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RESUMO SUMMARY

Objetivo: Obter informac6es da histologia e do desen-
volvimento dos foliculos ovarianos de ratas mantidas na
auséncia de luz. Material e Métodos: Foram utilizadas 10
ratas albinas, as quais foram divididas em dois grupos de
cinco animais: GRUPO | — ratas mantidas no ciclo claro/escuro
12/12h, por trés meses (Controle), e GRUPO Il — ratas
mantidas na auséncia de luz por trés meses. Resultados:
Nos animais do grupo Il foi observado, na regiéo cortical aos
ovarios, predominancia de corpos liteos e alguns foliculos
ovarianos em fase inicial de desenvolvimento, enquanto que
na regidao medular foram evidenciadas poucas células
intersticiais dispersas no estroma ovariano. Conclusdo: A
auséncia de luz pode acarretar um aumento do nivel de
melatonina circulante no sangue e conseqiientemente, parece
contribuir para a manutengao de corpos liteos e diminuir a
atividade de sintese de esteroides das células intersticiais
do ovario.
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Objective: This study had the objective of acquiring
information about the histology and development of ovarian
follicles of female rats kept in the absence of light. Material
and Methods: 10 albino female rats were used and divided
into two groups of five: GROUP | — Female rats kept in the
dark-light cycle 12/12 hours, for three months (Control), and
GROUP Il — female rats kept in the absence of light for three
months. Results: in the rats of group Il, a predominance of
corpus luteum and some ovarian follicles in the initial phase
of development was observed in the cortical area to the
ovaries, while few dispersed interstitial cells were evidenced
in the ovarian stroma, in the medullar area. Conclusion: The
absence of light can bring about an increase in the level of
melatonin in the blood and consequently, it can contribute to
the maintenance of corpus luteum and reduce the activity of
synthesis of steroids present in the interstitial cells of the
ovary.
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maturagdo dos folicul os ovarianos depende da
AI iberagéo de hormoni os gonadotroéficos (FSH e

L H) produzidos pel aadeno-hi pdfise (PAPK OFF
etal., 1967; PEDERSEN e PETERS, 1968). Entretanto,
vérios fatores podem alterar a fisiologia e histologia
ovariana em roedores. Dentre esses fatores, podemos
citar a melatonina, um horménio sintetizado pela
gléndulapineal (REITER, 1991; ALEANDRI etal., 1996).

A melatoninadesempenhanos mamiferos, além
de outras fungBes, um papel de substancia anti-
gonadotroéfica estando envolvida na regulacéo das
funcdes reprodutivas (REITER, 1991). Sabe-se que a
regulacdo da secrecdo de melatonina esta relacionada,
em roedores, com aintensidade e o tempo de exposi¢c&o
aluz (GAUER eMASON-PEVET, 1992; REITER, 2003).
Quanto maior o estimulo luminoso, menor asuasintese,
pois a exposicdo a luz inibe a atividade das fibras
simpéticas que inervam a pineal (FRITZ e SPEROFF,
1982).

Quando ratas sdo expostas aum estimulo lumi-
Noso continuo entram em estado de estro permanente,
sendo que este pode ser abolido injetando-se extratos
de pineal bovina (WURTMAN et al., 1963). Ao con-
trério, animais submetidos a curtos fotoperiodos apre-
sentam uma freqiiéncia estral reduzida e menor peso
gonadal (TAMARKIN et al., 1985). Deve ser mencio-
nado ainda que ratas mantidas na auséncia de luz
apresentam uma diminui¢do na incidéncia da fase de
estro e aumento da incidéncia da fase de metaestro
(SANTOS et al., 2003). Enquanto ratas pinealecto-
mizadas ou mantidas em iluminagdo continua, por
aproximadamente trés meses, desenvolvem ovarios
policisticos, por entrarem em estro permanente (PRATA
LIMAetal., 1995; BARACAT, et al., 2000).

