação nos níveis de progesterona (Antunes et al., 

2006; Medubi et al., 2017). 
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 Sabendo que a progesterona tem potencial para estacionar o ciclo em diestro 

(Kubota et al., 2016), diante dos resultados desse e de outros estudos, é importante 

compreender a relação desse hormônio com o estresse. A progesterona é um 

precursor de uma das vias bioquímicas de produção da corticosterona, um hormônio 

do estresse, e, portanto, estão intimamente relacionados (Hueston & Deak, 2014). 

Estudos demonstram que em resposta ao estresse, a região cortical das adrenais 

secreta não apenas corticosterona, mas também progesterona adrenal (Cooper et 

al., 1995; Elman & Breier, 1997; Duncan et al., 1998; Romeo et al., 2004; Romeo et 

al., 2006; Hueston et al., 2011). 

 Um ponto que fica claro nos resultados encontrados no presente estudo é o 

fato dos WAR serem muito suscetíveis à parada do ciclo. Acompanhando o ciclo 

estral de muitos animais WAR ao longo dos últimos anos em processos de rotina, 

nota-se que, além das paradas em diestro por aproximadamente 12 dias 

encontradas nos experimentos, paradas espontâneas, também com o mesmo 

intervalo, são comumente observadas. Isso reforça a tese de que os WAR são mais 

sensíveis do que as outras cepas quando se trata da dinâmica do ciclo reprodutivo e 

sua relação com o estresse. Uma possível explicação para isso é o fato já 

demonstrado de que os WAR apresentam hiperplasia do córtex da adrenal, e 

embora não tenham níveis basais de corticosterona mais altos do que os controles, 

apresentam elevações muito maiores quando expostos a uma mesma dose 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), indicando uma resposta exacerbada do eixo 

HPA diante de eventos agudos de estresse (Umeoka et al., 2011, Godoy & Garcia-

Cairasco, 2021). 

 Os WAR foram selecionados ao longo dos anos para serem sensíveis a crises 

convulsivas audiogênicas, no entanto, a seleção de tais eventos adversos podem 

ter, como consequência relacionada, também selecionado mecanismos de proteção 

naturais contra as crises convulsivas, como uma espécie de “compensação" para a 

elevada sensibilidade desses animais. 
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 Nessa linha, sabe-se que a progesterona é um poderoso anticonvulsivante 

endógeno, responsável, inclusive, por parte da ocorrência diferencial de convulsões 

ao longo do ciclo menstrual de mulheres com epilepsia (Longo & Saldana, 1966; 

Zimmermann et al., 1973; Hall, 1977; Taubøll et al., 2021). Assim, uma possibilidade 

é de que como mecanismo compensatório para a sensibilidade desses animais as 

crises, tenha-se, involuntariamente, selecionado animais com resposta mais 

acentuada da progesterona. Além disso, tal resposta não viria da progesterona dos 

ovários, mas sim da progesterona do córtex da adrenal, deixando a adrenal 

hiperplásica e elevando a sensibilidade desses animais ao estresse. Assim, a 

elevação da corticosterona pelo estresse, elevaria também os níveis de 

progesterona, que, por sua vez, interromperia o ciclo em diestro. 

 Uma segunda possibilidade, mais provável graças a realização do 

experimento 2, que demonstra que o intervalo de parada é constante, independente 

do número de estímulos, é a de que as crises convulsivas tenham gerado um 

aumento nos níveis de prolactina, e, esse aumento, tenha disparado uma resposta 

de pseudoprenhez nas fêmeas. 

 Long e Evans, acompanhando o ciclo estral de ratas, descobriram que, ao 

acasalar uma fêmea com um macho vasectomizado, o ciclo estral era interrompido e 

ficava estacionado em diestro por cerca de 12 dias. Descobriram também que o 

mesmo fenómeno poderia ser evocado sem a presença do macho, utilizando uma 

pequena haste para estimular mecanicamente a região do cérvix vaginal (Long & 

Evans, 1922). Tal evento ficou conhecido na literatura como pseudoprenhez e 

passou a ser muito estudado desde então (Knobil & Neill, 2015). 

