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INTRODUGAO

Admite-se que a blosintese dos esteroides com a-
tividade Lormonal, no interiordo ovario, se efetue através
da agao de oxi-redutases. Dentre estas destacamn -se a 3-3-ol-
desidrogenase, 17- w-hidroxilase, 17-3-hidroxilase, 16 - @ -
hidroxilase, 1l7-desidrogenase,; 20- e-hidroxisterdide-desidro
senase (RYAN, 1962; SHMITH & RYAN, 1961, 1962; WIEST & col. ,
1964 ; SAVAED & col., 1965; ARMSTRONG, 1966; HELLIG & SAVARD,
1966, SHOLT, 1967).

SAVARD & col. {1965) acreditam que estas enzimas
ocorram em t8das as gldndulas produtoras de esterdides; as-
sim, ao nivel do corpo luteo e outras glédndulas produtoras d
esterdides, tais come a adrenal,; a glidndulas interst¢icial do
testiculo e a placenta, haveria hidroxilagao da cadeia late-

ral do colesterol, em posicao 20 e 22, através da agaoc dash



droxilases. Ocorreria, a seguir, clivagem da cadeia lateral
do esterdide formado pela hidroxilagaeo do colesterol, dando
cono composto final a pregnenoclons. A oxidagao da pregnenclo
ne pelo sistema enzimico & 5-3-P-hidroxisterdide desidrogena
se, coadjuvada pela acaoc de .4 4-2 ~5-isomcrase, daria  como
produte final a progesterona.

Estas conclusdes formm tiradas de resultados ob-
tidos através de técnicas bioquimicas, cuja finalidade cra es
tabelecer uma seqlBncia de etapas dz esteroidogénese, compati
vel com a biosintese efetuada, normalmente, nos tecidos ovari -
anos. Algumas etepas forawm mesmo testadas, em fragmentos de
érgaos. No entanto, enzimas consideradas importantes nz este
roidoglnese, poucas vézes puderam ser demonstiradas no inte-
rior das células admitidas como aptes a efetuarem &sse proces
so de sintese.

Diversas tentativas foram feitas com a finzlida-
de de localizar oxi-redutases no interior das varias estrutu
ras do ovdrio. As investigacgoes com 8sse objetive foram rea-
lizadas através do emprégo de téenicas histoquimicas (MEYER
& col., 1947; DEANE & col., 1962; KERN-BONTKE, 1964; TAKI &
MORI, 1966) e através de técnicas bioquimicas associades =
técnicas histoquimicas (RUBIN & col., 1963).

A distribuigzo de oxi-redutases no interior do 9
vério, especialmente as desidrogenases dependentes de NADP,
foi estudada em ovdrios de ratas e coelhas, por OKANO(1963)
Tstes estudos mostraram maior concentragao dessas enzimas no
corpo ldteo gestacional e no tecido intersticial do ovario de
coelhas. Por outro lado, em animais nao gestantes, as desi-
drogenases dependentes de NADP e a 3-P-ol-desidrogenase estg

vam presentes, principalmente, na teca interna - folicular



(OKANO & col., 1966). Estes autores sugeriram que as enzimes
oxidativas situadas nas células da granulosa do foliculo o-
variano estavam relacionadas com o mctabolismo da glicose,
enquanto que as desidrogenases das células da teca interna a
tuariam na biosintese dos esterdides com atividade hormonal.
Por outro lado, MAHAJAN &SAMUELS (1963), RYAN & SHORT (1965)
@ RYAN & col. (1968) demonstraram, através de incubageo de
células da granulosa e células tecais, que alédm das tecais,
as células da granulosa também produzem hormdénios esterdi -
des,

BRANDAN & col. (1967), através de estudo histo-
quimico efetuado em ovdrios de coelhas, localizaram oxi-re-
dutases da gliicdlise e do cicle do dcido citrico, bem como a
3~§whidroxisteréide-desidrogenase, nas células _ proiuwlosas
dos foliculos; além disso, obitiveram eviddncias de gue, du-
rante a formagao do corpo liteo, as células luteinicas es-
tao aptas para a produgac de progestcrona, 8 horas apds a o
vulagao.

Estes resultados, nao obstante assinalarem algu
mgs enzimse oxidativas em estruturas ovarianas, apenas suge
rem interrelagac entre as enzimas evidenciadas e a esteroi-
dogénese, porém,nﬁo afastam a hipdtese de que outras oxi-re
dutases possam colaborar nésse processo de sintese,

Dentre as oxi-redutases, as catalases foram as-
sinaladas no ovdrio por HADLER & col. (1968a). No entento,
a correingzo entre as catalases e 08 sistemas enzimicos de
oxi-redugao, presentes no ovdrio, ainda naoc foi investigada.

