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RESUMO

A foliculogénese ovariana foi estudada em ratas adultas Wistar, hipotiredideas na fase de metaestro-
diestro. O hipotireoidismo foi induzido pela administragdo oral e diaria de propiltiouracil (1mg/animal).
As ratas eutiredideas receberam placebo. Apos 120 dias de tratamento, foi colhido o plasma para dosagem
de tiroxina livre, progesterona e estradiol ap6s o que foram sacrificadas para colheita dos ovarios, tubas e
utero, para avaliacdo histomorfométrica e histoquimica. O hipotireoidismo reduziu significativamente o
peso dos ovarios e o niimero de foliculos secundarios e terciarios e de corpos liteos sem, no entanto,
alterar a porcentagem de foliculos atrésicos e o niumero de foliculos primarios e pré-ovulatorios. As
células da granulosa dos foliculos secundarios das ratas hipotiredideas apresentavam nucleo pequeno com
significativa redu¢do do niimero de regides organizadoras de nucléolo (NORs). Essas mudangas ndo
alteraram os valores periféricos de estradiol e de progesterona. Houve redugéo significativa da espessura
do endométrio, do niimero de glandulas endometriais e da altura do epitélio do infundibulo.
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ABSTRACT

Ovarian folicullogenesis was studied in adult Wistar rats. The animals were hypothyroid in the
metaestrus/diestrus phase of the estrous cycle. Hypothyroidism was induced by oral treatment with
Img/animal of propylthiouracil. Euthyroid rats were kept under the same experimental conditions
receiving placebo. After 120 days under treatment, all animals were killed and plasma was taken to
assessing free thyroxine, progesterone, and estradiol. The ovaries, tubes and uterus were sampled for
histomorphometric and histochemistry evaluation. Hypothyroidism significantly reduced the weight of the
ovaries and the number of secondary and tertiary follicles, and corpora luteum. The number of atretic
follicles as well as primary and pre-ovulatory follicles was not affected. Granulosa cells in the secondary
follicles of treated rats had small nuclei with a reduced number of AgNORs. Significant reduction of the
endometrium thickness, number of endometrial glands and the infundibulum epithelium height was
observed.
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INTRODUCAO

A fertilidade da fémea depende do
desenvolvimento adequado das gonadas, da
maturagdo do odcito, da proliferacdo e
diferenciacdo das células da granulosa (Elvin e
Matzuk, 1998) e da interagdo entre os fatores
enddcrinos, autdcrinos e  paracrinos que
coordenam as alteragdes ciclicas do ovario
durante a foliculogénese (Elvin e Matzuk, 1998).

Nos tltimos anos foi comprovada a participagdo
da tiredide no controle da fungo reprodutiva,
tendo sido demonstrados alguns dos efeitos dos
horménios tireoidianos na foliculogénese e
esteroidogénese ovarianas de ratas pré-puberes,
promovendo a diferenciagdo das células da
granulosa (Mattheij et al., 1995; Gregoraszczuk
et al., 1999) e em fémeas adultas, estimulando a
ovulacdo (Maruo et al., 1992b; Serakides et al.,
2001).

O hipotireoidismo ¢ considerado importante
causa de cistos ovarianos e de infertilidade na
mulher e nas fémeas de outras espécies. Além
disso, na mulher, a deficiéncia dos hormonios
tireoidianos causa irregularidade do ciclo
menstrual, ciclos anovulatorios e polimenorréia
(Krassas, 2000) ou amenorréia (Tamura et al.,
1998). Em fémeas gestantes, pode induzir ao
aborto (Johnson, 1994) ou originar neonatos
prematuros de baixo peso e com anomalias
congénitas (Thomas e Reid, 1987; Krassas,
2000).

Apesar da influéncia comprovada dos horménios
tireoidianos na foliculogénese e esteroidogénese
ovarianas, o mecanismo pelo qual as disfungdes
da tiredide alteram a fungdo ovariana ainda ndo
foi totalmente elucidado (Maruo et al., 1987;
Dijkstra et al., 1996). A definicdo se a agdo
desses hormoénios sobre o ovario é direta ou
indireta ainda ndo foi obtida. Postula-se que a
reducdo ou o aumento da secregdo tireoidiana
atue indiretamente sobre o ovario, alterando sua
responsividade as gonadotropinas (Maruo et al.,
1992b). No entanto, a presenca de receptores
para triiodotironina nas células da granulosa
sugere também uma agdo direta (Wakim et al.,
1993; Wakim et al., 1994).