 A pseudoprenhez em ratos é um fenômeno curioso e natural, e acontece 

devido a um “desbalanço” entre o ciclo estral e o tempo de desenvolvimento e 

implantação do embrião. Ao longo da evolução, a seleção natural fez com que em 

muitos roedores o ciclo estral durasse cerca de 4 dias apenas, o que possibilitava ao 

animal ovular mais vezes em um determinado período, no entanto, o embrião dos 
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ratos continuou levando 5 dias para atingir o estágio de blastocisto e implantar-se no 

útero. Dessa forma, se não houvesse alguma forma de garantir um útero receptivo 5 

dias após a cópula, os embriões não poderiam sofrer o processo de nidação. Assim, 

quando ocorre a cópula, o sistema reprodutor da fêmea envia um sinal de parada do 

ciclo, que mantém o útero receptivo a espera dos embriões que chegarão em 5 dias 

(Long & Evans, 1922). Esse fenômeno de parada acontece pelo “resgate" do corpo 

lúteo, que não se degenera como de costume ao final do diestro, mantendo-se ativo 

durante um intervalo de cerca de 12 dias, provocando uma parada do ciclo em 

diestro (Long & Evans, 1922). 

 Depois de uma série de estudos sobre o tema, descobriu-se que o hormônio 

responsável pela manutenção do corpo lúteo e pela pseudoprenhez é a prolactina. 

Após a cópula ou estímulo cervical, nota-se a presença de dois picos de prolactina 

por dia; um noturno, que começa logo após a meia-noite, atingindo seu máximo 

entre 3:00-05:00 h e retornando aos níveis basais ao meio-dia e um diurno, que 

atinge seus níveis mais altos entre 17:00-19:00 h, retornando aos níveis basais à 

meia-noite (Freeman et al., 1974; Smith et al., 1975; Smith et al., 1976; Smith & Neill, 

1976; Erskine, 1995). 

 Descobriu-se que vários elementos, além do estímulo cervical, são capazes 

de promover a pseudoprenhez, tratamentos com prolactina, progesterona, estrógeno 

e agentes tranquilizantes, como reserpina e clorpromazina, podem induzi-la, e, 

notadamente, crises convulsivas (Barraclough & Sawyer, 1959; Rothchild & 

Schubert, 1963; Everett, 1963; Bogdanove, 1966; Gilmore & McDonald, 1969; 

Uchida et al., 1973; Bhanot & Wilkinson, 1982). 

 Curiosamente, um estudo demonstrou que em animais tratados com 

progesterona no estro, 50% deles apresentaram a pseudoprenhez, com a 

característica parada de cerca de 12 dias, enquanto o restante dos animais 

apresentou um pequeno alongamento do ciclo, caracterizado por um diestro de 3 

dias (De Greef & Zeilmaker, 1979), resultados muito parecidos com os encontrados 
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no experimento 2 do presente trabalho, no qual os WAR foram estimulados a partir 

do estro. 

 Pelo conjunto dos dados obtidos nos experimentos e pela comparação com a 

literatura, uma hipótese muito forte, que deve ser investigada futuramente, é a 

possibilidade de que a parada do ciclo estral encontrada nos WAR se trate da 

ativação involuntária desse mecanismo de pseudoprenhez, que estaria sendo 

evocado não pelo coito ou pelo estímulo cervical, mas sim pelo estresse e pelas 

crises convulsivas. 

 Essa hipótese ganha força quando se considera a relação intima existente 

entre o estresse e os níveis de prolactina, uma vez que se detectou que várias 

formas diferentes de estresse promovem a sua liberação (Fujikawa et al., 1995; 

Demarest et al., 1985; Minamitani et al., 1987; Gala, 1990; Meyerhoff, 1988; 

Klenerova et al., 2001). 

 Além disso, também existe uma forte relação entre os níveis de prolactina e 

as crises convulsivas. Em ratos Wistar com crises convulsivas induzidas por lesões 

mesencefálicas, os animais apresentaram um pico de prolactina logo após as crises; 

tal pico poderia ser responsável por ativar uma eventual pseudoprenhez, no entanto, 

nesse trabalho o ciclo estral não foi acompanhado (Garcia-Cairasco et al., 1996). 