As catalases sao encontradas em diversos teci -
dos animais, onde se apresentam com variacgoes cuanto ao nf-

vel de atividade. KRUGER (1928), demonstrou, trabalhsundo can



sangue de gatos, que a atividade cataldsica varia em relacao
&4 idade do animal, sendo mais intensa nos ardimais jovens,

A atividade catalésica varia nos diferentes 6r-
gaos de uma mesma espécie animal, independentemente de quan-~
tidade de sangue contido nos mesmos (BELKINA & col., 1927 ;
HADLER & col., 1967a). BELKINA & col. (1927) demonstraram,em
coelhos, que a intensidade dz atividade cateldsica apresenta
se ne seguinte ordem decrescen e: sangue, rim, bago, pulmzo,
coragao, cérebro ¢ misculo. A atividade cateldsice foi de -
monstrada, tembém, em células prostétices, por SCHIRMER &
col., (1%64).

A corticel de adrenzl de vdrios mamiferos (re*o,
cobaio, cao, gato, coelho) apresenta atividade cotaldsica,que
varia, em intensidade, com & espéeie animael, ne seguinte or-
dem decrescente: cobaio, czo, gato, coelho e rato; varig ain
da, com ¢ sexo, sendo meis intensa no masculino (HADLER &
col., 1966},

Topograficamente, o nivel de atividade cataldsi-
ca dz clrtex da adrenal do cobaio e do rato aumenta, progres
sivamente, desde a zona glomerular até as por¢oes maig pro-
fundas de zona reticulsr; a medular da sdrenal naoc demonstra
atividede cataldsica (HADLER & col., 1967b).

Com base no coeficiente de regresszo do nivel de
atividade cetaldsica, em fungzo do tempo de fixacfo de adre-
neis fixadas em solugso de formaline a 15%, a 49C, conseguiu
se determiner duas atividades certaldsicas diferentes, na cor
tical da adrenal; umc menos resistente 2 agno desncturente &
formalina, inztivada em 8 dias, e outra, mais resistente,que

se conserva ativa até o 6492 dia  (HADLER & col.,1967¢).



Ajesar de se conhecer relativamente bem, biogui-
micamente, as catalases, as quais sao facilmente isoladas e
cristalizadas a partir de diversos tecidos animais (figa-
do de boi, SUMNER & DOUNCE,1937; figado de cavalo, DOUNCE&
FRAMPTON, 1939; eritrécitos de boi, LAKOWSKI & SUMNER, 1941;
figado de carneiro e de boi, DOUNCE, 1942; figado humano e
rim de cavalo, BONNICHSEN, 1947a; eritrdcitos e figado de ca
valo, BONNICHSEN, 1247 b; eritrdécitos humanos, HERBERT &
PINSENT, 1948 a; tecidos vejetais, HERBERT & PINSENT, 1948b,
GALSTON & col., 1951), o seu papel nos fendmenos bioldgicos a
inda é motivo de discussao. Supoe-se que as catalases teriama
fungao de impedir o acdmulo de peréxido de hidrogénio nes te
cidos, formados per acgao de desidrogenases aerdbias (BELL &
col., 1963; GRAS, 1964; LAGUNA, 1967). No entanto, alguns re
sultados experimentals sugerem (ue as catalases poderiam de-
sempenhar ouiras fungdes.

HADLER & col. (1966, 1967 d) mostraram que o ni-
vel de atividade cataldsica da adrenal é influenciads: pelo
sexo do animal, pela idade e pela administragao de alguns
hormdnios, o que revela estar a biosintese destas enzimas,nes
ta gléndula, sob contrdle hormonal, especialmente hipofisd -
rio (HADLER & col., 1968 b). Bstes resultados sugerem que as
catalases, presentes na suprarrenal, estejam relacionadas oom
a atividade funcional desta gléndula, ou seja, com a atividg
de secretora especifica da cortical da adrenal.