A maior parte dos efeitos do hipotireoidismo
sobre o ovario foi elucidada a partir de pesquisas
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in vitro e em animais pré-puberes. Poucas
informagdes estdo disponiveis sobre as respostas
do ovario ao hipotireoidismo em fémeas puberes,
e o resultado da deficiéncia dos hormonios da
tiredide sobre a taxa de proliferacdo das células
da granulosa também ndo ¢ conhecido. Além
disso, mesmo ocorrendo ovulagdo, a gestacdo
nem sempre ¢ levada a termo sob as baixas
concentragdes de hormonios tireoidianos (Balen
e Kurtz, 1990). Haveria alguma modificagdo na
tuba e no utero que prejudicaria a fertilizagdo e a
implantagdo do odcito? A morfologia uterina ja
foi estudada em animais hipotiredideos (Inuwa e
Williams, 1996), mas ndo ha registros de estudos
sobre a morfologia da tuba wuterina no
hipotireoidismo.

Assim, estudar o efeito do hipotireoidismo na
histomorfometria dos ovarios, da tuba uterina e
do utero de ratas adultas hipotiredideas ¢é
pertinente, complementar e se constituiu no
objetivo deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 12 ratas Wistar adultas com
dois meses de idade, na fase de metaestro-
diestro. As ratas foram alojadas em caixas
plasticas, numa densidade de trés ratas/caixa,
recebendo ragdo comercial (1,4% de célcio, 0,6%
de fosforo, 22% de proteina e micronutrientes em
concentragdes recomendadas), agua destilada ad
libitum e eram mantidas em regime de 12 horas
com luz e 12 horas sem luz ¢ a uma temperatura
de 25°C.

Apds um periodo de 30 dias de adaptagdo, as
ratas foram separadas ao acaso em dois grupos,
tratado e controle. No grupo tratado (n=6), o
hipotireoidismo foi induzido pela administragdo
diaria de propiltiouracil, por sonda oro-gastrica,
na dose de 1mg/animal diluida em 5ml de agua
destilada. As ratas do grupo-controle (n=6)
foram mantidas no estado eutiredideo recebendo
5ml de agua destilada como placebo.

Apds 120 dias do inicio do tratamento, todas as
ratas foram sacrificadas por pungdo cardiaca,
quando foi colhido o sangue em tubos com
heparina para obten¢do do plasma, seguindo-se
exame pos-morte detalhado. O plasma foi
armazenado a -20°C para dosagem posterior de
tiroxina livre, progesterona e estradiol pela
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técnica de quimioluminescéncia' em sistema
totalmente  automatico,  utilizando-se kit
comercial e seguindo o protocolo recomendado
pelo fabricante.

A necropsia os ovarios foram colhidos,
inspecionados e pesados separadamente em
balanca de precisdo, sendo obtida a média das
duas gonadas. Os ovarios, tubas e Uteros foram
fixados em formalina a 10% neutra e tamponada
e processados segundo a técnica rotineira de
inclusdo em parafina e corados pela técnica da
hematoxilina e eosina. Os ovarios foram
submetidos a microtomia seriada com cortes de
4um de espessura. A cada 20 seccdes
histologicas foram selecionadas cinco de cada
ovario, totalizando 10 sec¢des/animal, que foram
submetidas 4  andlise = morfologica e
morfométrica. Na darea total abrangida pela
seccdo  histologica, foi quantificada a
porcentagem de foliculos atrésicos, o numero
total de foliculos em crescimento, o de foliculos
primarios, secundarios, terciarios, pré-
ovulatérios e de corpos lateos (Freeman, 1994).
Para cada variavel foi obtida a média das 10
secgoes.

A classificagdo histologica dos foliculos
ovarianos foi a preconizada por Freeman (1994).
Para classificacdo das fases do ciclo estral foi
adotado o critério preconizado por Bronson et al.
(1975).

Também foi realizada a evidenciagdo e a
quantificacdo das AgNORs mediante
impregnagdo dos cortes histologicos de ovarios
pela prata segundo a técnica descrita por Ploton
et al. (1986) e modificada por Aubele et al.
(1994). Para a coloragdo foram utilizados uma
mistura da solu¢do aquosa de nitrato de prata a
50% com a solugdo de acido foérmico a 1%,
contendo 2% de gelatina microbioldgica incolor.
A incubagdo foi feita em camara imida e escura
a 37 °C por 20 minutos.

