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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese de doutorado está organizada em seis tópicos: introdução, objetivos, 

metodologia, resultados, discussão e conclusões. A introdução traz uma breve 

revisão sobre a fisiologia da foliculogênese ovariana com descrições morfo-

funcionais. Traz também uma abordagem sobre os modelos experimentais 

utilizados para estudar a fisiopatologia e a etiologia da Síndrome dos ovários 

policísticos. Após a introdução são apresentados os objetivos do trabalho. Na 

metodologia descreve-se o detalhamento dos procedimentos experimentais em 

relação à investigação no modelo experimental estudado, sob estimulação 

aguda da foliculogênese e condição de hiperandrogenismo. Ainda, com relação 

a revisão sistemática realizada como segundo estudo, foi descrita a seleção dos 

artigos e o tipo de estratificação utilizado para classificar os diversos estudos. O 

quarto tópico trata dos resultados obtidos. Este está organizado em dois estudos 

já publicados. O primeiro artigo descreve os dados obtidos sobre alguns 

aspectos da função ovariana em modelo de indução aguda da foliculogênese 

sob condição de hiperandrogenismo.  O segundo artigo -revisão sistemática- 

teve por objetivo sumarizar os estudos realizados em roedores e primatas não 

humanos utilizados como modelos animais de PCOS, considerando as principais 

características semelhantes a PCOS: hiperandrogenismo e alterações na 

morfologia ovariana. O quinto tópico abrange a discussão dos resultados obtidos 

e o sexto tópico traz as conclusões referentes aos dois artigos.   
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RESUMO 

Introdução/objetivos: A síndrome dos ovários policísticos (PCOS) é uma disfunção 

endócrina comum, afetando entre 9 a 18% das mulheres em idade reprodutiva. A 

etiologia de PCOS ainda não está bem definida, e por isso, as informações advindas de 

modelos experimentais podem ser úteis para elucidar os mecanismos do 

desenvolvimento inicial de PCOS. Ainda, considerando o fato dos androgênios poderem 

agir diretamente na foliculogênese em estágios pré-antrais e saber que o excesso de 

androgênio pode prejudicar este processo fisiológico, esta tese teve dois objetivos: 1) 

avaliar os níveis de hormônios sexuais e a morfologia ovariana em um modelo animal 

de ratas pré-púberes submetidas ao tratamento agudo de gonadotrofina coriônica 

equina (eCG) e desidroepiandrosterona (DHEA); 2) sumarizar em uma revisão 

sistemática os estudos que utilizaram roedores e primatas não humanos como modelo 

animal de PCOS, selecionando aqueles que apresentaram os dois desfechos 

reprodutivos: hiperandrogenismo e alterações na morfologia ovariana.                                

Métodos: estudo 1: ratas Wistar pré-púberes foram distribuídas em 3 grupos 

experimentais: controle, eCG (dose única de injeção com 25UI de gonadotrofina 

coriônica equina) e eCG+DHEA (25UI de eCG + dose única de DHEA, 60 mg/kg). Foram 

realizadas dosagens hormonais de DHEA, testosterona e estradiol assim como 

morfologia e morfometria ovariana foram analisadas. Estudo 2: busca na base MEDLINE 

de estudos em inglês e espanhol publicados até outubro de 2016. Foram identificados 

933 estudos, e 39 foram incluídos na revisão sistemática e estratificados em 3 classes 

de intervenção: indução por androgênios, por estrogênios e outras intervenções 

diferentes das hormonais.                                                                                                                         

Resultados: estudo 1: o grupo eCG+DHEA apresentou níveis aumentados de estradiol 

e testosterona comparados ao controle (p<0,01) e altas concentrações de DHEA 

comparados ao grupo eCG e controle. O número e o diâmetro de folículos primários e 

secundários foi maior no grupo CG+DHEA em relação ao controle (p<0,05). O grupo 

eCG apresentou valores intermediários no tamanho e número de folículos primários e 

secundários. A quantidade de folículos antrais foi maior nos grupos eCG+DHEA e eCG 

comparados ao controle (p<0,05). O número de folículos primordiais, atrésicos e 

císticos, foi similar entre os grupos. Estudo 2: Dos 39 estudos selecionados, 1 estudo 

comparou a intervenção de androgênio com estrogênio, 18 utilizaram estimulação com 

androgênios, 9 utilizaram estrogênios ou drogas com ação estrogênica, incluindo 

disruptores endócrinos, e 12 utilizaram outras intervenções diferentes de hormônios 

sexuais. A maioria dos modelos apresentaram alterações na morfologia ovariana, 

principalmente o número de cistos e folículos antrais com diminuição na proporção dos 

corpos lúteos. Hiperandrogenismo foi promovido por indução de androgênios. Nos 

estudos com estrogênios não foi observada alteração nos níveis de androgênios.                    

Conclusão: No estudo 1, a indução aguda por eCG + DHEA foi útil para investigar os 

eventos envolvidos no desenvolvimento folicular inicial sob condições de 

hiperandrogenismo, sendo uma ferramenta válida para o estudo de alterações no 

desenvolvimento folicular que podem ocasionar consequências prejudiciais com o 

passar dos anos, sendo um modelo em potencial de PCOS. No estudo 2, a intervenção 

com tratamento com androgênios, tanto no período pré- ou pós-natal, foi capaz de 

reproduzir características reprodutivas mais similares a encontradas em mulheres 

PCOS em primatas não humanos e roedores, respectivamente. Comparações entre as 

diferentes intervenções utilizadas nos modelos animais podem ser úteis para definir o 

momento específico em que os fenótipos reprodutivos semelhantes a PCOS surgem 

nos animais.  
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ABSTRACT 

Background/Aims: Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a common endocrine 

disorder, affecting 9–18% of women in reproductive age that causes hyperandrogenism 
and infertility due to dysfunctional follicular maturation and anovulation. The etiology of 
PCOS is still poorly known, and information from experimental animal models may help 
improve current understanding of the mechanisms of PCOS initiation and development. 
Added, androgens may directly modulate early ovarian follicular development in 
preantral stages. Indeed, androgen excess before puberty may disrupt this physiological 
process. Thus the aims of this tesis are: 1) investigation the dynamics of follicular 
morphology and circulating androgen and estradiol levels in prepubertal Wistar rats 
acutely exposed to androgens; 2) conduction a systematic review of currently available 
methods for simulation of PCOS in experimental models, focusing on two main endocrine 
traits: ovarian morphology changes and circulating levels of sex hormones and 
gonadotropins.  
Methods: study 1: Prepubertal female Wistar rats were distributed into three groups: 
control, equine chorionic gonadotropin (eCG) intervention and eCG plus 
dehydroepiandrosterone (DHEA) intervention (eCG + DHEA). Serum DHEA, 
testosterone and estradiol levels were determined, and ovarian morphology and 
morphometry were assessed. Study 2: we searched the MEDLINE database for articles 
in English or Spanish published until October 2016. Of 933 studies identified, 39 were 
included in the systematic review. They were stratified into 3 classes of intervention: 
androgen-induced stimulation, estrogens or drugs with estrogen action to induce PCOS-
like models, and miscellaneous interventions. 
Results: study 1: The eCG +DHEA group presented increased serum estradiol and 
testosterone levels as compared with the control group (P<0.01), and higher serum 
DHEA concentration v. the eCG-only and control groups (P<0.01). In addition, the eCG 
+DHEA group had a higher number of, and larger-sized, primary and secondary follicles 
as compared with the control group (P<0.05). The eCG group presented intermediate 
values for number and size of primary and secondary follicles, without significant 
differences as compared with the other two groups. The number of antral follicles was 
higher in the eCG +DHEA and eCG groups v. controls (P<0.05). The number of 
primordial, atretic and cystic follicles were similar in all groups. Study 2: broad differences 
were found among the studies concerning hormonal interventions, animal species, and 
developmental stage at the time of the experiments, and most models resulted in ovarian 
morphology changes, mainly increases in the number of cystic and antral follicles and 
decreases in the corpus luteum. Hyperandrogenism was produced by using androgens 
and other drugs as the stimulatory agent. However, studies using drugs with estrogenic 
effect did not observe changes in circulating androgens. 
Conclusion: In the study 1, the experimental model using an acute eCG +DHEA 
intervention was useful to investigate events involved in initial follicular development 
under hyperandrogenic conditions, and could provide a reliable tool to study defective 
follicular development with possible deleterious reproductive consequences later in life, 
possibly being a PCOS experimental model. Study 2 demonstrated that medium- or long-
term testosterone administration in the pre- and postnatal periods performed best for 
induction of a PCOS-like phenotype, in rhesus macaque and rat models respectively. In 
rats, postnatal exposure to androgens results in reprogramming of the hypothalamic-
pituitary-ovarian-axis. Thus, comparisons between different intervention models may be 
useful to define the timing of reproductive PCOS phenotypes in experimental animal 
models. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Características do tecido ovariano   

Os ovários são as gônadas femininas responsáveis por armazenar as células 

germinativas e estão localizados na cavidade pélvica. Cada ovário é formado por 

dois tipos celulares: células germinativas e foliculares (Palma, Argañaraz et al. 