A analogia quanto & origem embrioldgice (WITSHI,
1951) e quanto A& estrutura quimica dos produtos de secrecao,
dotados de atividade hormonal, entre a cortical da adrenal e
o ovério, sugeriu que termbém n€ste Ultimo drgac poders naver

correlagac entre as catrlnses e a atividade funcional do br-



g20. A Bsse respeito, HADLER & col. (1968 a), mostraram, em
ovirios de diversas espécies de mamiferos (rato, cobaio, coe
lho, porco e boi), z presengs da atividade cataldsica; mostra
ram, aldém disso, que em ovarios de ratas a atividade catald-
sica aumenta progressivamente com a idade, desde o 300 até o
902 dia, quento atinge niveis compardveis com os do snimal a
dulto. PEstes resultzdos revelam que a atividade catalasica é
mais elevada 2pdés a puberdade. N&ste mesmo trabalho foi veri
ficado, através da determinacao da atividade catalésica em
diversas estruturas do ovdrio, que essa atividade é maior nos
foliculos semi-maduros ¢o gue nos madurcs; O COrpo 1uteo a-
presenta atividade cataldsica maior que 08 foliculos. Estes
resultados sugerem que o nivel de atividade cataldsica, no o
vério, & mais elevada nas estruturas dotadas de malor ativi-
dzde funcional, as quais possuem capacidade de sintetizar ha
ménios esterdides.

De zcdrdo com o8 resultados assinalados, aventou
se a hipdtese de que a% catalases estariam correlacicnadas com
a atividade funcional, ou secretora do ovédrio. Assim como ou
tras enzimas oxi-redutoras, as catalases poderiam atuar, di-
reta ou indiretamente, na biosintese dos esterdides com ati-
vidade hormonal. Com o objetivo de testar esta hipdtese, pro
curou-se correlacionar a stividade cataldsica verificada nas
diferentes estruturas do ovdrio, com a presenga de substén -
cins pessiveis de demonstragdo topoquimica e que estao impli
cadas na biosintese dos esterdides do ovario. Dentre estas,
salienta-se o colesterol. Com o intuito de melhor verificar
essa correlagao, foram empregadas condigdes que influem #0-
bre o nivel da atividade cataldsica do ovério.

Além disso, com a finalidade de localizar a ati-



vidade catalésica nas diferentes estruturas do ovdrio, foi
empregada ume técnica topogquimica que, a 8sse respeito, ofe-
rece vantagens em relacgzo & técnica empregada em trabalho an

terior (HADLER & col., 1968 a).



MATERTAL ¥ WMETODOS

A~ YMATERIAL

Foram utilizados ovdrios de 70 ratas (Rattus

norvergicus, variedade Wistar), de 12 vacas (Bos taurus)ede

10 porcas (Susscrofa domesticus).

Os ovérios de rata foram retirados, apés a aneb
tesia do animal com éter, pesados e fixades. Os ovarios de
vaca e de porca foram colhidos;logo 2pds a sangria do smimal,
em matadouro, e conservados em gélo, durante o transporteFs
te material fol dissecado com a finalidade de isolar os cor
pos luteos, foliculos e estroma; cada estrutura isolads foi.
em seguida, pesada e fixada.

Como fixador utilizou-se solucgao de formalina a
15%, adicionada de 3 g% de cloreto de cdlcio anidro.

Do material proveniente de ratas, um dos ovari
foi fixado durante 24 h a 492C, lavado durante 1 hora, em d&-

gua corrente e triturado. Apds €sse preparo, foi determinada



a atividade cataldsica. O outro ovdrio, apds fixagio, foil
vado, desidratado e inclufdo em parafina, conforme técnia de
rotina e cortado em série. Outras vézes, o ovdrio foi cor'u-
do por congelagao, permitindo o cmprdgo de algumas técnica s
histoguimicas.

Em ovérios provenicentes de porcas e vacas, proce
deu-se da seguinte maneira: as estruturas isoladas {(corpo 1u
teo, foliculo e estroma) de ovdrios de porca e de vaca foram
divididos em 2 partes: uma delas foi pesada, fixade durant 2
24 horas, a 4¢C, depois lavada, durante 1 hora, om dgua cor-
rente, triturada e, em seguida, foi determinads sus ativida~
de cataldsica. A outra parte, foi conservada em fixador e

submetida a cortes de congelagac.

