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RESUMO

A foliculogénese e a esteroidogénese ovarianas foram estudadas em
ratas adultas hipertiredideas. O hipertireoidismo foi induzido em 27 ratas
Wistar com cinco meses de idade pela administracéo diaria de 50ug de
L-tiroxina. Outras 27 ratas foram mantidas em estado eutiredideo e servi-
ram como controle. Aos 30, 60 e 90 dias ap6s o inicio do tratamento,
nove ratas de cada grupo foram sacrificadas, os ovarios inspecionados,
pesados e processados para avaliacao histomorfométrica e o plasma
sanglineo colhido para dosagem de T4-livre, estradiol e progesterona.
As concentragcBes plasmaticas de T4-livre foram significativamente
maiores nas ratas hipertiredideas aos 30, 60 e 90 dias, e o peso médio
dos ovarios foi significativamente maior somente aos 90 dias. Ja o
numero de foliculos secundérios e terciarios e de corpos luteos foi signi-
ficativamente maior aos 60 ou aos 90 dias, mas a taxa percentual de
atresia folicular s6 foi diferente aos 90 dias. O numero de foliculos
primarios e pré-ovulatoérios, assim como as concentragdes plasmaticas
de estradiol e progesterona, nao diferiram entre grupos e entre perio-
dos. Concluiu-se que o hipertireoidismo estimula a foliculogénese ovari-
ana em ratas sexualmente maduras e diminui a atresia folicular. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2001;45/3:258-264)
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ABSTRACT

Ovarian folliculogenesis and steroidogenesis were studied in hyperthy-
roid adult rats. Hyperthyroidism was induced in 27 five month-old Wistar
rats by daily administration of 50ug L-thyroxin. Other 27 rats were main-
tained in euthyroid state as controls. At 30, 60 and 90 days after the
beginning of the treatment, nine rats from each group were sacrificed.
The ovaries were weighed, inspected and processed for histomorpho-
metric evaluation. Plasmatic levels of free T4, estradiol and progesterone
were determined. The levels of T4 were significantly higher in the hyper-
thyroid rats at 30, 60 and 90 days, but significant differences on the ovar-
ian weight were detected only at 90 days. The nhumber of secondary and
tertiary follicles and of corpus luteum was greater at 60 or 90 days, but
the rate of follicular atresia was different only at 90 days. No significant
differences were observed on the number of primary and pre-ovulatory
follicles and on the concentrations of estradiol and progesterone. Our
data suggest that hyperthyroidism stimulates ovarian folliculogenesis in
sexually mature rats. Furthermore, there is a reduction on the rate of fol-
licular atresia. (Arq Bras Endocrinol Metab 2001;45/3:258-264)
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OVARIO E RESPONSIVO AOS HORMONIOS da

tiredide e dos eventos que ocorrem durante a
foliculogénese e a esteroidogénese, varios estdo sob a
influéncia direta ou indireta dos horménios tireoidi-
anos. Sendo assim, as disfunc@es tireoidianas podem
influenciar o desempenho reprodutivo (1), conduzin-
do a distdrbios menstruais na mulher (2), reducéo da
fertilidade e ao aborto (3).

Mulheres com niveis elevados de hormdnios
tireoidianos apresentam oligomenorréia e reducéo da
fertilidade (2), mas o hipertireoidismo discreto ou
moderado parece ndo afetar a fertilidade, podendo
haver ovulagdo seguida de gestacdo normal (4).
Somente em poucos casos tem sido descrita a existén-
cia de ciclos anovulatdrios com amenorréia (3).

Frente a esses achados contraditorios, o estudo
da rela¢do entre hormdnios tireoidianos e fungéo ova-
riana tem despertado a aten¢do dos pesquisadores, mas
a maior parte das pesquisas estd voltada para o
hipotireoidismo, considerado como causa de cistos
foliculares (5-7).