Em uma secgdo histologica do ovario (direito ou
esquerdo) com objetiva de imersdo, foram
quantificadas as AgNORs em 60 nucleos das
células da granulosa de foliculos secundarios
com duas a trés camadas de células e de foliculos
secundarios com mais de cinco camadas de

! Acsess Immunoassay Sistem,Sanofi Diagnostics Pasteur
Inc., Chaska, MN, USA.
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células da granulosa. Somente foram incluidas na
contagem as AgNORs que se encontravam
individualizadas como pontos pretos ou marrons.
Quando se apresentavam agrupadas eram
registradas como uma unica AgNORs, conforme
descricao da literatura (Crocker et al., 1989). Ao
final, para os foliculos secundarios com duas a
trés camadas e para os foliculos secundarios com
mais de cinco camadas foi obtida a média do
numero das AgNORs dos 60 nucleos.

Um corte histologico de cada segmento da tuba
(istmo, ampola e infundibulo) foi selecionado e
submetido a coloragdo pela técnica de HE. A
altura do epitélio de cada segmento da tuba, da
base até o apice, desprezando-se os cilios, foi
medida em 30 pontos aleatorios com auxilio de
uma ocular micrométrica’. Uma  secgio
histologica do ter¢o médio do corno uterino foi
selecionada e submetida a colora¢do de HE.
Foram tomadas quatro medidas da espessura da
parede do titero e do miométrio e endométrio, em
pontos eqiiidistantes. Ao final, um fator de
correcdo foi aplicado as médias, obtido pela
escala de uma lamina micrométrica. O niimero
de glandulas endometriais presente em toda a
area abrangida pela seccdo histologica também
foi determinado.

Um corte histologico de cada segmento da tuba
uterina foi selecionado e submetido as coloragdes
pelo acido periddico de Schiff (PAS) (Lison,
1960) e azul alciano (AB) em pH 2,5 (Mowry,
1956) para estudo de mucossubstancias. A
analise da secre¢do baseou-se na seguinte
classificagdo: grau I: secregdo fraca na forma de
granulos no citoplasma das células com
distribuicdo multifocal e ausente no lumen; grau
2: secregdo fraca coalescente presente no
citoplasma e apice das células, as vezes com
extrusdo para o lumen; grau 3: secregdo forte
granular ou coalescente no citoplasma das
células e no glicocalix e ausente no lumen e grau
4: secrecdo forte granular ou coalescente no
citoplasma das células, no glicocalix e no limen.

O ttero também foi submetido a coloragdo pela
técnica do PAS (Lison, 1960) para analise de sua
secrecdo que baseou-se na seguinte classificagio:
grau I: endométrio com epitélio PAS positivo e
glandulas negativas; grau 2: endométrio com
epitélio PAS positivo e glandulas com secregdo
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PAS positivas somente no citoplasma das células
e grau 3: endométrio com epitélio PAS positivo
e glandulas com secre¢do PAS positivas no
citoplasma e no limen.

O delineamento experimental foi o inteiramente
ao acaso, com dois tratamentos e seis repetigdes
por tratamento, sendo cada animal uma
repetigdo. As meédias foram comparadas pelo
teste t de Student. Para andlise da intensidade de
secrecdo foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Também foi verificada a
correlagdo entre os valores de T4 livre e todas as
variaveis estudadas (Sampaio, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do experimento os grupos (hipotiredideo
e eutiredideo) eram compostos por ratas em
diferentes fases do ciclo estral.
Coincidentemente, em cada grupo, 71% das ratas
estava na fase de metaestro-diestro e somente
29% estava no proestro-estro. A heterogeneidade
dentro de cada grupo foi eliminada ao final do
experimento com o descarte das ratas em
proestro-estro que se encontravam em minoria e
em numero insuficiente para a analise. Esse
critério foi adotado pois, a primeira vista, embora
possa-se pensar que a sincroniza¢do de cio
poderia minimizar a heterogeneidade das ratas no
que se refere a fase do ciclo estral, sabe-se que as
disfungdes tireoidianas podem alterar a
ciclicidade, prolongando ou encurtando as fases
do ciclo estral (Matheij et al., 1995). Assim,
mesmo sincronizando o ciclo das ratas, ao final
do experimento ocorreria perda da ciclicidade
induzida pelo hipotireoidismo.