B- METODO

I- Determinacio da atividade cataldsica:

0.ovério total (ratas), ou as estruturas isola -
des {porcas e vacas), apds terem sido pesados, fixados e tri
turados, foram incubados em solucgao M de perdxido de hidrogg
nio, em pH 7,2, durante 60 minutos, a temperatura ambiente .
0 volume de oxigénio desprendido, medido manomdtricamente fa
relacionadocom o p&so do tecido fresco, sendo o resultado ex

3

presso em mm~ de oxigfnio/mg de tecido.
4 determinagao da atividade cataldsica foi efetu
ada nos seguintes grupos dc¢ animais: 12) lotes de ratas nor-

mais com 30, 60, 90 e 120 dias, contendo os loites L0 animais
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pars cada idade; 22) um lote de 5 ratas adultas hipofisecto-
mizadas, segundo técnica de SMITH (1930), sacrificadas 10
dias apds a operz¢ao e um lote contrdle de 5 animeis, nes
quais se efetuou operagao ficticia; 39) um lote de 10 ratas
com 60 dias de idade, injetadas, por via sub-cutfnez} com 3
doses de 20 U.I. de gonsdotrofina coridnica {(PMS)#* e sacrifi
cadas no 4% dia apds 2 12 injegao, 21ém de 10 animais contrd
le injetados com solugao isotdnica de NaCl: 49) corpos JRVES
teos, foliculos e estroma de ovdrios de vaca em gestacao (12
animais); 592) corpos lutcos, foliculos e estroma de ovari os
de porca cm gestagao e normal {10 animais).

A dosagem da atividade cataldsica, dos foliculos
dos ovérios de porca & de vaca, foi efetuadas apds o isolamen
to destas estruturas, as guais uma vez iscladas, foram clas-
sificadas em dois grupos: o primeiro englobava foliculos cu-
jo difmetro era menor que 5 mm (foliculos menos maduros) e o

outrv ‘ontinhe foliculos com difimetro maior que 5 mm.

II- Método histoldgico quantitativo: avaliagao das propoiides

de corpo luteo, foliculo estroma e difimetro mddio dos folicu
1los em ovdrio de ratas.

Cortes scriados Ade ovarics de ratas, com 8 u  de
es; "ssura, foram corados pels HE. A Zrea total do ovdrio,bem
como a correspondente aos foliculos ¢ ao corpo 1dteo, fore »
estimadas, apds roje¢ac das imagens microscépicas, ampliadas
45X, em uma tela e desenhadas em papel transperente. As 4r :as
desenhadas foram medidas com auxilio de planimetro. & s rea
corrcspondente ao estroma foil obtida por diferenca entre a 2
rea totzl e o resultadr da suoma das dreas dos foliculos, ou

dos foliculos mais as dos ccrpos ldteos, nos cortes em que fs

* PMS- hormdrio registrado sob a denominagac de “Maturon do

laboratdrio™Organon?
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tes estavam presentes.

A estimagao das dreas médias foi feita da seguin
te maneira: 19) dos cortes em série foram desprezzdos os 10
primeiros e os 10 ultimos; 2¢) dos cortes restantes as dreas
foram determinadas para 1 corte em cada 5, dando um total de,
aproximadamente, 15 cortes em que as medidas foram efetuadas;
39) as proporgoes médias foram estimadas através das médias
obtidas nos cortes medidos.

A avaliagao do difimetro médio dos Ffoliculos de o
véarios de ratas foi efetuada projetando-se os cortes em tela
com zumento de 134X. Foram medidos,por meioc de régua milime-
trada, o difimetro maior e ¢ menor de cada foliculo, nos gnis
o ovécito estava presente. Considerou-se como difmetro do fo
1iculo, a raiz quadrada do produto dos dois difimetros de ca-
da foliculo.

Essas medidas foram feitas em ovdrios de 5 ani-
mals para cada um dos 8 lotes cuja atividade cataldsica foi

determinada.

IITI-Méteodos topoguimicos

1- Denonstragao da presengs de lipides - Com a
finalidade de demonstrar lipides, nas diversas estruturas do
ovdrio, foi utilizada a coloracac pelo Sudan negro  (LISON,
1960).

2- Evidenciagao do colesterol e compostos afins-

a) coloracao pelo azul de toluidina, ou pela al-
deido-fucsina, segundo técnica de HADLER & col. (1965a;  b;
1968c). Oc cortes foram tratados por solugao de azul de to-
luidina, ou de aldeido-fucsina, em pH 0,5, apds oxidagao por

KMnC em meio acido,

4’
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b) Reagao de Liebermann-Burchardt,segundo SCHULTZ
(1924).

3- Tratamento pelo reativo de Schiff- Para a evi
denciagao de grupos redutores usou-se: tratamento pelo reati
ve de Schiff, durante 10 minutos, seguidos de 3 banhos em 80
lugao de bissulfito de sdédio, a 0,5% (3 minutos cada banho).