Apesar da influéncia comprovada dos hor-
monios tireoidianos na foliculogénese de ratas pré-
puberes, promovendo a diferenciacdo das células da
granulosa (8), e de fémeas puberes, estimulando a
ovulacdo (9), o mecanismo pelo qual as disfungdes
tireoidianas alteram a funcdo ovariana ainda ndo foi
totalmente elucidado. A definicdo se a a¢do desses hor-
monios sobre a foliculogénese e a esteroidogénese
ovarianas € direta ou indireta ainda ndo foi consegui-
da. Postula-se que a reducdo e/ou aumento da
secrecdo tireoidiana atue indiretamente sobre o ovério,
alterando sua responsividade as gonadotropinas (9).
No entanto, a presenca de receptores para tri-
iodotironina nas células da granulosa (10) sugere uma
acdo direta (11).

A grande maioria dos efeitos dos hormonios da
tiredide sobre o ovario foi elucidada em pesquisas in
vitro e as respostas do ovario de animais e da mulher
ao hipertireoidismo ainda carecem de estudos. Este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do hiper-
tireoidismo na foliculogénese e esteroidogénese ovari-
anas de ratas puberes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 54 ratas Wistar puberes com cinco
meses de idade. As ratas foram alojadas em caixas plas-
ticas, numa densidade de cinco ratas/caixa, e recebiam
racdo comercial (22% de proteina bruta, 1,4% de cél-
cio, e 0,6% de fosforo, além de micronutrientes em
concentragdes adequadas) e agua destilada ad libitum.
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Os animais eram mantidos em regime de 12 horas com
luz e 12 horas sem luz e com controle da temperatura
ambiente (x25°C).

Apbs um periodo de trinta dias de adaptacéo, as
ratas foram separadas, ao acaso, em dois grupos, trata-
do e controle, cada um com 27 ratas. No grupo trata-
do, foi induzido o hipertireoidismo pela administracdo
diaria de L-tiroxina (Amersham International, Buck-
inghamshire, England), por sonda géastrica na dose de
50ug/animal (12), diluida em 5ml de 4gua destilada.
O grupo controle foi mantido em estado eutiredideo,
recebendo apenas dgua destilada como placebo. Nove
animais de cada grupo foram sacrificados aos 30, 60 e
90 dias ap0s o inicio do experimento, sendo 0s ovarios
inspecionados, pesados e destinados a avaliagcdo histo-
morfomeétrica e o plasma colhido, para dosagem de T4
livre, estradiol e progesterona.

Os ovarios esquerdo e direito foram colhidos e
pesados separadamente, em balanca de precisdo, sendo
obtida a média das duas gdnadas. ApGs a pesagem,
foram fixados em formalina a 10% neutra e tamponada
e processados pela técnica rotineira de inclusdo em
parafina e microtomia seriada. A cada 20 ou 30 sec¢8es
histolégicas, foram selecionadas cinco seccdes de cada
ovario, totalizando 10 secc¢des por animal, que foram
coradas pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) e
submetidas a analise morfolégica e morfométrica. Na
area total abrangida pela seccéo histoldgica, foi quan-
tificado o namero total de foliculos ndo atrésicos, o de
foliculos primarios, secundarios, terciarios e pré-ovu-
latorios e o de corpos lateos, bem como a porcen-
tagem de foliculos atrésicos. Para cada variavel foi obti-
da a média das 10 seccdes.

A classificacdo histolégica dos foliculos ovari-
anos foi realizada segundo aquela ja previamente pre-
conizada (13), ou seja, foliculo primério: odcito
revestido por epitélio cibico simples de células da
granulosa; foliculo secundario: odcito circundado por
varias camadas de células da granulosa e células da
teca; foliculo terciario: odécito circundado por varias
camadas de células da granulosa e com a presenc¢a do
antro; foliculo pré-ovulatério: odcito excéntrico, cir-
cundado pela coroa radiada (corona radiata) e conti-
do pelo cimulus ooforus, antro folicular amplo; folicu-
lo atrésico: odcito degenerado e circundado por célu-
las da granulosa com no minimo dois nucleos picnoti-
cos ou fragmentados.