Portanto, diante do exposto, e considerando que
aausénciadeluz estimulaasintese de melatonina, este
trabal ho teve como objetivo obter informacdes sobre a
histol ogia e o desenvolvimento dosfolicul os ovarianos
em ratas submetidas & auséncia de luz.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 10 ratas albinas (Rattus
norvegicusalbinus), dalinhagem Wistar com 40-50 dias
deidade, pesando aproximadamente 150g, procedentes
do Biotério do Departamento de Morfologiae Fisiologia
Animal, daUniversidade Federal Rural de Pernambuco.
Ap06s um periodo de adaptacéo de 10 dias, os animais
foram divididos em dois grupos: GRUPO | - Ratas
mantidas no ciclo 12h claro/12h escuro (controle) e

-I-he maturation of the ovarian folliclesdependson
the liberation of gonadotropic hormones (FSH
and LH) produced by the adenohypophysis
(PAPKOFF et al.,1967; PEDERSEN and PETERS, 1968).
However, several factors can alter the ovarian
physiology and histology in rodents. Among these
factors, we can mention the melatonin, a hormone that
is synthesized by the pineal gland (REITER, 1991,
ALEANDRI et al.,1996).

Themelatonin hasin themammals, besides other
functions, arole of anti-gonadotropic substance and is
involved in the regulation of reproductive functions
(REITER, 1991). It is known that the regul ation of the
melatonin secretionisrelated, in rodents, to theintensity
and the time of exposition to light (GAUER and
MASON-PEVET, 1992; REITER, 2003). Thelonger the
light stimulusis, the less its synthesis is, because the
exposition to light inhibits the activity of sympathetic
fibers that innervate the pineal gland (FRITZ and
SPEROFF, 1982).

When female rats are exposed to a continuous
light stimulus, they get into the state of permanent
estrus, which can be suppressed by the injection of
bovine pineal extracts (WURTMAN et al., 1963). On
the contrary, animals submitted to short photoperiods
present a reduced frequency of estrus and a lower
gonadal weight (TAMARKIN et al., 1985). It should
yet be mentioned that femal e rats kept in the absence of
light present a decrease in the incidence of the estrus
phase and increase in the metaestrus phase (SANTOS
et al., 2003) while pineal ectomized femalerats or those
kept under continuous illumination, for approximately
three months, develop polycystic ovaries, for getting
into permanent estrus (PRATA LIMA et al., 1995;
BARACAT, et al., 2000).

Therefore, in face of what is exposed, and
considering that the absence of light stimulates the
synthesis of melatonin, this work has the aim of
obtaining information about histology and the
development of ovarianfolliclesin femalerats submitted
to the absence of light.

MATERIAL AND METHODS

We used 10 albino femal e rats (Ratus nor vegicus
albinus), from the Wistar race with 40-50 days old,
weighing approximately 150 g, coming from the Vivarium
of the Department of Animal Morphology and
Physiology, at Universidade Federal Rural de
Pernambuco. After an adaptation period of 10 days, the
animasweredivided into two groups: GROUP| —Female
rats kept in the 12h light/12h dark cycle (control) and
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GRUPO |l - Ratas mantidas na auséncia de luz. Todos
0s animais permaneceram nestas condicdes por trés
meses.

Aofinal do experimento, todos osanimaisforam
submetidos aexame col pocitol 6gico para determinacdo
da fase do ciclo estral. Apds esses procedimentos as
ratas que se encontravam na fase de estro foram
anestesiadas para a retirada dos ovérios. Para isso
utilizou-se o hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (6,0 mg/kg) por viaintramuscular. Em seguida
foi realizada a abertura da cavidade abdominal desde o
pubis até o rebordo das costelas; retirando-se em
seguida os ovérios, os quais foram recortados
longitudinalmente e mergulhados imediatamente em
liquido de Boiiin, permanecendo no mesmo por 48 horas.
ApOsesseperiodo, o material foi desidratado em &l cool
etilico em concentragOes crescentes, diafanizado em dois
banhos de xilol, impregnados (dois banhos) eincluidos
em paraplast, seguindo a metodologia de RIEDER e
SCHMIDT (1987). Os blocos obtidos foram cortados
em micrétomo gjustado para 5mm. Os cortes foram
corados por H.E. e analisados através da microscopia
de luz. Para a eutanésia dos animais utilizou-se o
aprofundamento da anestesia.