Em alguns casos ¢ reativo de Schiff foi utiliza-
do apds préviec tratamento por:

a) mistura em partes iguais de metanol-clorofdr-
mio, durante 24 horas, a 409C;

b) solugao de desoxicolato de sédio a 2%, duran-
te 24 horas, a 40°C;

c) solugao de desoxicolato de sddioc a 2%, duran-
te 24 horas a 409C, seguido por mistura de metanol-clorofdr-
mio, também durante 24 horas, a 409C.

4~ Reagao do PAS -~ Efetuada segundo MCMANNUS
(1946), modificada por HOTCHKISS (1348).

5- Evidenciacio de fon de Fe ' - Com a finalida
de de demonstrar a presencga de ion Fe''" usou-se a reagao do
azul da Prussia, segundec técnica modificada por HADLER & wl.
(1965c).

6- Demonstracac de catalases - Para evidenciar @
talases foi usada reagao estabelecida no Departamento de His
tologia e Cmbriologia do Instituto de Biologia da Universi-
dade de Campinas e préviamente testada em moddlos de papel
de filtro (HADLER & col. 1969). Com esta finalidade, cortesde
congelsgao foram tratados por solugao saturada de sulfato de
amdnio, durante 5 minutos e, em scguida, colocados em mistu
ra em partes igusis de solucao alecodlica a 1% de benzidina e

solugac aquosa de perdxido de hidrogénio a 80%, durante 2 a



-13~-

3 minutos. A catalase aparece como grénulos corados em azul.

Esta reacao revels, simult@neamente, catalase e ferro hémica
A distingao se faz através do aquecimento a 85¢C, durante 1

hora sendo a catalase termolgbil.

7~ Ferro h8mico - A demonstragao de ferro hdmico

foi efetuada pela mesma técnica anterior, porém, em = cortes

préviamente aguecidos a 852C, durante 1 hora. A comparagao dos
resultados obtidos em cortes nao tratados pelo aguecimento e

em cortes préviamente aquecidos, permitiu avaliar a reativi-

dade correspondente 4 catalase e ao ferro hémico,

IV- Impregnacao arglntica

A impregnagao arglntica foi feita com solugao de
argento~diamina, segundo técnica de RIO HORTEGA (1819), modi
ficada por HADLER (1962). Esta técnica consiste em merguha r
0S8 cortes em solugéo de composto de argento-diamina,; durante

8 segundos e, em seguida, reduzir em solugaoc de formalina a

3%.

V- Apresentacao dos resultados

A apresentagao dos resultados foi feita determi-
nando-se @ médias dos val8res obtidos e o desvio padrao das
mesmas. Nzo obstante, os dados numériceos foram sempre angli-
zados através de andlise de varifincia, estabelecendo-se 0,05

como nivel de significdncia.
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RESULTADOS

I- Variacac da atividade cataldsica do ovdrio da rata com a

idade do animal

Os ovdrios dos animais pertencentes aos diferen-
tes grupos etarios estudados apresentam diferencas quanto ac
nivel de atividade cataldsica. H4 aumento significativo des-

sa atividade a partir do 30¢ até 1202 dia ( Grdfico I e tabe

la 1).

IT-Atividade cataldsicag nas diferentes estruturas do ovario

0 nivel da atividade cataldsica, nas diferentes
estruturas do ovdrio, foi averiguado tanto em ratas guantoem

vacas e porcas.
Em ovdrio de ratas, devido a dificuldades téeni-
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cas - inerentes as dimensoes da gléndula, tentou - se
estabelecer a correlagao entre o nivel da atividade catalédsi
ca e ag diversas estruturas ovarianas, indiretamente. Com es
ta finalidade, cortes histoldégicos de ovdrios de ratas com
idades compreendidas entre 30 e 120 dias foram planimetrados,
permitindo, dessa maneira, o cdlculo da drea médias relativa
correspondente aos foliculos, ao estroma e aos corpos luteos
Para tanto, tomou-se como pardmetro das variagoes quantitati
vas das estruturas ovarianas a relagao entre a #Area da res-
pectiva estruturs e a drea total do ovario (ver gréfico IT e
tabela 2). Com isto, tentou-se diminuir o 8rro proveniente ®
gumento do volume total do ovario, gue ocorre com ¢ aument o
da idade.