As concentracBes plasmaticas de T4 livre e
progesterona foram determinadas pela técnica da
guimioluminescéncia (Access Immunoassay System,
Sanofi Diagnostics Pasteur Inc., Chaska, MN, USA),
seguindo o protocolo do fabricante, com CV intra-
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ensaio de 4% e 7% e com CV inter-ensaio de 7% e 11%
respectivamente. As concentra¢cdes plasmaticas de
estradiol foram realizadas pela técnica da fluorimetria
(Delphia, Wallac Oy, Turku, Finland), seguindo tam-
bém o protocolo do fabricante, com CV intra-ensaio
de 10% e CV inter-ensaio de 9%. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial 2x3 (2 grupos e 3 periodos). Para cada variavel
estudada foram determinadas a média e o desvio
padrdo. A significancia da diferenca entre as médias foi
verificada pela analise de varidncia e a comparacgdo
entre médias, pelo teste t de Student. Também foi
verificada a correlacdo entre niveis plasmaticos de T4-
livre e todas as variaveis paramétricas (14).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo plasmatica de T4-livre no grupo trata-
do foi significativamente maior ja aos 30 dias (tabela
1), permanecendo mais elevada aos 60 e 90 dias
(tabelas 2 e 3), o0 que confirma o estado hipertireéideo
das ratas em todo o periodo experimental.

Somente aos 90 dias, 0s ovarios das ratas com
hipertireoidismo eram maiores a inspecdo macros-
copica e seu peso médio, significativamente mais ele-

vado (tabela 3). No entanto, o namero total de
foliculos viadveis (ndo atrésicos) por ovario ja era sig-
nificativamente maior aos 60 dias (tabela 2), assim
permanecendo até os 90 dias (tabela 3), isto em
decorréncia do aumento do numero de foliculos
secundarios e terciarios.

Ja os foliculos primérios, embora aparente-
mente mais numerosos, ndo mostraram diferenca
numeérica estatisticamente significativa em relacdo aos
das ratas controle. No entanto, ficou demonstrada cor-
relacdo positiva e significativa entre a populacdo de
foliculos primarios e as concentracdes plasmaticas de
T4-livre (tabela 4), sugerindo haver participacdo ativa
dos horménios tireoidianos no desenvolvimento dos
foliculos primordiais. Isso parece ser veridico, pois ja
havia sido determinado que as células da granulosa dos
pequenos foliculos apresentam maior namero de
receptores para T3 do que os foliculos bem desen-
volvidos (15). Por outro lado, como o desenvolvimen-
to dos foliculos primordiais até foliculos secundarios
independe da acdo das gonadotropinas (16), a partici-
pacdo dos horménios da tiredide no recrutamento de
foliculos primordiais ndo deve ser descartada, embora
sejam sugeridos alguns fatores de crescimento e neu-
rotropinas como determinantes desse processo (17).

Tabela 1. Média, desvio padréo e resultado da analise estatistica das variaveis estudadas por grupo aos 30 dias.

Variaveis Grupo Hipertireéideo Grupo Controle CV%
(n=9) (n=9)
Concentracao plasméatica de tiroxina livre (ng/dl) 3,11+0,772 2,18+0,48 b 25
Peso do ovario (mg) 34,96 +7,92 30,05 + 6,62 18
Numero total de foliculos ndo atrésicos 10,39 £ 2,44 8,49 + 2,34 23
Numero de foliculos primarios 1,57 +£0,39 1,28 +0,57 49
Numero de foliculos secundarios 4,52 £0,95 3,74 £1,16 26
Numero de foliculos terciarios 4,04 +1,58 322+1,24 33
Numero de foliculos pré-ovulatoérios 0,26 £0,44 0,24 £ 0,20 127
Numero de corpos liteos 7,73 2,74 579 +1,53 43
Porcentagem de foliculos atrésicos 33,91 +£3,87 38,20 £ 8,90 25
Concentracao plasméatica de progesterona 21,33 £15,93 27,49 £10,01 54
Concentracao plasméatica de estradiol 0,13 + 0,06 0,13 + 0,08 a7
* Médias com letras minusculas diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
Tabela 2. Média, desvio padréo e resultado da analise estatistica das variaveis estudadas por grupo aos 60 dias.
Variaveis Grupo Hipertiredideo Grupo Controle CV%
n=9) (n=9)