As concentragdes plasmaticas de T4 livre no
grupo tratado (hipotiredideo) (0,05+0,05ng/ml)
foram significativamente menores do que as do
grupo controle (eutiredideo) (1,84+0,53ng/dl), o
que confirma a indugdo do estado hipotiredideo
pelo propiltiouracil administrado durante o
periodo experimental.

A macroscopia, os ovarios das ratas
hipotiredideas eram menores do que os das ratas
eutiredideas, o que foi confirmado pelo peso
também significativamente menor nas ratas
tratadas. Esse resultado ndo surpreende, pois a
redugdo significativa do numero de foliculos
secundarios, terciarios e de corpos luteos, que
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representam a maioria dos componentes
ovarianos, certamente resultaria em perda de
massa tecidual e, conseqiientemente, redugdo do
peso ovariano (Tab. 1).

Tabela 1. Média e desvio-padrdo do peso e das
variaveis histomorfométricas do ovario de ratas
hipotiredideas e eutiredideas em metaestro-
diestro

Grupo

Variavel m——T —
Hipotirebideo Eutiredideo

Peso do ovario (g)

N°. de foliculos néo atrésicos
N°. de foliculos primarios
N°. de foliculos secundarios
N°. de foliculos terciarios

20,63+4,28b 33,42+6,60a
5,72+1,73b  10,58+1,53a
3,23£1,0la  3,35+1,09a
1,65+0,58b 4,25+ 0,95a
0,67+0,32b  3,03+0,97b
N°. de foliculos pré-ovulatdrios 0,02+0,04a 0,12+0,15a
N°. de corpos lateos 4,50+1,07b  7,50+2,49a
Porcentagem de foliculos atrésicos 46,22+12,73a 36,40+7,64a

Médias seguidas de letras iguais na linha nao diferem entre si
(P >0,05).

Numa analise individual de cada uma das
estruturas ovarianas nota-se que a deficiéncia de
T4 livre ndo afetou os foliculos primarios, cujo
numero ndo diferiu em relagdo as ratas
eutiredideas. Resultado semelhante também foi
observado com a administragcdo de tiroxina que
ndo alterou significativamente o nimero de
foliculos primarios (Serakides et al., 2001).
Nesse mesmo estudo foi verificada correlagdo
positiva entre a populacdo de foliculos primarios
e a concentracdo plasmatica de T4 livre,
sugerindo a participagdio dos hormoénios
tireoidianos no crescimento ¢ na diferencia¢ao
dos foliculos primordiais em ratas adultas. Nao
se observou correlagdo entre os valores de T4
livre e o nimero de foliculos primarios, mas vale
ressaltar que o nimero de animais estudados foi
trés vezes menor do que o numero de ratas
utilizadas no experimento que comprovou a
correlagdo significativa entre T4 e o niimero de
foliculos primarios.

Os mecanismos que controlam a foliculogénese
basal sdo pouco conhecidos (Baker e Spears,
1999; Gougeon e Busso, 2000). Embora o efeito
das disfungdes tireoidianas sobre a populagdo de
foliculos primarios seja contraditdrio, a agdo dos
hormonios tireoidianos na transi¢do dos foliculos
primordiais ndo deve ser descartada e precisa ser
elucidada, ainda que estejam envolvidos no
crescimento folicular basal fatores autdcrinos e
paracrinos como o fator de células tronco (SFC),
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o fator de crescimento ¢ a diferencia¢do nove
(GDF-9), o EGF e o TGF-a, e também as
neurotrofinas, representadas pelo fator de
crescimento neural (NGF) (Dissen et al., 1993),
pelo fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), pela neurotrofina-3 (NT-3) e pela NT-4
(Ojeda et al., 2000).

O efeito do hipotireoidismo na reducdo da
foliculogénese ovariana ficou patente nos seus
estadios mais tardios. Houve redugdo

significativa da populagio de foliculos
secundarios e terciarios (Tab. 1) e correlagdo
significativa entre a concentragdo plasmatica de
T4 livre e o numero total de foliculos ndo
atrésicos, secundarios e terciarios (Tab. 2), o que
aponta a participacdo dos hormdnios tireoidianos
no desenvolvimento folicular. Resultados
semelhantes também ja foram observados em
fémeas pré-puberes (Chan e Ng, 1995; Dijkstra
et al., 1996).