A comparacao entre os valores das respectivas &-
reas, nas diferentes idades, e o nivel da atividede cataldsi
ca, nessas mesmas idades, permitiu correlacionar £sses dois
fatdres. Conforme revela o grafico II, hd auséncia de corre-
lagao entre o nivel da atividade cataldsica ¢ os valores da
relacgac F/AT. Hdsse mesmo grafico, os resultados referent es
acs corpos luteos forsm apresentados em conjunto com 0s do
estroma. Esta forma de apresentacac justifica-se pelo seguin
tes 12) os corpos liteos ocorrem sdmente a partir do 909 dis
22) funcionalmente, o tecido intersticisl do estroms ovarig-
no de rata(gléndula intersticial) se assemelhs 20S COrpo.s
liteos (PFEIFFER & HOOKER, 1942; RENNELS, 1951; CILASESSON
1954; DE GROODT LASSED, 1963; GURAYA & CREENWALD, 1964).

0s resultadoes do gréfico IT mostram que o aumen-
to do nivel da atividade cataldsicu é, aparentemente, parale
lo & relagac estroma/dres totsl, a partir do 45¢ dis de vidg,

sendo inversamente proporcional & relacao drea folicularAre
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total. Pstes resultados revelam que o nivel da atividade ca-~
taldsica, apds o 452 dia de vida, esta correlacicnado com o©
estroma e corpos luteos, sendo tanto mais elevado gquanto mgior
& a drea relativa correspondente a estas estruturas. Estes
resultados sugerem que as catalases ocorram, principalmente,
ne estroma e nos corpos liteos, apds o 452 dia de vida. No
302 diz de vida hd discrepfncia entre o nivel de atividadec
taldsica e a drea relativa do estroma do ovario, sugerindo ge
os foliculos, cuja drea vrelativa é elevada nesse idade, se-
jam responsaveis pela discrepfncia. Se assim fOsse, as cata-
lases ocorreriam também nos foliculos.

Com a finalidade de relacionar o nivel da ativi-
dade cataldsica do ovdrio com os foliculos, foi usado outro
método, uma vez gue ¢ anterior nao se mostrou adeguado.

Em ovédrios de rata, com idades compreecndidas en-
tre 30 e 90 dias, efetuou-se a medida do difimetro dos folicu
los, sendo oS mesmos clgssificados em 3 tipos, de acdrde com
o seu difimetro {ver grdfico III); o tipo I compreende folicu
los com difimetro atd 125 u; o tipo II com diBmetro entre 125
e 250 w e o tipo III com difimetro maior que 250 u. O difmetre
médio dos foliculos, estimado através desta técnica, foi cor
relacionado com o nivel da atividade cataldsica do ovario.
Conforme mostram o grafico IV e a2 tabela 3, o difimetro médio
dos foliculos aumenta até o 1202 dia, o que ocorre também cam
o nivel da atividade catalsasica. Estes resultados sugerem
correlacac entre ¢ grau de maturidade dos foliculos (difme -
tro) e o nivel ds atividade cataldsica do ovario.

No que se refere & relagac eutre o nivel da ati-
vidade cataldsica do ovdrio e os foliculos, os resultados ob
tidos pelos dois métodos sao aparentemente contraditdrios.Es
ta aparente contradicao pode ser explicada admitindo-se que
a atividade cataldsica do ovirio dependa, primordialmente,do

estroma e dos corpos luteos, Nestas circunsténcias, a corre-
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lagao entre ¢ nivel da atividade catalésica e os foliculos e
apresentaria mascarada pelc efeito predominante das duas ou-
tras estruturas. No entanto, nao pode ser afastada a hipdte-
se de gue a relacao entre o difimetro médic dos foliculos e o
nivel da atividade cataldsica seja apenas aparente, uma vesz
que ¢ difimetro médio folicular é maior nos animais com 90 e
120 dias, nos quais a proporgac de estroma—corpos luteos €
também maior.

Por outroc lade, comnsiderando-se que no grifico W
as duas linhas (atividade cataldsica e difmetrc médio dos fo
l1iculos) se cruzam, pode-se supor gue os foliculos jovens e-
xercam maior atividade, no que se refere a produgac de cata-
lases, que os foliculos de maiores  dimensdes.

Com o objetivo de esclarecer Estes pontos duvido
sos, foram utilizados ovdrios de porcas e vacas,

. Nessas duas espécies animais foi possivel deter-
minar o nivel da atividade cataldsica em foliculos, corpos i
teos e estroma, isolados (tabelas 4 e 5). Os resultados as—
sim obtidos revelam que a atividade cataldsica/mg de tecido,
nos foliculos, é menor nos de maiores dimensdes (difmetro mai
or que 5 mm) do que nos menores (difimetro menor que 5 mm),
mostrando que, a medida que o foliculc amadurece, diminui o
nivel da atividade cataldsica.