Concentracgéo plasmatica de tiroxina livre (ng/dl) 3,45+1,28 & 1,64 +0,40 b 25
Peso do ovario (mg) 31,63+4,2 27,92 £ 3,18 18
Numero total de foliculos n&o atrésicos 12,29 +2,85 & 9,52 +2,18 b 23
Numero de foliculos primarios 1,23 +0,86 0,89 £ 0,29 49
Numero de foliculos secundarios 6,30+1,76 @ 497 +1,14b 26
Numero de foliculos terciarios 450+0,95 & 3,28+1,29b 33
Numero de foliculos pré-ovulatérios 0,26 +£0,21 0,39 +£0,50 127
Numero de corpos luteos 7,30 £3,43 & 464 +201b 43
Porcentagem de foliculos atrésicos 27,01 +8,85 26,24 + 6,42 25
Concentracédo plasmatica de progesterona 25,14 + 13,99 30,08 £9,49 54
Concentragéo plasméatica de estradiol 0,12 £0,05 0,12 +£0,06 47

* Médias com letras minusculas diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
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Tabela 3. Média, desvio padrao e resultado da andlise estatistica das variaveis estudadas por grupo aos 90 dias.

Variaveis Grupo Hipertiredideo Grupo Controle CV%
(n=9) (n=9)

Concentragao plasméatica de tiroxina livre (ng/dl) 4,18 +0,93 & 1,71+0,39 b 25
Peso do ovario (mQ) 39,55 +6,39 & 28,46 +543b 18
Numero total de foliculos ndo atrésicos 9,29+1,192 6,92+1,44b 23
Numero de foliculos priméarios 0,97 £0,62 0,79 £0,37 49
Numero de foliculos secundarios 4,27 £1,13 3,66 £0,75 26
Numero de foliculos terciarios 3,71+0,87 & 2,28+0,68Pb 33
Numero de foliculos pré-ovulatoérios 0,34 +0,40 0,20 £ 0,29 127
Numero de corpos liteos 6,16 + 3,02 4,73 £2,35 43
Porcentagem de foliculos atrésicos 22,42 +5,18 2 32,13+10,35 b 5
Concentragao plasmatica de progesterona 18,16 £12,34 21,08 £13,84 54
Concentragao plasméatica de estradiol 0,13 £ 0,08 0,12 + 0,05 47

* Médias com letras minusculas diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

O numero de foliculos secundarios, como dito
anteriormente, foi significativamente maior somente
aos 60 dias (tabela 2), enquanto o de foliculos ter-
ciarios o foi tanto aos 60 quanto aos 90 dias (tabelas
2 e 3). Isto demonstra um estimulo do crescimento
folicular pelo hipertireoidismo, provavelmente pelo
efeito dos hormdnios tireoidianos na diferenciacao
das células foliculares, tal como aventado por outros
autores (8). Assim, a diferenciagdo celular, que ¢
essencial a esteroidogénese e conseqiente formacao
do antro folicular, caracteristica dos foliculos ter-
ciarios (18), parece ser altamente influenciada pelos
hormdnios tireoidianos.

Interessante € que o nimero de foliculos pré-
ovulatérios ndo foi diferente, mas o niumero maior de
corpos lateos nas ratas com hipertireoidismo (tabela 2)
e a correlacdo positiva e significativa entre T4-livre e
namero de corpos lateos (tabela 4) sugerem ter havi-
do aumento do numero de foliculos aptos a ovular.
Dado o curto periodo de estro da rata (13), é possivel
gue a visualizagdo do estadgio de foliculos pré-ovu-
latérios tenha sido comprometida.

Assim, os indicios indiretos sdo de aumento da
taxa de ovulagdo no hipertireoidismo, o que esta de
acordo com os resultados obtidos por outros autores
que relatam ter ocorrido aumento significativo do
namero de fetos, em ratas gestantes induzidas ao hiper-
tireoidismo (19). Além disso, contrastando com os
resultados ora obtidos, no hipotireoidismo os ovarios de
ratas pré-puberes apresentam menor populacdo de
foliculos antrais, auséncia de ovulacgao e de corpos liteos
e maior namero de foliculos atrésicos (8).