Tabela 2. Coeficientes de correlacdo entre as variaveis estudadas e os valores plasmaticos de T4 livre em

ratas hipotiredideas na fase de metaestro-diestro

Variavel

Concentragdo plasmatica

de T4 livre
Peso do ovario 0,88%*
N°. de foliculos em crescimento 0,88%*
N°. de foliculos primérios -0,05
N°. de foliculos secundéarios 0,93**
N°. de foliculos tercidrios 0,95%*
N°. de foliculo pré-ovulatorios 0,29
N°. de corpos luteos 0,77*
% de foliculos atrésicos -0,41
N° de regides organizadoras de nucléolo (NORs) em foliculos secundarios com 2 a 3 0.83%*
camadas de células da granulosa ’
N° de NORs em foliculos secundarios com mais de 5 camadas de células da granulosa 0,75*
Concentragdo plasmatica de estradiol 0,01
Concentragdo plasmatica de progesterona 0,12

*P<0,05, **P<0,001.

As células da granulosa de foliculos secundarios
com duas a trés camadas de células da granulosa
apresentam menor nimero de AgNORs quando
comparadas as de foliculos secundérios com
mais de cinco camadas de células, confirmando
que essa técnica é boa para diferenciar o
potencial proliferativo dessas células também em
processos nao neoplasicos (Silva et al., 2003).
Além  disso, resultados de  pesquisas
comprovaram correlagdo positiva entre o niimero
de AgNORs e outros pardmetros da cinética
celular que ja estdo bem estabelecidos como
detectores da atividade proliferativa das células,
tais como o MIB-1, o Ki-67, o PCNA ¢ a
incorporacdo de bromodeoxiuridina (BrdU)
(Derenzini, 2000).

Sob o efeito do hipotireoidismo, o nimero de
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AgNORs nas células da granulosa também foi
menor nos foliculos secundarios com duas
camadas de células em comparagdo aqueles com
mais de cinco camadas de células (Tab. 3). Mas,
os foliculos secundéarios do ovario das ratas
hipotiredideas, independente do estadio de
desenvolvimento, apresentaram células da
granulosa com nucleo pequeno e numero
significativamente menor de AgNOR, ao
contrario dos ovarios das ratas controle que
apresentavam células da granulosa com nucleos
grandes ¢ com AgNORs em maior nimero e
dispersas por todo o nucleo (Tab. 3; Fig. 1a a 1f).
Outro fato que sugere a participagdo dos
hormonios tireoidianos nas células da granulosa
¢ a correlago altamente significativa e positiva
entre o nimero de AgNORs e os valores de
tiroxina livre (Tab. 2).
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Tabela 3. Média e desvio-padrdo do niimero de regides organizadoras de nucléolo (NORs) no nucleo das
células da granulosa de foliculos secundarios nos ovarios de ratas hipotiredideas e eutiredideas em

metaestro-diestro

Variavel

N° de NORs no niicleo das células da granulosa de

foliculos secundarios com 2 a 3 camadas de células

N° de NORs no niicleo das células da granulosa de
foliculos secundarios com mais de 5 camadas de células

Grupo
Hipotiredideo Eutiredideo
3,20+0,45Bb 7,09+1,60Ba
5,71+2,34Ab 12,65+2,28Aa

Médias seguidas de letras mindisculas iguais na linha e maiusculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

A participagdo dos hormonios tireoidianos na
diferenciacdo e maturacdo das células da
granulosa ja foi estabelecida (Dijkstra et al.,
1996). Como isso ¢ um fator essencial ao
desenvolvimento folicular, poder-se-ia afirmar
que na deficiéncia dos hormonios tireoidianos a
seqiiéncia do desenvolvimento folicular ¢
interrompida, ja que ficou demonstrado no
hipotireoidismo a redugdo da foliculogénese
ovariana a partir dos foliculos secundarios (Tab.
1). Mas, nas ratas hipotiredideas adultas deste
estudo, o numero reduzido de AgNORs nas
células da granulosa revela diminuigdo da
atividade proliferativa dessas células. Djkstra et
al. (1996) relataram que o hipotireoidismo altera
a diferenciacdo e ndo modifica a proliferacdo das
células da granulosa em ratas pré-puberes
hipotiredideas. ~Como a  proliferacio e
diferenciacdo das células da granulosa ¢
essencial a esteroidogénese e conseqiiente
formagdo do antro folicular, caracteristica dos
foliculos tercidrios (Priedkalns, 1982), a
participacdo dos hormoénios tireoidianos na
proliferacio das células da granulosa pode
explicar o porqué da reducdo significativa
também no nimero de foliculos terciarios.