Auséncia de Luz foi obtida utilizando-se uma
salade, aproximadamente, 3 m? totalmente escura, sendo
aunicafontedeluminosidade umalémpadamarcaPhilips
(lustre color E27), vermelha, de 15w, aqual so eraacesa
no momento dalimpezadas gaiolas, onde osanimaisdo
grupo Il permaneceram durante o experimento.

RESULTADOS

Os resultados mostraram que nas fémeas do
grupo |, os ovérios apresentaram-se revestidos por
epitélio simples cubico, repousando sobre a albuginea
ovariana, com aregido cortical emedular bem definidas.
Na regido cortical foram observados varios foliculos
ovarianos em diversos estégios de desenvolvimento,
com predominanciadosfoliculosterciarios (Figural),
além de alguns corpos|Gteos. A regi& medul ar mostrou-
se constituida por tecido conjuntivo, ricamente
vascularizado, com vérios fibroblastos, uma fina rede
de fibras colagenas, além de numerosas células
intersticiais com citoplasmaclaro, indicando atividade
de sintese de esterdides, as quais em algumas éreas
estdo agrupadas formando as glandulas intersticiais
(Figura 2). Foi observado ainda a presenca de células
do hilo, com citoplasmagranular e aciddfilo, localizadas
préximas aos vasos sangiiineos (Figura 3).

GROUPII —Femaleratskept in the absence of light. All
the animals stayed under those conditions for three
months.

At the end of the experiment, all of the animals
were submitted to a cervicovaginal cytology to
determine the phase of the estrus cycle. After those
procedures, the female rats that were in the phase of
estrus were anesthetized in order to have their ovaries
taken out. For that, Ketaminhydrochlorid (80 mg/kg) and
xylazine (6.0 mg/kg) were used by intramuscular means.
Then, the opening of the abdominal cavity was done,
from the pubis to the edge of theribs, in order to take
out the ovaries, which were longitudinally cut and
immediately immersed in Bodinliquid, staying therefor
48 hours. After this period, the material was dehydrated
in ethyl alcohol in increasing concentrations, cleared
with two xylol showers impregnated and included in
paraplast, following the methodology of RIEDER and
SHMIDT (1987). The blocks obtained were cut in a
microtome which was adjusted for 5um. The cutswere
colored by H.E. and analyzed through light microscopy.
For the euthanasia of the animals, the anesthesia
deepening was used.

Absence of light: it was obtained using a room
of approximately 3m? totally dark and having asitsonly
light sourcealight bulb of the brand Philips (luster color
E27) red, of 15w, whichwasonly lit at the moment of the
cleaning of cages, wherethe animalsof group |1 stayed
during the experiment.

RESULTS

The results showed that in the female rats of
group |, the ovaries were covered with simple cubic
epithelial tissue, resting over the ovarian albuginea, with
cortical and well-defined medullar regions. Inthe cortical
region, many ovarian follicles in various stages of
development we observed, with predominance of the
tertiary follicles (Figurel), besides some corpus luteum.
The medullar region was constituted by connective
tissue, richly vascularized, with many fibroblasts, athin
web of collagen fibers, besides several interstitial cells
with clear cytoplasm, indicating activity of synthesis of
steroids, which in some areas are grouped forming the
interstitial glands (Figure 2). We also observed
the presence of hilum cells, with granular and
acidophilic cytoplasm, located next to the blood vessels
(Figure3).
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Figura 1 - Fotomicrografia mostrando regiao
cortical do ovario de rata pertencente ao grupo |
(fase de estro). Notar foliculos terciarios (F) H.E.
+ 690 X.

Figure 1 — Photomicrography showing cortical region
of the ovary of the female rat pertaining to group | (estrus
phase). Notice tertiary follicles (F) H.E. £690 X.

Figura 2 - Fotomicrografia mostrando regiao
medular do ovario de rata pertencente ao grupo |
(fase de estro). Notar grande quantidade de
células intersticias (seta), as vezes formando
glandulas intersticiais (GI) H.E. £ 1700 X.

Figure 2 — Photomicrography showing medullar region
of the ovary of the female rat pertaining to group | (estrus
phase). Notice the great amount of interstitial cells
(arrow), sometimes forming interstitial glands (GI) H.E.
+1700 X.