 Para verificar se esse pico de prolactina ocorreria também nos WAR um 

experimento semelhante foi realizado; nele constatou-se que cerca de 5 a 15 

minutos após os estímulos acústicos os animais apresentavam uma elevação de 8 

vezes na prolactina (Doretto et al., 2003b). Vale ressaltar, ainda, que os animais 

apresentaram picos mais altos de acordo com o nível de intensidade de suas crises 

convulsivas, quanto mais forte a crise, mais alto o pico de prolactina, sendo essa 

uma possível explicação para a relação entre os níveis das crises e a parada ou não 

do ciclo no experimento 2 do presente trabalho. 
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 Em um trabalho realizado com Wistar sensibilizados, um tratamento com 

bromocriptina, um inibidor de prolactina, foi empregado, fazendo com que os animais 

continuassem apresentando as crises convulsivas, porém, dessa vez, não 

evocassem o pico de prolactina (Garcia-Cairasco et al., 1996). Em outro trabalho, 

animais que apresentaram picos de prolactina e pseudoprenhez após a indução 

química de crises convulsivas também foram tratados com bromocriptina, que 

impediu a ocorrência desses dois fenómenos nos animais tratados (Bhanot & 

Wilkinson, 1982). 

 Entendendo que, nas condições testadas, os WAR não são um bom 

organismo para o estudo da SOP, é preciso compreender como, e se, a 

pseudoprenhez e os resultados encontrados no presente estudo podem servir como 

modelo para outras doenças relacionadas ao sistema reprodutor feminino. Para isso, 

é preciso entender o fenômeno e as diferenças existentes entre o sistema reprodutor 

dos ratos e dos humanos. 

 O termo pseudoprenhez, utilizado por Long e Evans em sua descoberta, 

passou a ser adotado por outros cientistas e se consolidou, permanecendo assim 

até os dias de hoje, porém, conforme apontado por Everett (1961), esse termo 

provavelmente não é o melhor para descrever o fenómeno do “resgate" do corpo 

lúteo dos ratos, pois pode ser confundido com a pseudoprenhez de outros 

mamíferos (Everett, 1961). No caso dos ratos, a pseudoprenhez é um fenómeno 

natural, utilizado como estratégia reprodutiva, enquanto no caso de outros 

mamíferos, que não realizam esse “resgate" do corpo lúteo, a pseudoprenhez é um 

fenómeno patológico (Conaway, 1971; Weir & Rowlands, 1973; Gobello, 2021). 

Portanto, "ativação" do corpo lúteo, ou "resgate" do corpo lúteo talvez fossem termos 

mais apropriados para descrever a pseudoprenhez dos ratos.   

 Todos os mamíferos, muitos répteis e até mesmo alguns peixes apresentam 

corpo lúteo. Em algumas espécies a função luteal está relacionada com a maturação 

final dos oócitos, movimento dos ovos no oviduto ou ovoposição, uma vez que o 
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corpo lúteo está presente em certos répteis ovíparos, anfíbios e até mesmo em 

algumas aves (Rothchild, 1981; Browning, 1973). Nos mamíferos o corpo lúteo 

apresenta-se como uma glândula endócrina presente nos ovários, que se forma a 

partir das células da parede do folículo após a ovulação e apresenta como função 

principal a produção de progesterona, que desempenha um importante papel na 

manutenção da receptividade uterina aos embriões. A enorme diversidade entre as 

espécies e a importância do sistema reprodutivo no processo de seleção natural 

levou ao surgimento de uma série de mecanismos de controle da função e estrutura 

do corpo lúteo (Browning, 1973; Rothchild, 1981; Stocco et al., 2007). 

 Devido à sua natureza transitória, pode-se dividir o tempo de vida do corpo 

lúteo em uma fase de desenvolvimento, uma fase funcional e uma fase de 

regressão. Essas fases geralmente estão associadas respectivamente a níveis 

crescentes, níveis elevados e níveis decrescentes de progesterona circulante no 

sangue. Graças à grande diversidade encontrada entre os mamíferos, o corpo lúteo 

pode ser dividido em três categorias principais, baseadas em quanto tempo ele 

mantem-se ativo após a ovulação em um ciclo ovariano não fecundado (McCracken 

et al., 1999; Rothchild, 1981). 