Como seria esperado, com a redu¢do do numero
de foliculos secundarios e terciarios, o nimero de
foliculos pré-ovulatorios deveria ser menor nas
ratas com hipotireoidismo, o que ndo ocorreu.
Alias, era raro encontrar foliculos pré-ovulatorios
nos ovarios estudados. Esse resultado ndo
surpreende visto que os foliculos pré-ovulatorios
ndo sdo evidenciados durante o metaestro-
diestro. Mas, o numero de corpos lateos
significativamente menor nas ratas hipotiredideas
(Tab. 1) e a correlagdo positiva e altamente
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significativa entre T4 livre e o numero de corpos
Iuteos (Tab. 2) sugerem ter ocorrido diminuigdo
do numero de foliculos aptos a ovular. A
diminuigdo da taxa de ovulagdo e de corpos
luteos também foi observada em ratas pré-
puberes hipotiredideas (Dijkstra et al., 1996).
Esse efeito é exatamente o contrario do que ja foi
observado em ratas hipertiredideas, nas quais
houve aumento da taxa de ovulagdo (Serakides et
al., 2001) e aumento do niumero de fetos (Rosato
etal., 1992).

Ainda que muitos estudos demonstrem os efeitos
dos hormonios tireoidianos no ovario, até o
momento ndo se sabe se a a¢do da T3 e T4 ¢
direta ou indireta. Pesquisas in  vitro
demonstraram que a T3 exerce efeito
modulatorio na diferenciagdo das células da
granulosa (Maruo et al, 1992a) e na
esteroidogénese, sendo necessaria a associag@o
com o FSH. Contudo, a presenca de receptores
para T3 nas células da granulosa de diferentes
espécies animais (Wakim et al., 1993; Dijkstra et
al., 1996), assim como a proliferagdo das células
da granulosa em resposta a estimulagdo por T3
sugerem a participacdo direta da tiredide na
fungdo ovariana (Wakim et al., 1993). Além
disso, a correlacdo positiva e significativa das
concentragdes plasmaticas de T4 livie e o
numero total de foliculos ndo atrésicos e de
foliculos secundarios, terciarios e pré-ovulatorios
(Tab. 3) também sugere a participagdo direta dos
hormoénios tireoidianos no desenvolvimento
folicular. Assim, pesquisas para elucidar os
mecanismos pelos quais ha reducdo da
foliculogénese  no  hipotireoidismo  sdo
importantes.
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Figura 1. Ovario, rata adulta. a) Exemplar de foliculo secundario com duas camadas de células da granulosa e
odcito centrado utilizado na quantificacdo de regides organizadoras de nucléolo argentafins (AgNORs), 125x.
b) Exemplar de foliculo com mais de cinco camadas de células da granulosa e odcito centrado utilizado na
quantificagdo de AgNORs, 91,5x. ¢) Grupo eutiredideo (controle). Foliculo secundario com duas camadas de
células da granulosa apresentando AgNORs pequenas ¢ em grande quantidade dispersas por todo o ntcleo,
250x. d) Grupo hipotiredideo. Foliculo secundario com duas camadas de células da granulosa apresentando
AgNORs grandes e em pequeno numero, 375x. e) Grupo controle. Foliculo secundario com mais de cinco
camadas de células da granulosa apresentando AgNORs de tamanhos variados e em grande quantidade
dispersas por todo o nucleo numero, 375x. f) Grupo hipotiredideo. Foliculo secundario com mais de cinco
camadas de células da granulosa apresentando AgNORs grandes e em pequeno nimero, 375x.
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Sabe-se que os foliculos ndo plenamente
desenvolvidos entram em atresia (Chun e Hsueh,
1998). Embora tenha ocorrido aumento da
porcentagem de foliculos atrésicos no
hipotireoidismo, a diferenca entre grupos nao foi
significativa. Ja com a indugdo do
hipertireoidismo houve redugéo significativa do
numero de foliculos atrésicos, no entanto
semelhante ao observado no presente estudo néo
foi encontrada correlagdo significativa entre os
valores de T4 e a taxa de atresia, sugerindo que a
atresia folicular ndo seja um evento mediado pela