Figura 3 - Fotomicrografia mostrando regiao
medular do ovario de rata pertencente ao grupo |
(fase de estro). Notar a presencga de células do
hilo agrupadas (CH), com citoplasma granular e
bastante eosindfilo. H.E. + 1700 X.

Figure 3 — Photomicrography showing medullar region
of the ovary of the female rat pertaining to group | (estrus
phase). Notice the presence of hilum cells grouped (CH),
with granular cytoplasm and a lot of eosinophils. H.E.
+1700 X
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Nas fémeas do grupo |1, os ovarios mostraram-
se também revestidos por epitélio simples cubico,
estando apoiado natunicaalbuginea. Asregides cortica
e medular apresentaram-se bem definidas. Na regi&o
cortical, observou-se a predominancia de grande
quantidade de corpos luteos e alguns foliculos
ovarianos em fase inicial de desenvolvimento (Figura
4). Foi observada uma reducéo de foliculos terciarios
guando comparado ao grupo |. A regido medular
mostrou-se constituida por tecido conjuntivo frouxo,
comvariosfibroblastos, poucascélulasintersticiais, as
guais encontram-se dispersas no estroma ovariano,
indicando pouca atividade estrogénica (Figura 5). Foi
observado ainda, algumas célulasdo hilo (Figura6).

R bras ci Saude 10(3):269-276, 2006

In the female rats of group I, the ovaries were
also covered with simple cubic epithelium, supported
on the tunica albuginea. The cortical and medullar
regions were well-defined. In the cortical region, there
was a predominance of agreat amount of corpusluteum
and some ovarian follicles in the initial phase of
development (Figure 4). A reduction of tertiary follicles
was observed, when compared to group | . The medullar
region was constituted by |oose connectivetissue, with
many fibroblasts, afew interstitial cells, which are sparse
inthe ovarian stroma, indication low estrogenic activity
(Figureb). It wasobserved, yet, somehilum cells(Figure
6).

Figura 4 - Fotomicrografia mostrando regiéo
cortical do ovario de rata pertencente ao grupo |l
(fase de estro). Notar grande quantidade de
corpos lateos (CL) H.E. + 170 X.

Figure 4 — Photomicrography showing cortical region
of the ovary of the female rat pertaining to group Il
(estrus phase). Notice great amount of corpus luteum
(CL) H.E. £170 X.

Figura 5 - Fotomicrografia mostrando regiéo
medular do ovario de rata pertencente ao grupo Il
(fase de estro). Notar células intersticiais (seta)
dispersas no estroma ovariano. H.E. 1700 X.

Figure 5 — Photomicrography showing medullar region
of the ovary of the female rat pertaining to group Il

(estrus phase). Notice sparse interstitial cells (arrow)
in the ovarian stroma. H.E. £1700 X.
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DISCUSSAO

Segundo LONG e EVANS(1922), duranteociclo
estral da rata, trés ou mais geracdes de corpo |Uteo
podem estar presentes no ovario provenientes dos
véarios ciclos ovulatérios destes animais.

BOLING (1942); LONGeEVANS(1922) eSMITH
etal. (1975) relatam que aformacdo do corpo | iteo ocorre
no estro, alcancando sua méxima dimens&o no diestro,
sendo mantido até o metaestro do ciclo seguinte. No
diestro do préximo ciclo, o corpo liteo regride
bruscamente devido aausénciado suporte luteotréfico.
Comisso, asecregdo de progesteronadeclinadurante o
diestro e uma nova ovulagdo ocorre posteriormente.
Assim, afase luteal em ratas é atipica, umavez que o
corpo | (iteo de ratas que ndo acasal aram secretam baixos
niveis de progesterona por somente um a dois dias.
Isto serve como base para o curto ciclo dos roedores.

Segundo pesquisas realizadas por BARATTA e
TAMANINI (1992) e DUROTOYE et al. (1997), em
ovinos, a melatonina, através de mecanismos de acéo
diferentes ao da gonadotrofina coriénica (HCG) e do
horménio luteinizante (LH), pode agir diretamente no
corpo liteo estimulando as células da granulosa a
aumentarem a producéo de progesterona. Isto ocorre
devido a uma atividade sinergética entre melatonina e
horménio luteinizante, bem como da habilidade das
células da granulosa para secretar progesterona
dependendo do seu grau de diferenciacgo.