0 nivel da atividade cataldsica do corpo lutec e
do estroma é bem maior que o dos foliculos, conforme mostram
as tabelas 4 e 5. No corpo 1ldteo a atividade cataldsica atin
ge o nivel miximo, especialmente, no gestacional,

Em sintese, a relagao entre o nivel da atividade
cataldsica e as estruturas do ovdrio, nas espécies animais &

tudadas, é a seguinte: 12) ¢ mais elevada no corpo luteo prin
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cipalmente quando se apresenta = em intensa atividade funcio
nal (corpo ldteo gravidico). 22) atinge valores médios no cg
troma. 32) é mais baixo nos foliculos, principalmente quando
ocorre hipertrofia folicular, com acumulo de liquide (maturs

¢eo folicular).

III- Contrdlc hipofisfric do nivel da atividade cataldsice

do ovario

A- Agao da hipofisectomia - 0s ovérios de ratas submetidas &

hipofisectomia apresentam, no 102 dis apds a operagso, dimi-
nuigac acentuada do p8so, guando comparsdos com os de animeis
contrdles (tabela 6). A tabela 7 mostra que o nfvel da ativi-
dade cataldsica do ovdrio diminui significativemenbte nos ra-
tos hipofisectomizedos., Os dados contidos na tebela 8 sugerem
que a reduczo da atividade cataldsica decorra, principalmen
te, da grande diminuigao da drea correspondente aos corpos i
teos, uma vez que a relagao F/AT nao € influenciada pela hi-
pofisectomia ¢ a relagao E/AT aumenta, nessas condigdes. Cor
tes histoldgicos de ovdrios de ratas hipofisectomizadas, co-
rados pela HE, mostram atrofia do drgeo, com diminuigdo acen
tuada do tamanho dos foliculos, bem como atrofia quasi com -
pleta dos corpos luteos (ver fotos nfs 1 e 2). No estroma s
observa desaparecimento da glindula intersticial ¢ aumento
lativo do tecido conjuntivo. Nao obstante a redugao quase +n
tal dos corpos luteos e da gli&ndula intersticial, o ativida-
de cataldsica, nos ovdrios das ratas hipofiscctowizadas.npre
senta niveis correspondentes a, aproximadamente, mctade da
dos animais contr8les;ésscs niveis devem corresponder & ati-
vidade catalasice dos folicuivs, 03 cusis, apesar de peguencs,

estao presentes. Alids, os dados referentes 2 atividade ca-
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taldsica dos ovérios de ratas hipofisectomizadas sdo comparg
veis aos de anlmais normais com 30 dias de idade, cujo aspec
to histolégico € também semelhante.

Bstes resultados revelam que a hipofisectomia a-
tua 8dbre o nivel da atividade cataldsica do ovdrio, diminu-

indo-o.

B- Agao de hormdnios gonadotréficos coribnicos s8bre o nivel

da atividade catesldsica do ovdrio de ratas impiiberes. - Ra-

tas com 60 dias de idade, injetadas com 2 preparacio de hor-
mdnio gonadotréfico empregada, apresentam sumento de péso do
ovario, quando comparadas com animais contrdles(tabela 10).

0 ovdrio das ratas injetadas, histoldgicamente,z
presenta acentuada hipertrofia, com aumento do tamanho dos
foliculos, e grande desenvolvimento da glfindula intersticial,
guando comparados com ¢ de ratas contrfles. Além disso, no o-
vério das ratas injetadas com hormdnio gonadotrdfico sparecem
corpos lutecos {tabela 11).

0 nivel da atividade cataldsica, nos animais in-
jetados, mostra-se mais eleveado do que nos animails contrdles
(tabela 12).

Dc acdrdo com os dados da tabela 13, a elevagao
do nivel da atividade cataldsica nzo decorre de hipertrofia
folicular, ume vez que a relagao F/AT diminui nos animais in
jetedos, mas depende do apearecimento dos corpos ldteos e da
hipertrofia do estroma.

Os resultados obtidos confirmam a cgoo da hipéfi
se sdbre o nivel da atividade cataldsica do ovirio, revelan-
do, como era csperado, quec a agao dessa gléndula se efetue a

través des gonadotrofinas.
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IV- Reacoes topoguimicas

is reacdes topoguimicas foram efetuadrs com a fi
nalidade de localizar a atividade cataldsica nas diversas es
truturas ovarianas e, além disso, de tentar correlacionar es
sa atividade com processos metabdlicos varios.