agdo directa dos hormdnios tireoidianos
(Serakides et al., 2001). Pesquisas in vitro
demonstraram que a interacdo entre a T3 e os
horménios gonadotrépicos influencia a atresia
folicular, inibe a producdo excessiva de
androgenos pelas células da teca e estimula a
aromatizagdo, com producdo de estrogeno pelas
células da granulosa (Gregoraszczuk e Skalka,
1996). Contudo, a despeito da inibicdo da
foliculogénese ovariana, o hipotireoidismo ndo
alterou os valores periféricos de estrogeno e
progesterona (Tab. 4).

Tabela 4. Média e desvio-padrdo da concentracdo plasmatica dos esterdides sexuais de ratas
hipotiredideas e eutiredideas em metaestro-diestro

8 Grupo
Varidvel Hipotiredideo Eutiredideo
Estradiol (pg/ml) 31,83£11,14a 33,50+7,97a
Progesterona (pg/ml) 31110,96+£18308,81a 32458,43+11352,41a

Médias seguidas de letras iguais na linha nao diferem entre si (P>0,05).

A redugdo do numero de foliculos em
crescimento (Tab. 1) ndo se apresenta
acompanhada por alteragdes nas concentragdes
de estrégeno e progesterona, que nao
apresentaram  diferenga entre 0s  grupos
estudados (Tab. 4). Isso pode ter ocorrido pela
variagdo nas concentragdes desses hormodnios
entre as ratas do mesmo grupo, ja que o
coeficiente de variagdo das dosagens plasmaticas
de estradiol e de progesterona estd acima do
ideal. Contudo, ¢é preciso observar que a
diminui¢do da foliculogénese ndo implica
necessariamente em redugdo das concentragdes
periféricas dos hormdnios sexuais, ja que ndo
houve correlagdo significativa entre o numero de
estruturas ovarianas quantificadas e os valores de
estradiol e  progesterona  (dados  ndo
demonstrados). Talvez isso tenha ocorrido
porque no hipotireodismo a atividade da
globulina ligadora dos hormonios sexuais
(HSBG) estd diminuida, o que implica em
aumento das fragdes livres de estrégeno
plasmatico (Ghosh et al., 1993). Dessa forma,
para se obter resultados mais precisos da
influéncia do hipotireoidismo sobre os valores
plasmaticos de estrogeno e progesterona em cada
fase do ciclo estral, seria importante avaliar as
concentragdes dos esterdides ovarianos a cada
duas horas acompanhando todo o ciclo estral da
rata que dura em média quatro dias (Freeman,
1994). Assim, seria possivel verificar se os
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resultados obtidos em estudos in vitro que
demonstram haver alteragdo da esteroidogénese
folicular pelos hormoénios da tiredide (Datta et
al., 1998; Gregorasczuk et al, 1999) sdo
compativeis com os efeitos do hipotireoidismo in
vivo.

Na tuba uterina, a deficiéncia dos hormodnios
tireoidianos reduziu o tamanho das vilosidades
do infundibulo, bem como o nimero e o tamanho
das células de revestimento dos vilos e dos cilios,
reduzindo significativamente a altura epitelial
desse segmento (Tab. 5; Fig. 2 a e b). Apesar
dessa alteragdo ter sido visualizada na fase de
metaestro-diestro, cabe ressaltar que se a redugao
do epitélio do infundibulo se repetisse na fase
folicular do ciclo, fémeas hipotiredideas, mesmo
que ovulassem poderiam apresentar
comprometimento da captacdo de odcitos,
principal fun¢do do infundibulo.