Morfologicamente, os ovarios das ratas do
grupo tratado, aos 90 dias, apresentaram células inters-
ticiais hipertrofiadas com nucleo redondo e cromatina
frouxa e citoplasma vacuolizado, provavelmente uma
resposta a0 aumento da foliculogénese, ja que um
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namero maior de foliculos ndo atrésicos e de corpos
IGteos requer maior volume de estroma de suporte.

Algumas pesquisas in vitro demonstram que a
acdo isolada da tiroxina ndo estimula a diferenciacdo
das células da granulosa (9) e a esteroidogénese (20),
sendo necessaria a associagdo com FSH. No entanto, a
presenca de receptores para T3 nas células da granu-
losa (10) e a proliferagdo dessas células in vitro em
resposta a T3 (21) sugerem uma agdo direta desse hor-
moénio sobre a funcdo ovariana. Alguns autores, ao
observarem menor peso e menor quantidade de recep-
tores para FSH e LH nos ovérios de ratas com hiper-
tireoidismo, sugerem que a hiperfungdo tireoidiana
induz a menor responsividade do ovério as gona-
dotropinas, exatamente o contrario dos resultados
obtidos in vitro (22). Nestes, a conclusdo foi de que o
aumento da funcdo ovariana € promovido pelo siner-
gismo dos hormdnios da tiredide com o FSH.

Pelos resultados obtidos no presente trabalho,
nao ¢ facil inferir o real mecanismo pelo qual ocorreu
aumento da foliculogénese, mas a correlagdo positiva e
significativa das concentracdes plasmaticas de T4-livre
e numero total de foliculos ndo atrésicos e de foliculos
primarios, secundarios e terciarios (tabela 4) aponta
para a participagdo direta dos hormonios tireoidianos
no desenvolvimento folicular.

Apesar da fungdo ovariana ter aumentado a par-
tir dos 60 dias, claramente demonstrada pelo aumento
do numero de foliculos ndo atrésicos (viaveis), 0 peso
dos ovarios ndo refletiu este aumento, provavelmente
em decorréncia do percentual de foliculos atrésicos ter
sido semelhante ao do grupo controle (tabela 2). Ja
aos 90 dias, quando também era maior 0 nimero de
foliculos ndo atrésicos, mas menor a porcentagem de
foliculos atrésicos, o peso dos ovarios foi maior (tabela
3). No entanto, o aumento do nimero de foliculos
nado atrésicos parece ndo guardar relagdo com a
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Tabela 4. Coeficientes de correlagcdo para os contrastes entre as

variaveis estudadas.

VARIAVEIS T4 Livre
Peso do ovéario 0,49**
Numero total de foliculos nao atrésicos 0,42**
Numero de foliculos primarios 0,31**
Numero de foliculos secundarios 0,28*
Numero de foliculos terciarios 0,36**
Numero de foliculos pré-ovulatoérios 0,07
Numero de corpos luteos 0,27*
Porcentagem de foliculos atrésicos -0,24
Niveis plasmaticos de progesterona -0,18
Niveis plasmaticos de estradiol 0,01

* p<0,05; ** p<0,01;

diminuicdo da atresia folicular, visto que a foliculogé-
nese estava mais evidente aos 60 dias, momento em
que ainda ndo havia diminuicdo significativa da por-
centagem de foliculos atrésicos (tabela 2). Além disso,
ndo houve correlacdo significativa entre niveis de T4-
livre e porcentagem de foliculos atrésicos (tabela 4),
indicando que a diminuicdo da atresia folicular ndo é
um evento mediado pela acdo direta dos horménios
tireoidianos. Entretanto, mais estudos sdo necessarios
a fim de comprovar essa hipotese e de elucidar os
mecanismos pelos quais a atresia folicular se reduz no
hipertireoidismo.