 Em primeiro lugar, existe o corpo lúteo de longa duração, ele ocorre 

principalmente em animais monoestros, que são aquele que apresentam apenas um 

ciclo estral em intervalos longos, como por exemplo a cada 6 meses ou 1 ano. Essa 

categoria inclui muitos dos mamíferos carnívoros, como cães, gatos, lobos e 

raposas, além de outros animais, como veados, tatus e alguns marsupiais, nos quais 

o corpo lúteo pode chegar a durar até 6 meses (Eckstein & Zuckerman, 1956; 

Sharman, 1976; Hoffmann et al., 1978; Bradshaw & Bradshaw, 2011; Jewgenow et 

al., 2012). 

 O segundo tipo é o dos animais com corpo lúteo de curta duração, ele 

geralmente está presente nos animais poliéstricos, que são aqueles que apresentam 

ciclos ovarianos frequentes. Nessas espécies o corpo lúteo se desenvolve e 
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funciona por um intervalo finito, no entanto, caso ocorra a gravidez a expectativa de 

vida desse corpo lúteo é aumentada. Essa categoria inclui macacos, grandes símios 

e humanos, nos quais um corpo lúteo funcional se forma rapidamente após a 

ovulação e funciona por um intervalo de cerca de 2 semanas, mantendo o útero 

receptivo para o processo de nidação (Wiele et al., 1970; Knobil, 1973; Devoto et al., 

2009). Caso a gravidez não ocorra, o corpo lúteo regride após essas 2 semanas, no 

entanto, se ocorrer, a vida útil funcional do corpo lúteo é estendida até que a 

produção de progesterona possa ser assumida pela placenta (Stouffer & Hearn, 

1998). 

 Por fim, existe o terceiro tipo de corpo lúteo, que são aqueles de duração 

ultracurta. Espécies com essa característica não formam um corpo lúteo funcional 

após o ciclo ovariano normal, a menos que ocorra acasalamento. Esse é o caso de 

muitos roedores, como os ratos e camundongos, nos quais o ciclo estral dura de 4 a 

5 dias e não possui uma fase lútea verdadeira (Hilliard, 1973). Após a ovulação, o 

folículo desenvolve-se como um corpo lúteo “não funcional”, pois, embora produza 

níveis baixos de progesterona, não tem capacidade suficiente para sustentar o 

processo de decidualização, tornando-se inativo após 2 ou 3 dias. No entanto, o 

acasalamento ou estímulo da região do cérvix vaginal provoca a ativação desse 

corpo lúteo, que se torna funcional e secreta progesterona por 12 a 14 dias (Long & 

Evans, 1922; Smith et al., 1975; Gibori et al., 1988; Freeman, 2006). 

 Assim, em relação as características ovarianas dos ratos e humanos, 

encontram-se grandes diferenças que dificultam o estabelecimento de paralelos, 

pelo menos quando se trata de uma questão mais “macro”, uma vez que, os ratos 

são animais poliovuladores (liberam mais de um oócito), possuem um ciclo estral 

curto (4 a 5 dias), produzem um corpo lúteo "inativo" após a ovulação e que 

responde essencialmente à prolactina; enquanto os humanos são animais 

monoovuladores (liberam um único oócito), possuem um ciclo menstrual longo 
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(cerca de 28 dias), produzem um corpo lúteo ativo após a ovulação e que responde 

ao LH. 

 Para os ratos, trata-se de uma grande vantagem evolutiva apresentar um ciclo 

estral curto, que suprime a fase a lútea caso não ocorra acasalamento, pois são 

animais de base de cadeia alimentar, sendo altamente predados e necessitando ter 

uma taxa de reprodução muito alta para manter os níveis populacionais. Dessa 

forma, esses animais não podem "se dar ao luxo” de perder muito tempo com um 

ciclo que não resultará em prole, diferente dos primatas, que se localizam em níveis 

tróficos superiores na teia alimentar, e portanto, podem adotar uma estratégia 

reprodutiva que dispense mais tempo (Conaway, 1971; Weir & Rowlands, 1973). 