A andlise morfoldgica dos ovérios das fémeas
do grupo Il mostrou uma predominancia de corpos
IUteos e uma acentuada diminuicdo das células
intersticials. Essefato pode estar relacionado apresenca
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Figura 6 - Fotomicrografia mostrando regiao
medular do ovario de rata pertencente ao grupo |
(controle, fase de estro). Notar a presenca de
células do hilo (CH), préximas aos vasos
sanglineos. H.E. + 1700 X.

Figure 6 — Photomicrography showing medullar region
of the ovary of the female rat pertaining to group | (control,

estrus phase). Notice the presence of hilum cells (CH)
next to the blood vessels. H.E. £1700 X

DISCUSSION

According to LONG and EVANS (1922), during
the estrus cycle of the female rat, three or more
generations of corpus luteum may be present in the
ovary, proceeding from many ovulation cycles of these
animals.

BLING (1942); LONG and EVANS (1922) and
SMITH et al., (1975), report that the formation of the
corpusluteum occursin the estrus, reaching its maximum
dimension in the diestrus, maintaining it until the
metaestrus of thefollowing cycle. Inthe diestrus of the
following cycle, the corpus|uteum recedes abruptly due
tothelack of luteotrophic support. So, the progesterone
secretion decreases during the diestrus and a new
ovulation occurs subsequently. This way, the lutheal
phasein femaleratsisatypical, oncethe corpusluteum
of femal eratsthat have not mated secretelow levels of
progesterone for only one or two days. Thisworksasa
base for the short cycle of the rodents.

According to researches done by BARATTA
and TAMANINI (1992) and DUROTOYE et al. (1997) in
ovine animals, the melatonin, through action
mechanisms which are different from those of the
chorionic gonadotrophin (HCG) and Luteinizing
hormone (LH), can work directly in the corpus luteum
stimulating the granulosa cells to increase the
production of progesterone. That happens due to a
synergic activity between themelatonin and L uteinizing
Hormone, aswell asto the ability of the granulose cells
to secrete progesterone depending on its degree of
differentiation.

The morphological analysisof the ovaries of the
femaleratsof group |1 showed apredominance of corpus
[uteum and accentuated diminution of interstitial cells.

Rbras ci Satde 10(3):269-276, 2006
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prolongada da melatonina, o que pode ter contribuido
para a manutencdo desses corpos lUteos, os quais
provavel mente foram formados em ciclos anteriores.

BARACAT et al. (2000) em seus experimentos
mostraram que ratas pineal ectomizadas ou submetidas
ailuminagado continuaapresentaram ausénciade corpos
[Gteos e um grande nimero de cistos envolvidos pela
tecainternaecéulasintersticiais. Enquanto osanimais
tratados com melatonina exibiram caracteristicas
contrérias, semelhantes as observadas nas fémeas do
grupo Il do presente estudo.

Com relagdo a diminuicdo das células intersti-
ciais, pode ser explicado pelo fato de ter havido uma
diminuic&o do estrégeno circulante em decorrénciada
presenca prolongada da melatonina, pois, segundo
OZAKI et al. (1978), a ooforectomia em ratas eleva a
concentracdo de melatonina no plasma, sendo este
efeito suprimido pelaadministracdo de estrogénio.

Portanto, a auséncia de luz pode, consequien-
temente, acarretar um aumento do nivel de melatonina
circulante no sangue. Isto, de algumaforma, contribuiu
paraamanutencgo de corpos|Uteos, bem como ainibicéo
da atividade de sintese de esterdides pelas células
intersticiais, levando assim auma provavel diminuicéo
dos niveis de estrégeno. Este modelo bioldgico deve
ser, anosso ver, melhor explorado, com o intuito de se
estudar a génese dos ovarios policisticos, pois ao que
parece, a melatoninateria a propriedade de bloquear a
maturacéo dos foliculos ovarianos.
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