Os sinais clinicos que retratam a funcédo ovariana
na mulher hipertiredidea séo variados, indo desde ciclos
ovulatérios até ciclos anovulatérios com amenorréia (3).
Né&o se conhece, ainda, a razdo pela qual, na mulher,
pode ocorrer infertilidade no hipertireoidismo e o
porqué da variagdo de sinais clinicos. Talvez, estejam
relacionados com o tempo de duracdo do hiperti-
reoidismo. Assim, seria importante verificar se 0 aumen-
to da foliculogénese, observado nas ratas com hi-
pertireoidismo, levaria & exaustdo da reserva gonadica e
da funcdo ovariana no hipertireoidismo crénico e veri-
ficar se esse fato poderia contribuir para a infertilidade e
mesmo para a menopausa precoce em mulheres com
hipertireoidismo, ja que o nimero de foliculos primor-
diais aptos a crescer e ovular, é limitado (23).

Apesar de ndo ter ocorrido diferenca estatistica-
mente significativa nas concentragcdes plasmaticas de
estradiol e progesterona entre os grupos, devido a vari-
acdo individual dentro do mesmo grupo, os niveis de
progesterona, no grupo hipertireéideo, foram
menores ao longo de todo o periodo experimental.
Tem sido postulado que o hipotireoidismo afeta o
metabolismo dos esterdides no corpo lateo, prolon-
gando a fase lGtea (24). Em ratas, a fase l(tea é curta
porque a progesterona é rapidamente convertida em
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20ahidroxiprogesterona, pela acdo da desidrogenase
especifica (13). De forma contraria, no hipertireoidis-
mo, ha encurtamento da fase lGtea, provavelmente
pelo aumento na sintese da 20ahidroxiprogesterona
desidrogenase (24). Caso isso seja verdade, a dimi-
nuicdo dos niveis de progesterona pode ser decorrén-
cia do aumento de sua conversdo em 20ahidroxiprog-
esterona, encurtando a fase Iitea. Cabe ressaltar que
em outras espécies e na mulher, experimentos in vitro
demonstram que a T3 estimula a sintese de proges-
terona pelo corpo luteo (25,26).

Como néo foi realizada a sincronizacdo do cio
no inicio do experimento, cada grupo continha ratas
em diferentes fases do ciclo estral. E provavel que as
respostas do ovario das ratas ao hipertireoidismo, no
que concerne ao nimero de foliculos e de corpos
lateos, pudessem ter sido ainda mais significativas
caso tivesse sido adotado esse precedimento. No
entanto, o aumento da func¢do ovariana com maior
ndmero de foliculos vidveis ndo estd consubstanciado
pelos niveis de estrogeno e de progesterona, que ndo
apresentaram diferencas entre grupos. Isso pode ter
ocorrido pela variagdo nas concentragfes desses hor-
monios entre ratas do mesmo grupo, ja que o CV das
dosagens plasmaticas de estradiol e progesterona esta
acima do ideal. Além do mais, o aumento da folicu-
logénese ndo necessariamente implica em elevagdo
das concentrag8es periféricas dos horménios sexuais,
ja que o metabolismo periférico desses hormoénios
também poderia estar afetado. Isso parece de fato
ocorrer ja que nao ha correlagdo entre o nimero das
estruturas ovarianas quantificadas e os valores do
estradiol ou da progesterona (dados ndo demonstra-
dos). Embora a sincronizacdo do cio pudesse
amenizar essas variagdes hormonais dentro do grupo,
diminuindo o desvio padrdo, sabe-se que as dis-
fungBes da tiredide também podem alterar a ciclici-
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dade, prolongando ou encurtando as fases do ciclo
estral (24). Sendo assim, posteriormente poderia
haver perda da ciclicidade induzida pelo hiper-
tireoidismo, resultando em variacBes nas concen-
tracdes dos horménios sexuais dentro do grupo de
animais tratados. Assim, o ideal seria avaliar as con-
centracBes dos hormonios sexuais em todas as fases
do ciclo estral, observando o efeito do hipertireoidis-
mo sobre os valores plasmaticos de estrégeno e de
progesterona nas fases de proestro, estro, metaestro e
diestro, a fim de verificar se os resultados dos estudos
in vitro que demonstram haver estimulo da
esteroidogénese folicular pelos horménios da tirebide
(25,26) sdo compativeis com os efeitos do hiper-
tireoidismo in vivo.

Conclui-se que o hipertireoidismo estimula a
foliculogénese ovariana em ratas sexualmente maduras
e diminui a atresia folicular.
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