2012). As células germinativas proliferam, rapidamente, através de mitoses e 

meioses gerando os ovócitos (gameta feminino). Concomitantemente, as células 

foliculares são modificadas do estroma, e se dispõe ao redor dos ovócitos, 

originando o folículo primordial, que é reconhecido como a unidade funcional 

ovariana. Assim, as células foliculares promovem um ambiente adequado para 

o crescimento e nutrição do ovócito durante todo o desenvolvimento folicular 

(Uzumcu and Zachow 2007).   Quanto ao  reservatório de folículos primordiais, 

este é formado na vida embrionária em humanos e no período neonatal em 

roedores, permanecendo por toda a vida reprodutiva (McGee and Hsueh 2000).    

 

Regulação do ciclo reprodutivo   

O eixo hipotálamo-hipófise-ovários é responsável pela atividade ovariana 

que compreende o desenvolvimento de folículos ovarianos e síntese de 

esteróides sexuais. Sua funcionalidade é estabelecida no período da puberdade, 

e se inicia pela atividade do hipotálamo, que secreta o hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH). Este estimula a produção do hormônio folículo 

estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH) pela hipófise. Estas 
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gonadotrofinas atuam nos ovários estimulando a síntese de estradiol e 

progesterona.  (Zeleznik 2004)  

A regulação destes hormônios sexuais é regida por dois tipos de retro-

alimentação: negativa e positiva. A regulação negativa na maior parte do ciclo 

menstrual é essencial para que haja a manutenção de folículos em 

desenvolvimento no ovário, impedindo assim o esgotamento acelerado do 

reservatório de folículos em repouso. A produção crescente de estradiol e inibina 

(hormônio protéico) pelos folículos ovarianos em desenvolvimento é capaz de 

diminuir a secreção de FSH e LH (Zeleznik 2004).  

A retroalimentação negativa é mantida pela regulação inibitória que os 

esteróides sexuais exercem na secreção e ação de GnRH, FSH e LH.  Já a retro-

alimentação positiva é extremamente importante para a ocorrência da ovulação. 

Nesta, o estradiol, em concentração máxima, aumenta a sensibilidade das 

células hipofisárias ao GnRH. Com isso, eleva sua capacidade de sintetizar e 

liberar LH. Além disso, a progesterona sintetizada neste período devido à prévia 

sensibilização das células da granulosa ao LH potencializa a secreção de LH e 

FSH que então, desencadeia o pico pré-ovulatório de gonadotrofinas. Este 

evento proporciona um pico de gonadotrofinas que desencadeará a sinalização 

necessária para a extrusão do ovócito – ovulação (Uzumcu and Zachow 2007).  
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Figura 1. Regulação hormonal do eixo reprodutivo hipotálamo-hipófise-ovários. Imagem 

adaptada de wikiciencias.casadasciencias.org. 

 

 

Ciclo Ovariano   

As mudanças cíclicas que ocorrem nos ovários devido às alterações 

hormonais levam a alterações celulares que permitem aos folículos iniciarem e 

continuarem seu desenvolvimento, sendo este processo denominado 

foliculogênese.  
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O desenvolvimento folicular é um processo dinâmico que possui dois 

momentos distintos. Primeiramente, os folículos primordiais são recrutados do 

reservatório de folículos em repouso para iniciar o seu crescimento. A secreção 

e ação de fatores de crescimento autócrinos e parácrinos promovem o 

crescimento sincronizado das células da granulosa e ovócito. Deste modo, o 

folículo ovariano se desenvolve em folículo primário, secundário e antral inicial 

(Suh, Sonntag et al. 2002, Zeleznik 2004). A segunda fase importante da 

foliculogênese é o desenvolvimento a partir do estágio antral inicial, que depende 

da presença das gonadotrofinas hipofisárias (FSH e LH). A elevação nos níveis 

de FSH, seleciona alguns folículos preantrais para completar seu 

desenvolvimento. O restante dos folículos não selecionados entra em processo 

de atresia.     

A produção crescente de estradiol e a inibina, também produzido pela 

granulosa, inibe o FSH, fazendo com que muitos folículos em desenvolvimento 

deixem de ser estimulados. Permanecem somente os folículos em estágio 

avançado, que possuem sensibilidade maior ao FSH, devido à expressão mais 

elevada de receptores (Zeleznik 2004). O pico pré-ovulatório de LH e FSH 

determina a maturação das células foliculares ocorrendo a maturação do ovócito 

e a diferenciação terminal das células da granulosa. Além disso, há ativação de 

cascatas de sinalização específicas que culminam na ruptura folicular com 

conseqüente liberação do ovócito apto a ser fertilizado (Eppig 2001).     
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Dinâmica morfo-funcional dos folículos ovarianos 

Durante toda a vida reprodutiva os folículos primordiais em repouso são 

recrutados ao desenvolvimento. Uma vez iniciado o crescimento, o folículo 

primordial “ativado” começa a se desenvolver em folículo primário, secundário e 

sequencialmente em folículo antral (McGee and Hsueh 2000). Este crescimento 

folicular é caracterizado por mudanças morfológicas do folículo primordial que, a 

princípio, possuem um ovócito circundado por uma camada de células foliculares 

pavimentosas precursoras das granulosas, chamadas pré-granulosas. 

 

Figura 2. Folículo primordial: estrutura composta por poucas células pré-granulosas 
pavimentosas, pouco organizadas. Aparecem dispersadas por todo o córtex ovariano, mas 
podem estar em grande proporção em sua parte mais superficial, próximo ao epitélio ovariano. 
O núcleo do ovócito ainda é grande comparado ao citoplasma. 

 

Uma vez recrutados ao desenvolvimento inicial, os folículos primordiais 

entram na transição para se tornarem folículos primários. Os folículos primários 

possuem células morfologicamente diferentes das encontradas nos folículos 

primordiais. Enquanto as células do folículo primordial possuem formato 

pavimentoso, as células do folículo primário são cubóides, sendo denominadas 

de células granulosas (CG). Esta camada de granulosa é externamente envolta 

por uma membrana basal, que separa o folículo em desenvolvimento do estroma 

ovariano adjacente. Além disso, o ovócito deste folículo secreta glicoproteínas 

que originam uma membrana de matriz acelular, chamada zona pelúcida, que 

separa o ovócito das células da granulosa (West, Shea et al. 2007).   
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Figura 3. Folículo primário: neste tipo folicular há a presença de uma camada de células da 
granulosa em formato cubóide, apresentando zona pelúcida ao redor do ovócito. Os folículos 
primários podem apresentar diferentes tamanhos, pois antes de haver a multiplicação das células 
da granulosa há o crescimento do ovócito em sinal do amadurecimento. 

 

As células da granulosa proliferam e formam múltiplas camadas ao redor 

do folículo. Quando duas ou mais camadas celulares circundam o ovócito, o 

folículo passa a ser chamado de secundário. Neste estágio, as células do 

estroma adjacente ao folículo começam a se diferenciar originando as chamadas 

células da teca.  