 Na busca de uma compreensão do fio evolutivo que liga essas duas espécies 

distintas muito se perguntou como os ratos fizeram para encurtar o seu ciclo estral, 

no entanto, tal visão denota uma perspectiva antropocêntrica, assumindo o ciclo dos 

primatas como o “padrão”, tendo os ratos transformado o seu, quando na realidade, 

deve-se também questionar a possibilidade oposta, de que o ciclo dos roedores, 

com um corpo lúteo inativo, seja a configuração primitiva, e que, na realidade, outros 

mamíferos passaram a ativar o seu corpo lúteo mesmo quando o acasalamento não 

acontece. A princípio, do ponto de vista energético, essa hipótese não faz sentido, 

pois a manutenção de uma fase lútea em ciclos não gravídicos seria um gasto 

energético desnecessário, porém, tal hipótese torna-se plausível novamente quando 

leva-se em consideração que ciclos não gravídicos são uma condição social 

moderna, e não representam o padrão encontrado na natureza, na qual um ciclo 

estral raramente não resulta em prenhez. Dessa forma, a garantia de um útero 

receptivo em todo ciclo, evitando possíveis falhas na ativação do corpo lúteo por 

acasalamento tornar-se-ia uma vantagem evolutiva para esses grupos de mamíferos 

(Conaway & Koford, 1965; Conaway, 1971; Weir & Rowlands, 1973). 

 Mesmo com essas diferenças entre as espécies, nosso grupo continuou 

buscando uma doença reprodutiva humana que apresentasse alguma similaridade 
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com os resultados encontrados, porém, não encontramos nenhuma. Graças as 

particularidades de cada uma delas e aos resultados encontrados, descartou-se a 

SOP, e provavelmente o hipogonadismo hipogonadotrófico e a hiperprolactinemia. A 

amenorreia hipotamica funcional é a doença que apresenta as melhores 

perspectivas, pois é caracterizada pela deficiência do hormônio liberador de 

gonadotrofina (GnRH) desencadeada por diversos fatores estressores, como 

exercícios físicos excessivos, déficit nutricional ou sofrimento psicológico (Laughlin 

et al., 1998; Goodman & Warren, 2005; Pauli & Berga, 2010; Ruiz-Zambrana & 

Berga, 2020). Essas mesmas condições causam a entrada dos ratos no estado de 

pseudoprenhez, porém, embora o cortisol/corticosterona seja o fator que 

desencadeie os dois fenômenos, a partir desse ponto eles seguem caminhos 

distintos, com a amenorreia hipotalâmica alterando os picos de GnRH e a 

pseudoprenhez ativando o corpo lúteo. 

 No entanto, essa pequena similaridade entre esses dois casos levanta uma 

questão importante, que é a interrogação se a indução da pseudoprenhez por 

estresse, ou por crises convulsivas, possuí algum papel evolutivo. Em outras 

palavras, a indução da pseudoprenhez por estresse trata-se de uma infeliz 

coincidência por compartilhamento de vias bioquímicas, ou ela passou a conferir 

alguma vantagem evolutiva aos animais que apresentavam esse fenómeno. 

 Condições ambientais adversas, seja por escassez alimentar, disputa por 

acasalamento, grupos sociais muito grandes ou presença elevada de predadores 

gera uma diminuição na fertilidade das fêmeas do grupo, uma vez que a prenhez 

exige um gasto energético muito elevado e também deixa o animal susceptível aos 

predadores (Dunbar & Shultz, 2021). Essa diminuição de fertilidade está relacionada 

a alterações nos padrões pulsáteis de GnRH provocados pela corticosterona, o que 

pode ser o caso encontrado nos animais do presente estudo que passaram a ter um 

ciclo estral de 6 dias. Porém, pode-se levantar a hipótese de que, por possuir um 

ciclo muito curto, tal efeito seria limitado do ponto de vista de pressão evolutiva, no 
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entanto, ao entrar no estado de pseudoprenhez, esse animal passaria a estar 

“protegido" contra uma gravidez de alto risco por mais tempo, conferindo uma 

vantagem evolutiva que perpetuaria o processo. Infelizmente, tal hipótese é muito 

difícil de ser testada, provavelmente mantendo-se no campo especulativo. 

 O presente trabalho possui algumas limitações, como o fato de não terem 

sido realizadas dosagens hormonais de prolactina, progesterona, testosterona 

cortisol, entre outros, o que não permite descartar completamente outras patologias 

e abrem perspectivas para a realização de novos experimentos na sequência.  