Tabela 5. Média e desvio-padrio da altura do
epitélio (um) dos segmentos da tuba uterina de
ratas hipotiredideas e eutiredideas em metaestro-
diestro

Segmento da tuba uterina
Infundibulo  Ampola Istmo

Grupo

Eutiredideo  8,7+0,78Aa 9,8+1,9Aa 10,5+2,0Aa
Hipotiredideo 7,05+0,82Bb 9,9+1,34Aa 9,24+1,4Aa

Médias seguidas de letras minusculas iguais na linha e
maiusculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).
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Figura 2. Tuba uterina, rata adulta. a) Grupo controle. Infundibulo com vilosidades revestidas por epitélio
alto, constituido por mais de uma camada de células volumosas e com grande quantidade de cilios. HE,
100x. b) Grupo hipotiredideo. Infundibulo com vilosidades revestidas por epitélio baixo constituido por
uma Unica camada de células com pequena quantidade de cilios. HE, 100x.

O tutero das ratas hipotiredideas apresentou
diminuigdo significativa da espessura do
endométrio e do nimero de glandulas
endometriais, o que resultou em menor espessura
de sua parede (Tab. 6; Fig. 3 a e b). Além disso,
as  glandulas  endometriais  apresentaram
hipotrofia celular e redugdo intensa do limen em
comparagdo ao grupo controle que apresentou

endométrio espesso e com glandulas em maior
numero e contendo células volumosas (Fig. 3 c e
d). Resultados semelhantes foram descritos por
Inuwa e Williams (1996). Todas essas alteracdes
uterinas podem comprometer a implantagdo do
zigoto, o que talvez explique o porqué de nem
sempre a gestagdo, no hipotireoidismo, ser
levada a termo.

Tabela 6. Média e desvio-padrdo de todas as varidveis uterinas de ratas hipotiredideas e eutiredideas em

metaestro-diestro

Variavel Grupo

Eutiredideo Hipotiredideo
Numero de glandulas endometriais 65,86120,09A 34+19,97B
Espessura da parede do ttero (pm) 850,00£160,00A 650,00+170,00B
Espessura do endométrio (pm) 530,63%£118,07A 340,98+82,08B
Espessura do miométrio (um) 298,91+35,74A 268,93196,08A

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si (P>0,05).
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Figura 3. Utero, rata adulta. a) Grupo controle. Parede espessa, PAS, 10,4x. b) Grupo hipotiredideo.
Parede delgada. PAS, 10,4x. ¢) Grupo controle. Glandulas endometriais com células volumosas e com
limen amplo. PAS, 76x. d) Grupo hipotiredideo. Resquicios das glandulas endometriais apresentando
células pequenas em numero reduzido e com limen estreito (setas). PAS, 76x.
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A atividade secretoria da tuba uterina das ratas
independente do estado funcional da tiredide
obedeceu a mesma seqiiéncia de intensidade,
sendo a ampola o segmento com maior secreg¢ao,
seguida do istmo e do infundibulo. Esse
resultado ja foi observado em tubas de ratas
adultas normais (Abe, 1996). A intensidade da
secre¢do uterina também ndo se alterou no
hipotireoidismo, apesar da redugdo significativa
do endométrio e do numero de glandulas
endometriais (Tab. 6). A maioria das ratas
eutiredideas e hipotiredideas apresentou secregdo
uterina de grau 2. O fato do hipotireoidismo ndo
ter alterado a atividade secretéria da tuba e do
utero surpreende, ja que varias alteragdes foram
observadas no epitélio do infundibulo e no
endométrio. Talvez o método usado para
determinar a atividade secretdria, ndo tenha sido
o0 ideal e outras formas de obtengdo desses dados
devem ser avaliadas a fim de se verificar o efeito
do hipotireoidismo na intensidade da secrecdo
tubarica e uterina. Além disso, embora ocorram
diferengas na morfologia do utero da rata entre as
fases do ciclo estral, o ciclo curto com duragio
de aproximadamente quatro dias pode limitar a
visualizagdo de algumas alteragdes na
histomorfometria do utero e da tuba.

CONCLUSOES

O hipotireoidismo induzido por quatro meses em
ratas Wistar adultas altera a foliculogénese
ovariana e a morfologia tubdrica e uterina de
ratas em metaestro-diestro. O hipotireoidismo
reduz o numero de foliculos secundarios e
terciarios, de corpos lateos e de regides
organizadoras de nucléolo argentafins (AgNORs)
nas células da granulosa de foliculos
secundarios, reduz a espessura do endométrio, o
numero de glandulas endometriais e a altura do
epitélio do infundibulo, mesmo sem alterar a
concentragdo periférica de progesterona e
estradiol.
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