 

 

 

Figura 4. O folículo secundário possui duas ou mais camadas de células da granulosa. Neste 
estágio há formação de camada da teca interna e membrana basal que delimita o espaço entre 
as células da granulosa e teca em proliferação. 

 

Ao passo que estas células se proliferam, geram inúmeras camadas 

celulares e as mais próximas a extremidade do folículo se tornam queratinizadas. 

Neste momento, há diferenciação de camadas de células da teca: as 

queratinizadas são chamadas de “teca externa”, enquanto que as células mais 

próximas às células da granulosa e vascularizadas são denominadas “teca 

interna”. A formação da teca interna é importante, pois sendo vascularizada, 

supre as necessidades fisiológicas das camadas de células da granulosa que 

não são vascularizadas. Além disso, estas células secretoras possuem papel 
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essencial na esteroidogênese (Eppig 2001).  Ao término do estágio secundário 

da foliculogênese, espaços surgem entre as células da granulosa, devido a sua 

secreção de glicosaminoglicanas (Suh, Sonntag et al. 2002).   

 

 

 

 

Figura 5. Folículo antral inicial: este estágio há formação de pequenos vacúolos entre as 
células da granulosa. Ainda, há a presença de células da teca interna e externa. O ovócito já 
atingiu seu tamanho máximo, estando ainda com a divisão meiótica interrompida. 

 

Com os estímulos das gonadotrofinas, os espaços crescem e coalescem, 

formando a cavidade antral. Esta é preenchida por líquido folicular que contém 

fatores de crescimento, hormônios esteróides e protéicos, secretados pelas 

células da granulosa e teca.  O aparecimento desta cavidade única, contendo 

líquido folicular, caracteriza o folículo antral. Seu contínuo crescimento aumenta 

o diâmetro da cavidade e o ovócito fica em posição excêntrica, originando 

folículos antrais bem desenvolvidos, que são chamados de folículos pré-

ovulatórios. (Eppig 2001, West, Shea et al. 2007).  
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Figura 6. Esquerda- folículo antral; direita- folículo pré-ovulatório. Folículo antral: Os pequenos 
vacúolos se coalescem e originam uma cavidade única contendo fluido folicular. Neste momento 
o ovócito começa a obter uma posição excêntrica. A camada de teca interna e externa atingem 
o máximo de sua capacidade proliferativa. Folículo pré-ovulatório: Grande cavidade antral com 
diferenciação de células murais (camada da granulosa fina circundada pela membrana basal) e 
células do cumulus (que circundam o ovócito). O ovócito está totalmente em posição excêntrica. 
As camadas de células da teca mantém a mesma espessura e circundam todo o folículo. 

 

Durante este desenvolvimento, a maioria dos folículos antrais iniciais 

sofrem o processo de atresia (Hsueh, Billig et al. 1994). A atresia folicular pode 

ocorrer em todas as fases do desenvolvimento folicular, sendo um processo 

fisiológico, compondo 70% de todos os tipos foliculares presentes em um ovário. 

A identificação se dá pela presença de quaisquer características a seguir: 

 Ausência total ou parcial de membrana basal; 

 Ausência de ovócitos ou fragmentação destes com tamanho reduzido; 

 Presença de meiose reiniciada com corpúsculo polar; 

 Presença de vacúolos no ovócitos; 

 Ausência do contato entre as células da granulosa e ovócitos; 

 Contato do líquido folicular com o ovócito; 

 Presença de 5% ou mais de núcleos picnóticos; 

 Camada de células da granulosa desorganizada (células desprendidas); 

 Hipertrofia das camadas da teca com contato direto com as células da 

granulosa. 

o A hipertrofia está presente quando as camadas da teca 

(principalmente da parte interna) se proliferam formando várias 

camadas e se tornam arredondadas. 
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Figura 7. Folículos pequenos atrésicos. Esquerda- folículo primordial atrésico; centro – folículo 
primário atrésico; direita – folículo secundário atrésico. Nos folículos pequenos, como 
primordiais, primários e secundários, a atresia é caracterizada por deformidades no ovócito como 
fragmentação no citoplasma (esquerda) presença de corpúsculo polar(central), presença de 
vacúolos (direita).  

 

 

 

 

 

Figura 8. Folículos antrais atrésicos. Esquerda – folículo antral inicial atrésico; direita – folículo 
antral atrésico. Uma das características de um ovócito saudável é a sua ligação com as células 
da granulosa. Quando esta ligação não existe, marcada pela ausência parcial ou completa da 
zona pelúcida, o folículo pode ser considerado atrésico. Pontos pretos representam corpos 
picnóticos.  

 

Somente poucos folículos, estimulados por gonadotrofinas, conseguem 

alcançar a ovulação (Richards 1980, Zeleznik 2001). As células remanescentes 

do folículo rompido durante a ovulação sofrem o processo de luteinização dando 

origem ao corpo lúteo.   

  

 

 

 

Figura 9. Corpo lúteo: estrutura grande, com células luteínicas com coloração diferente (mais 
claras) que as células foliculares. Pode apresentar ou não corpo hemorrágico. Ele está delimitado 
por tecido fibroso.  
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Esteroidogênese ovariana 

Durante o desenvolvimento folicular e crescimento do ovócito, hormônios 

sexuais como androgênios e estrogênios são produzidos por dois tipos de 

células foliculares: células da granulosa e da teca interna. De modo coordenado, 

reações enzimáticas complementares ocorrem em ambas as células gerando 

como produtos finais tanto androgênios como estrogênios. A cascata 

esteroidogênica (sequência de reações enzimáticas) se inicia com a utilização 

de colesterol como substrato. Esta primeira etapa da esteroiogênese é mediada 

pela Proteína Reguladora Aguda da Esteroidogênese (STaR), que transporta a 

molécula de colesterol para dentro da mitocôndria. Logo o colesterol é convertido 

em pregnenolona pela enzima P450scc desmolase. A pregnenolona pode reagir 

com duas enzimas: 3β-hidroxiesteróide desidrogenase (3βHSD) e produzir 

progesterona e 17α- hidroxilase gerando 17 α-hidroxipregnenolona. A 

progesterona também pode ser substrato para a enzima 17α-hidroxilase, 

sintetizando 17α-hidroxiprogesterona. Tanto esta como 17 αhidroxipregnenolona 

reagem com a enzima 17, 20liase, produzindo androstenediona e DHEA, 

respectivamente.  O DHEA é convertido em androstenediona pela enzima 

3βHSD. A androstenediona é o principal androgênio produzido pelo ovário. Este 

é convertido em testosterona, e pela a ação da P450 aromatase, sintetiza o 

estradiol (estrogênio com maior atividade biológica) (Hanukoglu 1992, Payne 

and Hales 2004).  
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Figura 10. Esquema da esteroidogênese ovariana. Imagem adaptada de Halbe et al, 
Hyperandrogenism in polycistic ovary syndrome, 2004.   

 

 

Morfometria dos folículos ovarianos   

A mensuração do diâmetro dos folículos é mais um parâmetro morfológico 

utilizado como indicador das etapas da foliculogênese. Isto porque, os eventos 

fisiológicos que coordenam a maturação dos folículos estão associados ao seu 

crescimento (Numazawa and Kawashima 1982). Desta forma, com a obtenção 

do diâmetro médio de folículos em diferentes estágios do desenvolvimento, é 

possível sugerir o estado morfológico do ovário. Este parâmetro já bem 

caracterizado na literatura é um dado útil para inúmeras pesquisas que estudam 

a dinâmica ovariana.  
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Síndrome dos ovários policísticos e alterações na morfologia das 

estruturas ovarianas 

A Síndrome dos ovários policísticos (PCOS) é uma das condições 

endócrinas mais comuns, afetando de 9-18% das mulheres em idade 

reprodutiva, dependendo do critério de diagnóstico utilizado (March, Moore et al. 

2010). PCOS é caracterizada por apresentar pelo menos dois dos três critérios 

descritos a seguir: hiperandrogenismo clínico ou bioquímico; oligo/anovulação e 

ovários policísticos (Norman, Dewailly et al. 2007). Clinicamente, estas 

manifestações estão associadas com redução na fertilidade, por estarem 

relacionadas com maturação folicular prejudicada com consequente anovulação. 