 Dessa forma, entende-se que os protocolos adotados no presente trabalho, 

embora possam ser relevantes para o estudo de mecanismos de controle de 

algumas características do sistema reprodutor, não são eficientes na criação de um 

modelo animal sistêmico para as principais doenças reprodutivas humanas. No 

entanto, os resultados não perdem importância por isso, e ainda são muito 

relevantes para os estudos envolvendo os animais WAR, se não por sua 

semelhança com os humanos, por suas diferenças. Revelou-se nesse trabalho 

pontos importantes, característicos da fisiologia dos ratos, que acometem os animais 

durante a deflagração das crises convulsivas. Os WAR são utilizados em uma série 

de experimentos de neurociência e, dentro desse e de outros campos de estudo, 

existe um grande debate sobre a influência do ciclo estral nos experimentos, uma 

vez que, dependendo da proposta do estudo, flutuações hormonais características 

do sexo feminino podem influenciar nos resultados. Pela primeira vez demonstrou-se 

que as fêmeas WAR provavelmente entram no estado de pseudoprenhez durante os 

experimentos que induzam crises convulsivas, e esse estado de pseudoprenhez 

possuí uma série de particularidades que devem ser do conhecimento do 

pesquisador responsável pelo desenho do estudo e análise dos resultados. 

 Por exemplo, é importante saber que em condições normais, o estímulo 

cervical é propagado pelo nervo pélvico, que ascende ao tronco encefálico através 

das colunas anterolaterais da medula espinhal; as áreas neurais centrais que 
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respondem à estimulação cervical incluem o núcleo reticular lateral, a substância 

cinzenta central, o núcleo reticular gigantocelular e o núcleo dorsal da rafe 

(Kawakami & Kubo, 1971; Hornby & Rose, 1976; Reiner et al., 1981; Allen et al., 

1981). Além disso, sabe-se que a transecção da parte ventromedial e lateral do 

mesencéfalo impede a formação dos picos noturnos de prolactina, prevenindo a 

pseudoprenhez (Kawakami & Arita, 1982). 

 No hipotálamo existem três áreas relacionadas ao controle da liberação de 

prolactina pelo estímulo cervical. Estímulos elétricos nos núcleos dorsomedial e 

ventromedial do hipotálamo induzem uma resposta de pseudoprenhez com os picos 

diurnos e noturnos da prolactina, enquanto lesões na área pré-óptica medial dorsal 

causam pseudoprenhez repetitiva, porém, apenas com os picos noturnos (Clemens 

et al., 1976; Freeman & Banks, 1980; Gunnet et al., 1981). Sabe-se também que 

ambos os picos de prolactina são completamente abolidos quando se provoca uma 

lesão no núcleo supraquiasmático (Bethea & Neill, 1980). Em relação ao controle 

neuroendócrino da pseudoprenhez, acredita-se que os neurônios dopaminérgicos e 

a ocitocina desempenhem um papel importante, no entanto, tanto a relação entre as 

estruturas hipotalâmicas quanto os mecanismos neuroendócrinos ainda não estão 

completamente elucidados (De Greef & Neill, 1979; Demarest et al., 1983; Demarest 

et al., 1984; McKee et al., 2007; Bertram et al., 2010). 

Por fim, e talvez o mais importante, deve-se levar em consideração que a 

ativação do corpo lúteo na pseudoprenhez leva a um aumento acentuado nos níveis 

de progesterona circulante por vários dias, e, sendo esse um hormônio com caráter 

anticonvulsivante, tal fenómeno pode influenciar nos níveis das crises experenciadas 

pelos animais, fato que deve ser considerado na análise dos resultados. 
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9. Conclusões 
   

Nas condições testadas nesse trabalho a indução de crises convulsivas 

audiogênicas nos animais WAR não se demonstrou como um bom método para a 

criação de um modelo murino de SOP. 

A indução de crises convulsivas audiogênicas não levou a um aumento no 

número de cistos ovarianos. 

Durante os estímulos, tanto para o intervalo de dez dias quanto para o de três 

dias, os animais provavelmente entram em um estado de pseudoprenhez, 

caracterizado por paradas em diestro de cerca de 12 dias, sendo que, em protocolos 

mais curtos, os níveis das crises e fase do ciclo estral podem exercer alguma 

influência. Esses dados deverão ser confirmados em estudos futuros. 
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Anexo I: Tabela com os níveis das crises dos animais do experimento 1 
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Anexo II: Artigo publicado em revista internacional (Qualis: A2 e IF: 3.1) 

 
 

 