Ainda, acne e hirsutismo são manifestações clínicas frequentes devido à 

presença de hiperandrogenismo (Goodarzi, Dumesic et al. 2011). Tanto 

anovulação crônica quanto excesso de androgênios estão relacionados a 

alteração na foliculogênese ovariana, que é evidenciada pela presença de 

folículos císticos e um aumento do volume ovariano em mulheres com PCOS 

(Dewailly, Lujan et al. 2014).  

A manifestação clínica de PCOS pode se dar antes ou durante a 

puberdade (Sir-Petermann, Codner et al. 2009). Estudos clínicos sugerem que 

meninas com PCOS demonstram um aumento na frequência pulsátil do 

hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Este fato poderia então estar 

provocando um aumento na secreção nos níveis do hormônio luteinizante (LH), 

que causaria a aquisição prematura de receptores de LH em folículos em 

estágios muito iniciais do desenvolvimento. E, como consequência, uma síntese 

intensa de androgênios (Spritzer, Poy et al. 2001, Blank, McCartney et al. 2006), 

que poderia ser a causa do acúmulo de folículos em estágio antral (Franks, Stark 
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et al. 2008). Isto porque dentre os reguladores que estão envolvidos na 

estimulação inicial do desenvolvimento ovariano estão os androgênios que 

atuam de forma direta no estímulo ao recrutamento inicial dos folículos pequenos 

ao crescimento (Spritzer, Poy et al. 2001). Os androgênios, em níveis 

fisiológicos, modulam a expressão e a atividade de genes importantes para a 

manutenção do desenvolvimento folicular ovariano (Franks, Stark et al. 2008, 

Wu, Li et al. 2010, Azziz and Adashi 2016). Estes efeitos parecem ser mediados 

por uma amplificação local da ação tanto do fator de crescimento semelhante à 

insulina -1 (IGF-1) quanto do hormônio folículo estimulante (FSH). Neste sentido, 

estudos prévios (Franks, Stark et al. 2008, Wu, Li et al. 2010, Azziz and Adashi 

2016), demonstraram que a exposição à testosterona é capaz de induzir 

aumento de IGF-1 e de seu receptor juntamente com uma maior expressão de 

RNAm do receptor de FSH nos ovários de animais experimentais. Por sua vez, 

esta estimulação aumentaria o recrutamento cíclico ao desenvolvimento e a 

proporção de folículos antrais.   

De fato, este acúmulo de folículos antrais é consistente com os aspectos 

morfológicos de um ovário policístico identificado através de exame de 

ultrassonografia em mulheres com PCOS (Norman, Dewailly et al. 2007). Além 

disso, os ovários com PCOS exibem um aumento no número de folículos pré-

antrais e antrais com características atípicas como expansão anormal da 

cavidade antral, com degeneração da membrana basal e invaginação da teca 

interna além do início da degeneração de células da granulosa (Figura 9). 

Concomitantemente, há a presença de cistos ovarianos, que contém uma parede 
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delgada de células da granulosa e uma camada espessa de células da teca 

(Franks, Stark et al. 2008) - (Figura 10).  

 

Figura 11. Folículo tipo III. Este tipo de folículo representa o ínicio de uma alteração patológica 
de folículos antrais. Pode apresentar hipertrofia das camadas da teca, com presença ou não de 
invaginação das células da teca para a camada de granulosa; possui muitas camadas de células 
da granulosa (4 a 5 camadas com células condensadas) e ainda há presença de ovócito.  

 

 

Figura 12. Cisto ovariano. Estrutura observada no córtex ovariano sob algum tipo de distúrbio 
fisiológico. Suas principais características são: presença de 1 ou 2 camadas de células da 
granulosa disfuncional; hipertrofia das células da teca, na camada interna e externa; ausência 
de ovócito; ausência de invaginações da teca para as células da granulosa e ausência de líquido 
folicular. 

 

Desde a primeira descrição de PCOS feita por Stein e Leventhal em 

meados da década de 1930 (Azziz and Adashi 2016), a pesquisa científica está 

em busca dos mecanismos envolvidos na etiologia desta patologia. No entanto, 

ainda hoje, estes não foram bem esclarecidos. Nem mesmo o fato de 

anormalidades hormonais serem primárias ou secundárias está claramente 
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estabelecido. Neste sentido há inúmeras hipóteses geradas para a origem desta 

patologia, dentre elas: desequilíbrio hormonal, anormalidade genéticas e fatores 

envolvidos com o ambiente e estilo de vida (Goodarzi, Dumesic et al. 2011).  

Em busca de esclarecimentos dos mecanismos fisiopatológicos de PCOS, 

muitos modelos experimentais com utilização de animais vem sendo 

desenvolvidos durante estas últimas décadas. Estes modelos animais de PCOS 

tem potencialidade de aumentar o conhecimento da fisiopatologia e através 

deste, tratamentos podem ser desenvolvidos assim como inovações em 

diagnósticos.  

 

Pesquisas experimentais em animais com desfecho de PCOS 

Apesar de inúmeros estudos clínicos em pacientes com PCOS, a etiologia 

desta síndrome ainda não está elucidada. A fim de investigar a origem e 

possíveis fatores que podem desencadear este distúrbio reprodutivo, muitos 

modelos experimentais utilizando animais sob indução com androgênios 

exógenos têm sido desenvolvidos. Apesar disto, ainda não há um modelo 

experimental ideal que manifeste todas as características e sintomas 

encontrados em mulheres com PCOS.  

Um dos modelos experimentais descritos em ratas associa a estimulação 

aguda da foliculogênese por gonadotrofina coriônica equina (eCG) a um quadro 

de hiperandrogenismo induzido por dehidroepiandrosterona (DHEA) (Sander, 

Solano et al. 2005). O eCG possui ação semelhante ao hormônio folículo 

estimulante (FSH), que apesar de não ser indispensável para o recrutamento 

inicial de folículos pequenos ao desenvolvimento, exerce uma ação sinérgica 



28 
 

com os outros fatores de crescimento e androgênios. Por esta razão, ovários de 

fêmeas pré-púberes estimuladas com eCG apresentam um aumento de folículos 

pré-antrais (Sander, Luchetti et al. 2006). Paralelamente, o hormônio DHEA 

induz níveis aumentados de testosterona, androstenediona e 5α-

dihidrotestosterona, similares aos observados em mulheres com PCOS (Henmi, 

Endo et al. 2001). Além disso, estes animais possuem características similares 

à PCOS em humanos, tais como hiperandrogenismo, desenvolvimento folicular 

alterado e anovulação (Faut, Elia et al. 2011, Gal and Orly 2014). 
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1. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Estudo 1 – Modelo animal sob indução aguda de eCG e DHEA 

Investigar a dinâmica da morfologia e função ovariana em ratas Wistar 

fêmeas pré- púberes, com 25-28 dias, sob o tratamento agudo com concentração 

previamente estabelecidas de eCG e DHEA.  

Objetivos específicos 

1. Determinar os níveis hormonais de estradiol, testosterona, 

dehidroepiandrosterona (DHEA);  

2. Caracterizar a morfologia ovariana, quantificando os tipos celulares; 

3. Avaliar a morfometria, com mensuração dos diâmetros de diferentes 

estágios do desenvolvimento folicular. 

 

Estudo 2 – Revisão sistemática de modelos animais de PCOS 

Realizar uma revisão sistemática dos estudos experimentais que 

objetivaram recriar um modelo semelhante a PCOS em roedores e primatas não-

humanos onde a geração de alteração na função ovariana e distúrbios 

hormonais estão relacionados com um prejuízo reprodutivo. Além disso, esta 

revisão tem por objetivo evidenciar as vantagens e possíveis limitações de 

aplicação clínica em pacientes mulheres com PCOS.  
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3. MÉTODOS   

Estudo 1 – Modelo animal sob indução aguda de eCG e DHEA 

Animais  

Este trabalho foi realizado de acordo com a Lei Procedimento para o Uso 

Científico de Animais, sob o número 11.794, vigente no país. Fêmeas Wistar na 

idade de 25-28 dias foram mantidas em temperatura controlada (21ºC), umidade 

de 60% e ciclo artificial claro/escuro de 12 horas (luz de 7 às 19hs) e em gaiolas, 

com ração e água fornecidas ad libitum.  

O descarte e tratamento dos resíduos seguiram as rotinas estabelecidas 

pela Comissão de Gestão Ambiental do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. As 

carcaças dos animais foram acondicionadas em sacos plásticos e armazenadas 

em freezer -18°C, de onde saíram embaladas em saco branco (resíduo 

biológico). Os materiais pérfuro-cortantes foram descartados em coletores 

padronizados e os resíduos químicos foram armazenados em recipientes 

específicos, até o recolhimento pelo Serviço de Higienização.   

Desenho experimental  

Os animais foram submetidos à indução da foliculogênese, como descrito 

previamente (Parborell, Pecci et al. 2002, Velez, Heber et al. 2015). No primeiro 

grupo, cada animal, foi submetido a uma dose única de injeção de 25UI de 

gonadotrofina coriônica equina (eCG; Novonorm), em 0,1ml de salina 

intraperitoneal (CG/n=7). O segundo grupo foi tratado com eCG e 

hiperandrogenizado com uma dose única de dehidroepiandrosterona (DHEA: sc 

60 mg/kg) em 0,1 ml de óleo, via subcutânea (CG+DHEA/n=7). O grupo controle 
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foi submetido à uma injeção com óleo de girassol em dose única (0,2ml) via 

subcutânea (C/n=6). Estes tratamentos estão dentro da categoria –leve-, 

segundo a ‘Classificação de severidade de procedimentos’. Após 8 horas de 

cada tratamento, os animais previamente submetidos à anestesia inalatória 

(Isoflurano: 0,25-25% mg/kg) foram eutanasiados por decapitação, em 

guilhotina, dentro de um ambiente limpo e na ausência de outros animais. Este 

procedimento está classificado na categoria -sem recuperação-, de acordo com 

a ‘Classificação de severidade de procedimentos’. O ovário esquerdo de cada 

fêmea foi utilizado para subsequente análise de morfológia e morfométrica dos 

folículos ovarianos.   

Dosagens hormonais 

O sangue do tronco foi centrifugado e o soro foi armazenado a -80ºC. As 

dosagens de dehidroepiandrosterona, testosterona e estradiol foram 

processadas através de Kits específicos de RIE, com sensibilidade de 0,06 

ng/ml, 0,02 ng/ml e 2.20 pg/ml, respectivamente. (DHEA-Beckman Coulter REF 

DSL8900, Testosterona- Immunotech REF IM1119; Estradiol-Beckman Coulter 

REF DSL4800). Os coeficientes de variação intra- e inter-ensaio foi ≤ 10%.  

Morfologia ovariana 

Os ovários foram colocados em solução fixadora de formaldeído a 10%, 

por período de 24 a 36 horas. A seguir, foram processados, incluídos em parafina 

e corados com HE. Os diferentes tipos de folículos ovarianos foram contados a 

partir das imagens de cortes histológicos observados com aumento de 10 a 40x. 

Os folículos foram observados e analisados a cada intervalo regular de 50 µm 

contendo 5 µm de espessura. Este intervalo foi utilizado para evitar a contagem 
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duas vezes de uma mesma estrutura. A fim de padronizar a quantificação 

morfológica, foram considerados somente os folículos que apresentaram núcleo 

do ovócito visível. Para esta análise morfológica, dois investigadores, cegos para 

o tipo de tratamento submetido a cada animal, realizaram a quantificação das 

estruturas ovarianas (Olympus BX41, Tokyo, Japan).  

Os folículos foram classificados como primordial, primário, secundário, 

antral, atrésico e cístico. Os folículos primordiais foram identificados quando um 

pequeno ovócito estava circundado por uma única camada de células 

pavimentosas. Já os folículos primários apresentaram um ovócito circundado por 

uma camada de células da granulosa, com formato cubóide. Os folículos 

secundários foram caracterizados por aqueles ovócitos circundados por duas ou 

mais camadas de células da granulosa em formato cubóide. Os folículos antrais 

foram reconhecidos pela presença de vacúolos (pequenos espaços entre as 

células da granulosa: folículo antral inicial/ vacúolo único: folículo antral). Os 

folículos atrésicos foram identificados principalmente pela proporção ≥ 5% de 

células da granulosa em apoptose, ou em folículos que apresentaram ovócito 

disforme. Os folículos císticos (cistos) foram caracterizados quando numa 

estrutura havia presença de uma cavidade antral aumentada com uma camada 

espessa das células da teca interna e uma fina camada de células da granulosa 

pavimentosas.   

Com relação à analise morfométrica, esta consistiu na avaliação dos 

diâmetros médios de cada tipo folicular. Para isto, quinze estruturas foliculares 

de cada tipo, dentre aquelas previamente observadas na morfologia, foram 

aleatoriamente selecionadas e capturadas utilizando-se sistema de vídeo-

microscopia. O diâmetro médio dos folículos ovarianos foi determinado através 
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da média de dois diâmetros perperdiculares entre si entre duas extremidades do 

folículo (figura 11). Para os folículos primordiais e primários, a única camada de 

células da granulosa foi considerada o limite desta extremidade. Para os folículos 

secundários e antrais, a extremidade dos diâmetros foi considerada na última 

camada de células da teca. Todos os diâmetros foram mensurados através da 

utilização do Software Image-Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, MD, USA), após 

calibração com escala micrométrica (Media Cybernetics, MD, USA).  

Figura 13: Diâmetro médio folicular: o diâmetro médio é obtido pela média de duas retas 

perperdiculares. É importante verificar a presença do núcleo do ovócito para obter o diâmetro 

médio. 

 

 

Análise Estatística  

As análises estatísticas foram realizadas com a utilização do Software 

GraphPad PRISM (San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos como 

mediana e percentis (25-75%), de acordo com o teste de normalidade utilizado, 

Shapiro-Wilk. Para a análise não-paramétrica, foi utilizado o teste   Kruskal 

Wallis, para comparação entre os grupos controle, eCG e eCG+DHEA. Para 

análise Post Hoc foi utilizado o teste Dunn, afim de obter ajustes necessários nas 

comparações múltiplas entre os grupos. Os resultados foram considerados 

significativos quando p<0,05. A tendência de p foi utilizada para verificar a 

comparação entre grupos.  
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Estudo 2 – Revisão sistemática de modelos animais de PCOS 

Estratégia de pesquisa e seleção de estudos 

Uma revisão sistemática foi conduzida em concordância com o guideline 

PRISMA. Brevemente, foi utilizado a base de dados MEDLINE, via Pubmed, para 

pesquisar artigos publicados em inglês e espanhol até outubro de 2016. A 

estratégia de estudo consistiu no seguimento do “Medical Subject Heading” 

(MeSH): “Animal Model” OR “Animal Models” OR “Model, Animal” OR 

“Laboratory Animal Models” OR “Animal Model, Laboratory” OR “Animal Models, 

Laboratory” OR “Laboratory Animal Model” OR “Model, Laboratory Animal” OR 

“Models, Laboratory Animal” OR “Experimental Animal Models” OR “Animal 

Model, Experimental” OR “Animal Models, Experimental” OR “Experimental 

Animal Model” OR “Model, Experimental Animal” OR “Models, Experimental 

Animal” OR Rodents OR Rodentias OR Rodent OR Rat OR Rattus OR “Rattus 

norvegicus” OR “Rats, Norway” OR “Rats, Laboratory” OR “Laboratory Rat” OR 

“Laboratory Rats” OR “Rat, Laboratory” OR Mus OR Mouse OR “Mus musculus” 

OR “Mice, House” OR “House Mice” OR “Mouse, House” OR “House Mouse” OR 

“Mus domesticus” OR “domesticus, Mus” OR “Mus musculus domesticus” OR 

“domesticus, Mus musculus” OR “musculus domesticus, Mus” OR “Mice, 

Laboratory” OR “Laboratory Mice” OR “Mouse, Laboratory” OR “Laboratory 

Mouse” OR “Mouse, Swiss” OR “Swiss Mouse” OR “Swiss Mice” OR “Mice, 

Swiss” OR AND “Ovary Syndrome, Polycystic” OR “Syndrome, Polycystic Ovary” 

OR “Stein-Leventhal Syndrome” OR “Stein Leventhal Syndrome” OR “Syndrome, 

Stein-Leventhal” OR “Sclerocystic Ovarian Degeneration” OR “Ovarian 

Degeneration, Sclerocystic” OR “Sclerocystic Ovary Syndrome” OR “Polycystic 

Ovarian Syndrome” OR “Ovarian Syndrome, Polycystic” OR “Polycystic Ovary 
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Syndrome 1” OR “Sclerocystic Ovaries” OR “Ovary, Sclerocystic” OR 

“Sclerocystic Ovary”.   

O critério de seleção incluiu estudos experimentais de intervenções em 

fêmeas de ratos, camundongos, cobaia ou primatas não-humanos que tiveram 

por objetivo induzir alterações reprodutivas semelhantes a encontradas em 

pacientes com PCOS. Duas características foram consideradas como critério de 

seleção, sendo elas a aparência de cistos nos ovários e concentração alterada 

de testosterona. Os estudos excluídos foram aqueles que não possuíam como 

desfecho a indução de alterações reprodutivas semelhantes à PCOS ou que não 

descreviam os desfechos reprodutivos nos estudos.  

Extração de dados 

Dois investigadores (LP e RBR) revisaram, separadamente, os títulos e 

resumos dos artigos, selecionando aqueles para revisão completa do texto. As 

discordâncias no critério de seleção de artigos foi resolvida por um terceiro 

investigador (PMS) ou por um consenso entre ambos. Os artigos selecionados 

foram lidos por completo afim de confirmar a elegibilidade e a extração de dados. 

As informações extraídas de cada estudo foram organizadas na seguinte ordem: 

nome do primeiro autor, ano de publicação, espécie animal, número de animais 

utilizados, idade no início da intervenção, tipo de intervenção, período 

experimental; e ainda, três variáveis de interesse: concentração de hormônios 

sexuais no soro, concentração nos níveis de gonadotrofinas e morfologia 

ovariana.  



36 
 

4. RESULTADOS  

 

Os resultados desta tese estão dispostos em 2 artigos publicados, 

originados deste trabalho.  

O primeiro artigo está intitulado como:  

“Early ovarian follicular development in prepubertal Wistar rats 

acutely exposed to androgens” 

O segundo artigo está intitulado como:  

“Animal models of hyperandrogenism and ovarian morphology 

changes as features of polycystic ovary syndrome: a systematic review” 
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste presente estudo experimental, a administração aguda de eCG, 

adicionada ao tratamento com androgênio, foi capaz de alterar o recrutamento 

folicular inicial, promovendo um aumento no número de folículos primários, 

secundários e antrais nos ovários de ratas pré-puberes. Notadamente, este 

estudo é o primeiro a realizar a análise de aspectos morfológicos e 

morfométricos com o objetivo de mensurar o crescimento folicular em diversos 

estágios da foliculogênese após uma estimulação aguda com eCG e DHEA, em 

ratas da linhagem Wistar. Com relação à escolha da linhagem de ratos a ser 

utilizada neste modelo experimental, esta foi devido ao fato da extensa 

informação acerca dos aspectos reprodutivos desta linhagem na pesquisa 

experimental.  

Este estudo foi especificamente conduzido com animais pré-puberes, 

entre 25 e 28 dias de idade. É importante ressaltar que durante este período do 

desenvolvimento, o eixo hipotálamo-hipófise-ovários está amadurecendo, e o 

desenvolvimento folicular já está iniciado, com presença de folículos antrais 

saudáveis e atrésicos no estroma ovariano. Diante deste quadro, a indução com 

eCG pode ser muito útil na estimulação sobre a foliculogênese, pois pode 

potencializar a velocidade e a quantidade de folículos ao desenvolvimento (Gal 

and Orly 2014). No estudo de Gal et al. (Gal and Orly 2014), foi utilizado uma 

intervenção com eCG seguida por administração de gonadotrofina coriônica 

humana. Isto resultou num crescimento intensificado de folículos pré-ovulatórios. 

No presente estudo, a estimulação somente com eCG, sem androgênios, foi 

capaz de estimular minimamente a proporção de folículos pequenos. É provável 
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que esta pequena estimulação tenha ocorrido devido ao curto período de 

intervenção experimental, que não foi suficiente para que os folículos pudessem 

secretar androgênios. Contudo, a indução com eCG serviu como um estímulo e 

preparação ao tratamento com DHEA para a coorte de folículos (Elia, Sander et 

al. 2006, Misugi, Ozaki et al. 2006), que foi capaz de provocar um quadro de 

excesso de androgênios e também consideráveis alterações na morfologia 

ovariana. Apesar de neste estudo não ter sido testado o efeito isolado do 

tratamento com DHEA, provavelmente não haveria efeito visível visto que os 

animais pré-puberes apresentam um crescimento folicular ainda lento. Baseado 

em evidências anteriores que utilizaram tratamentos semelhantes (Faut, Elia et 

al. 2011, Gal and Orly 2014, Velez, Heber et al. 2015), uma  hipótese gerada é 

que uma estimulação prévia com eCG seria necessária  para detectar resultados 

gerados da intervenção com DHEA sobre a morfologia ovariana (Okutsu, Itoh et 

al. 2010). Maiores investigações são necessárias para confirmar esta hipótese.  

Pesquisas anteriores in vitro sugerem que altas dosagens de androgênios 

poderiam prejudicar o desenvolvimento folicular inicial (Okutsu, Itoh et al. 2010, 

Tarumi, Tsukamoto et al. 2012, Walters, Allan et al. 2012). De fato, modelos 

animais submetidos a uma exposição pré-natal a androgênios demonstraram 

desordens reprodutivas com aumento de folículos pré-antrais e elevação na 

concentração de estradiol e testosterona em idade adulta, semelhante a PCOS 

(Wu, Li et al. 2010, Walters, Allan et al. 2012). Levando em consideração estes 

estudos juntamente com o presente estudo, pode ser gerada a hipótese de que 

a exposição pré-natal a androgênios serviria para “programar” os ovários e 

glândulas adrenais de animais pré-puberes para que estes secretassem altos 
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níveis de androgênios que interfeririam na função ovariana (Abbott, Dumesic et 

al. 2002, Franks 2012). 

Ainda, aumento significativo de estradiol, testosterona e DHEA foi 

observado nos animais tratados com eCG e DHEA, comparados ao controle, 

indicando consistência do nosso modelo experimental. Estes resultados estão 

de acordo com aqueles obtidos em estudo anterior, que utilizou uma linhagem 

de ratos diferente (Velez, Heber et al. 2015). Além disso, estes dados sugerem 

que os folículos permanecem saudáveis, com células funcionais, após a 

exposição aguda com eCG. Este fato foi confirmado por análises morfológicas e 

visualização de folículos saudáveis. De fato, sabe-se que a biossíntese de 

estrogênios é função básica das células da granulosa (Palma, Argañaraz et al. 

2012), iniciada a partir do estágio de folículos primários. Ao contrário, os 

androgênios deveriam ser secretados pelas células de teca de folículos 

pequenos e da glândula adrenal. Para explicar aparente contradição ao 

resultado observado, um estudo recente utilizando intervenção com DHEA em 

fêmeas (Zhou, Kang et al. 2015) demonstrou um aumento significativo na 

expressão da enzima aromatase em ovários de ratas juntamente com aumento 

de 3β-hydroxiesteróide desidrogenase (3β-HSD), 17β-HSD e RNA mensageiro 

da aromatase nas glândulas adrenais. Assim, DHEA poderia estas estimulando 

as células adrenais a sintetizarem androgênios e estes serem substratos para 

as enzimas aromatase nas células da granulosa dos folículos ovarianos.  

Além disso, neste estudo foi evidenciado um aumento na proporção de 

folículos primários, secundários e antrais pelo tratamento com eCG e DHEA. 

Estes resultados diferem ligeiramente daqueles encontrados no estudo anterior 

(Velez, Heber et al. 2015), que relatou uma proporção maior somente de folículos 
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pequenos. Embora Velez et al. (Velez, Heber et al. 2015), tenha utilizado fêmeas 

Sprague-Dawley em idade pós-natal tardia (22-25 dias), em nosso estudo as 

fêmeas Wistar foram estudadas na fase pré-puberal tardia (25-28 dias), e 

provavelmente já apresentavam tanto folículos pequenos quanto antrais antes 

dos tratamentos experimentais.  A presença de um número elevado de folículos 

primários, secundários e antrais em nossos animais enfatizou os efeitos de 

DHEA adicionado ao eCG no recrutamento folicular inicial, apesar da 

intervenção ser de modo agudo. Possivelmente, DHEA interage com receptores 

de androgênios expressos nas células da granulosa tanto de folículos primários 

e secundários quanto de antrais iniciais. Esta hipótese é suportada por um 

estudo anterior que observou a expressão elevada de receptores de androgênios 

em folículos pequenos (Lenie and Smitz 2009). De fato, o tratamento agudo com 

DHEA parece aumentar os fatores intracelulares de modo a atuarem na transição 

de folículos primários para secundários (Collado-Fernandez, Picton et al. 2012).  

Adicionalmente, diversos estudos demonstraram que os androgênios são 

capazes de mediar a amplificação local tanto do fator semelhante à insulina (IGF-

1) quanto a ação de FSH, por induzir um aumento de IGF-1, receptor de IGF-1 

e RNA mensageiro do receptor de FSH em ovários de animais experimentais 

(Vendola, Zhou et al. 1999, Vendola, Zhou et al. 1999, Weil, Vendola et al. 1999). 

Estes achados mostram como os androgênios possuem um importante papel na 

modulação de fatores de crescimento envolvidos na foliculogênese inicial.  

Com relação à morfometria, o presente estudo observou um aumento no 

diâmetro dos folículos primordiais, primários e secundários. A hipótese sugerida 

para este dado seria que o tratamento com DHEA exógeno amplificaria a 

sensibilidade à IGF-1, aumentando sua ação celular, juntamente com outros 
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fatores de crescimento que atuariam também sobre os receptores de 

androgênios (Lebbe and Woodruff 2013). A ação sobre os receptores de 

androgênios estimularia a atividade e a proliferação das células da granulosa 

nestes folículos pequenos. E a proliferação das células da granulosa estaria 

sendo mantida através das transições dos estágios primário para secundário dos 

folículos ovarianos. 

Assim, estes resultados mostram que a exposição a alta concentração de 

androgênios de modo agudo é capaz de produzir alterações significativas na 

função ovariana, e possivelmente prejuízos permanentes em caso de exposição 

crônica. Desta forma, este modelo animal é um modelo de PCOS em potencial 

a ser ainda mais investigado.  

Em todos os modelos experimentais que buscaram desenvolver os 

fenótipos de PCOS em animais, é necessário considerar a existência uma 

complicação relacionada à investigações dos mecanismos patológicos. Isto se 

dá pelo fato da presença da elevada heterogeneidade das manifestações 

clínicas que juntamente com o fato de não haver uma definição clara de sua 

etiologia, faz com que a busca de respostas fisiopatológicas não seja fácil e 

direta (Abbott, Dumesic et al. 2002). Por estes motivos, a revisão sistemática, 

aqui apresentada, realizou uma seleção criteriosa e específica de estudos que 

relataram duas das características reprodutivas mais prevalentes em mulheres 

com PCOS: alterações na morfologia ovariana e na circulação dos níveis dos 

hormônios sexuais.  

 Algumas revisões sobre modelos animais de PCOS foram publicados 

anteriormente, e foram capazes de evidenciar diferentes características em 
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espécies de animais, utilizadas para recriar um quadro similar a PCOS (Shi and 

Vine 2012, van Houten, Kramer et al. 2012, Walters, Allan et al. 2012, 

Padmanabhan and Veiga-Lopez 2013, van Houten and Visser 2014, Walters 

2016). No entanto, esta é a primeira revisão sistemática capaz de sumarizar uma 

lista completa de modelos animais que utilizaram roedores e primatas não-

humanos, gerados por distintas intervenções. E ainda, ressaltando 

especificamente as duas principais alterações reprodutivas em mulheres com 

PCOS: hiperandrogenismo e ovários policísticos.  

 Nesta revisão foram incluídos 39 estudos que utilizaram diferentes 

procedimentos para induzir um modelo similar a PCOS capaz de produzir 

anormalidades ovarianas e elevação de androgênios. Estes estudos foram 

estratificados em três classes: estudos que utilizaram androgênios exógenos 

como intervenção (Knudsen, Costoff et al. 1975, Ota, Fukushima et al. 1983, 

Billiar, Richardson et al. 1985, Familiari, Toscano et al. 1985, Faiman, Reyes et 

al. 1988, Abbott, Dumesic et al. 1998, Misugi, Ozaki et al. 2006, Mannerås, 

Cajander et al. 2007, Wu, Li et al. 2010, Tang, Cao et al. 2012, Tyndall, Broyde 

et al. 2012, van Houten, Kramer et al. 2012, Zhai, Wu et al. 2012, Yan, Dai et al. 

2013, Caldwell, Middleton et al. 2014, McGee, Bishop et al. 2014, Marcondes, 

Carvalho et al. 2015, Ongaro, Salvetti et al. 2015, Paixão, Velez et al. 2016); 

estrogênios e disruptores endócrinos (Hemmings, Farookhi et al. 1983, 

Schulster, Farookhi et al. 1984, Brawer, Munoz et al. 1986, McCarthy and Brawer 

1990, Quandt and Hutz 1993, Fernández, Bourguignon et al. 2010, Zangeneh, 

Abdollahi et al. 2011, Cruz, Barra et al. 2012, Marcondes, Carvalho et al. 2015); 

e outras intervenções (Ota, Fukushima et al. 1987, Baldissera, Motta et al. 1991, 

Risma, Hirshfield et al. 1997, Lagace and Nachtigal 2003, Kafali, Iriadam et al. 
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2004, Devin, Johnson et al. 2007, Bernuci, Szawka et al. 2008, Shi, Dyck et al. 

2009, Radavelli-Bagatini, Blair et al. 2011, Park and Choi 2012, Li, Chen et al. 

2017). De modo geral, foram identificadas amplas diferenças entre os estudos, 

com relação à intervenção hormonal, espécie animal utilizada e idade dos 

animais durante os períodos experimentais. A maioria deles evidenciou 

alterações na morfologia ovariana, principalmente no aumento de folículos 

antrais e císticos acompanhado por diminuição na quantidade de corpos lúteos.  

No entanto, com relação ao desequilíbrio de hormônios sexuais, enquanto um 

quadro de hiperandrogenismo pôde ser induzido pela utilização de androgênios 

exógenos e também por outras drogas como agentes estimulatórios, os estudos 

que utilizaram drogas com efeitos estrogênicos, não observaram alterações 

deste esteróide sexual ou não mensuraram os níveis de androgênios. Por esta 

razão, intervenções hormonais que utilizaram androgênios exógenos parecem 

provocar características mais consistentes, semelhantes ao fenótipo de PCOS 

em animais, como previamente sugerido por Abbott et al.(Abbott, Dumesic et al. 

2002). 

 Dentre os estudos que foram capazes de gerar um quadro de 

hiperandrogenismo, a exposição pré-natal a androgênios de primatas não-

humanos foi o modelo animal mais apropriado por exibir tanto as características 

metabólicas quanto as alterações reprodutivas encontradas em PCOS (Abbott, 

Tarantal et al. 2009, Padmanabhan, Veiga-Lopez et al. 2010). No entanto, este 

modelo é custoso economicamente e não possui adaptação fácil a manipulação 

genética. Em contrapartida, os modelos animais que utilizam roedores se 

tornaram uma ferramenta versátil para a investigação de mecanismos biológicos 

associado ao desenvolvimento de PCOS. Dentre as vantagens de utilizar 
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roedores está o fato deles terem sua genética amplamente conhecida; além 

disso, são fáceis de serem manuseados; possuem uma curta vida reprodutiva e 

um ciclo estral curto. Estes fatos fazem com que os roedores sejam um modelo 

adequado para a maioria das investigações experimentais. No entanto, há 

alguns aspectos que limitam o uso de roedores na pesquisa e estes devem ser 

considerados também. Primeiramente, roedores são poliovulatórios, enquanto a 

mulher é monovulatória. Isto sugere que apesar da presença de similaridades no 

eixo hipotálamo-hipófise-ovários, o processo de seleção folicular dependente de 

FSH difere entre humanos e roedores (Maliqueo, Benrick et al. 2014, Franks 

2015). Secundariamente, apesar dos estágios iniciais do crescimento folicular 

(do estágio primordial ao pré-antral) ser aparentemente comparável entre 

humanos e roedores, diferenças na estimulação sobre o crescimento folicular 

intra-ovariano não devem ser descartadas (Collado-Fernandez, Picton et al. 

2012). Finalmente, existem diferenças marcantes no período em que é iniciado 

o desenvolvimento folicular entre mulheres e roedores. Enquanto o reservatório 

de folículos primordiais e a inicialização do crescimento folicular são 

intensificados durante o estágio tardio do desenvolvimento fetal em humanos, 

estes processos ocorrem somente na fase inicial do período pós-natal em 

roedores (Skinner 2005). Por estes motivos, os resultados obtidos de pesquisa 

em ratos e camundongos não podem ser traduzidos diretamente para mulheres. 

 Com relação aos desfechos reprodutivos gerados em cada modelo animal 

de PCOS, é interessante observar que estes dependem diretamente do período 

e idade em que a intervenção com androgênios é iniciada (Pasquali, Stener-

Victorin et al. 2011). Tanto o tratamento com androgênios no período pós-natal 

quanto a administração de DHT durante o período pré-puberal desencadeiam o 
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desenvolvimento de folículos com características císticas. No entanto, a 

exposição pós-natal a DHT resulta em reprogramação do eixo hipotálamo-

hipófise-ovários (Roland and Moenter 2011). Por isso, comparações entre 

modelos sob intervenções distintas pode ser útil para definir o momento do 

surgimento de fenótipos reprodutivos semelhantes a PCOS. Um exemplo é o 

estudo de Ota et al. (Ota, Fukushima et al. 1983), em que um tratamento 

realizado com uma dose única de propionato de testosterona, em ratas com 5 

dias de vida, foi capaz de gerar inúmeras características reprodutivas 

semelhantes a PCOS, como cistos, anovulação e desequilíbrio hormonal de 

gonadotrofinas e esteróides sexuais. Estes desfechos reprodutivos perduraram 

ainda 200 dias de observação experimental. Estes resultados sugerem que a 

indução com androgênios pode estar promovendo indiretamente uma elevação 

patológica de FSH (Ota, Fukushima et al. 1983) que bloqueia a ovulação e a 

formação de cistos ovarianos.  

 Estrogênios e drogas com efeitos estrogênicos tem sido utilizado na 

indução de características semelhantes a PCOS em animais experimentais (van 

Houten and Visser 2014). Este tipo de intervenção promove a permanência na 

fase estro, do ciclo estral, e a formação de folículos císticos, com características 

morfológicas semelhantes as observadas em mulheres PCOS. Porém, poucos 

estudos com este tipo de tratamento tem demonstrado altos níveis de 

androgênios circulantes. Somente um estudo em que ratas em idade neonatal 

foram submetidas a tratamento com bisfenol-A (Fernández, Bourguignon et al. 

2010) (BPA - disruptor endócrino), foi observada altas concentrações de 

testosterona com presença de numerosos cistos ovarianos e folículos atrésicos 

que perduraram até períodos tardios da vida reprodutiva. Possivelmente, a 
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exposição aguda a estrogênio possa desencadear alterações na atividade 

enzimática folicular e subsequentemente a supressão de produção de 

androgênios pelas células da teca. Bisfenol-A é um potente agonista do 

estrogênio, atuando em grau diferente em cada tecido que possua receptores 

para estrogênio (Wetherill, Akingbemi et al. 2007). Isto sugere que BPA possa 

ter uma influência menos acentuada na regulação negativa do eixo hipotálamo-

hipófise-ovários e, consequentemente, permitiria uma secreção elevada de 

androgênios pelos ovários. Por não promover alterações consistentes nos níveis 

de androgênios, a intervenção por indução com estrogênios pode não ser ideal 

para a geração de modelos que tenham desfechos reprodutivos semelhantes a 

PCOS.  

 Diferentes intervenções daquelas que utilizam indução hormonal como 

tratamento também já foram escolhas para recriar as alterações reprodutivas 

similares a PCOS. Exemplos destas intervenções são: estresse causado por 

exposição ao frio extremo, que puderam produzir marcantes mudanças na 

morfologia ovariana por ativação direta e intensa do nervo simpático que inerva 

os ovários (Bernuci, Szawka et al. 2008). Tal ativação produzida por estresse 

advindo do frio extremo possivelmente é mediada por um mecanismo regulador 

constituinte do eixo hipotálamo-hipófise-ovários através do locus coeruleus 

(Bernuci, Szawka et al. 2008). Adicionalmente a outras intervenções, também há 

a exposição contínua à luz, que é capaz de gerar alterações no ciclo estral como 

a presença de um estro contínuo e de cistos ovarianos, por alteração no ciclo 

circadiano (Baldissera, Motta et al. 1991).  

 Outra intervenção capaz de reproduzir um quadro de hiperandrogenismo 

e cistos ovarianos foi a utilização de Letrozole, um inibidor da enzima aromatase 
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(Kafali, Iriadam et al. 2004). A elevação de androgênios neste modelo pode ser 

explicada pela inibição da conversão do androgênio à estrogênio, que estaria 

promovendo uma alteração no eixo hipotálamo-hipófise-ovários com 

consequente elevação de LH. Da mesma forma, através do mesmo mecanismo, 

um modelo de camundongo transgênico pôde gerar com sucesso as 

anormalidades reprodutivas esperadas por recombinação do gene de LHβ com 

a subunidade β do hCG (Risma, Hirshfield et al. 1997). Esta recombinação foi 

capaz de promover uma elevação crônica de LH juntamente com um aumento 

nos níveis de testosterona e estrogênio e também a formação de cistos.  

 Pelo fato dos modelos de roedores modificados geneticamente terem 

atendido a todos os fenótipo reprodutivo esperado de PCOS, a utilização de 

animais geneticamente modificados pode ser uma ferramenta útil para 

identificação de potenciais mecanismos fisiopatológicos relacionados com as 

alterações reprodutivas e aspectos endócrinos destes animais. Este fato poderia 

facilitar o entendimento de importantes aspectos clínicos e também aproximar a 

etiologia da PCOS em humanos.  
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6. Conclusão 

 

O modelo experimental estudado sob estimulação aguda de eCG e DHEA 

foi capaz de revelar um aumento no crescimento e no número de folículos 

pequenos e antrais iniciais. Com isso, este modelo animal se mostrou uma 

ferramenta útil com potencial para estudar os mecanismos relacionados ao 

desenvolvimento folicular capazes de gerar alterações tardias na vida 

reprodutiva, semelhantes a encontradas em PCOS. 

Ainda, a revisão sistemática realizada pôde sumarizar os estudos com 

modelos animais de PCOS e estratificar em três classes de intervenções 

utilizadas: indução com androgênios, estrogênios e outras intervenções. A 

intervenção com tratamento com androgênios, tanto no período pré- ou pós-natal 

foi capaz de reproduzir características reprodutivas mais similares a encontradas 

em mulheres PCOS em primatas não-humanos e roedores, respectivamente. 

Esta revisão constatou que comparações entre as diferentes intervenções 

utilizadas nos modelos animais podem ser válidas para definir o momento 

específico em que os fenótipos reprodutivos semelhantes a PCOS surgem nos 

animais.  
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