Para evidenciar, topoquimicamente, a atividade ca
talasica foi necessdrio desenvolver uma reagao eficaz, jpor-
quanto, até agors nao havia sido preconizada uma técnica efi
ciente com &sse objetivo (LISON, 1960; PEARSE, 12961; BARKA,
1963). A referida reagao, gquando empregada em ovdrios de ra-
tas e porcasz, com menos de 24 h de fixacao e cortados por con
gelagﬁo, revela a presenga de atividade cataldsica na teca
interna e na camada granulosa dos foliculos, no corpo luteoe
na gléndula intersticial, no caso da rata. A rescaoc é mais
intensa nos corpos luteos que nas outras estruturas (fotos 3
e 4), sendo a intensidade mais elevada nos corpos luteos ges
tacionais. Por outro ladeo, a reagao & mais fraca nos folicu-
los semi-maduros gue nos jovens,

Isses resultados confirmam os cobtidos através da
dosagem da atividade cataldsica, em cortes ou em fragmento g
de ovario.

Nas mesmas estruturas . jue apresentam ativida de
cataldsica verifica-se a presenga de lipides, colesterol,fer
ro ionizével e ferro hmico. As reagdes topoguimicas utilizea
des para evidenciar as substancias acime referidas foram efe
tuadas em ovarios procedentes de ratas com idade de 60, 90 e
1¢7 dias, bem como procedentes de ratas impuberes injetadas
com hormdnic gonedotrdfico.

Verifica-sc =2 preszzsnga de meterial sudandfilo rns
0sa)
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tos 5 e 6) e na gléndula intersticial do ovdrio de ratas(fo-
tcs 7 e 8 e tabela 14). O material sudandfilo se spresentaem
malor quantidade nos animais de idade adulta, quando compai'a
dos com os mais jovens; aumenta nos injetados com  hormdnio
gonadotréfico, quando comparados com os contrdles. Eim ovarios
de porca e de vaca o material sudandéfilo é enconiraco na gra
nulosa e na teca interna dos folicules, e nos cornos luteos;
nos animals gestantes ha aumente da sudanofilia 03 corposlu
teos {fotos 9, 10, 11; tabela 15).

0 tratamento pelo reativo de Schiff wosira, em o
varios de rata, reatividade dos foliculos, corpos luteos eda
gldndula intersticial (tabela 14)}. A reatividade & mais in-
tensa na camada gramulosa e na gléndula intersticisl do que-
no corxpo luteo; néstes sao observadas células dispersas,com
reagao fortemente positiva (foto 12). Essa mesma tabela mos-
tra que nas estruturas ovarianas nzo hd diferencas aprecid -
veis de resultados nas diversas idades,; exceto a gléndula in-
tersticial que, nos animais adultos e nos injetados con hor-
mdnios gonadotrdficos, apresenta-se mais reativa. Im "~ ovd-
rios de porca e vaca o material Schiff positivo esta presen-—
te nos corpos luteos e nos foliculos (teca interna e granulg
sa). (tabela 15). Quando o reativo de Schiff é empregado a-
pds o tratamento com solugao de desoxicolato de sddio a 2%
hg forte diminuicgao da reatividade do corpo luteo e da cama-
da granulosa dos foliculos (tabela 16). O tratamento prévio
por mistura metanol-clorofdérmioc, em partes iguais, faz com
gue a reatividade ao reativo de Schiff seja menor do que qun
do o pré-tratamento é efetuado pelo desoxicolato de sodio.Cs
cortes tratados por desoxicolato de sdédio, seguido de metamp 1

clorofdrmio, apresentam reatividade ao reativo de Schiff com
pardvel & obtida quando o  tratamento € efetuado pe -
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la mistura metanol-clorofdérmio. Bstes resultados sugerem que
a reatividade ao r-ative de Schiff seja devida, principalmen
te, & presenca de lipides com propriedades redutoras,

A reagao do PAS mostra resultados semelhantes sos
t.dos com o emprdgo do reativo de Schiffx*(fotos 1., 14 el5e
As substincias gque, aparentemente, szo PAS'positivas, ng re=-
alidede szo Schiff positivas. Fazem excessfo algumes estrutu
ras do ovécito e depdsitos de material de c8r parde, situado
no tecido intersticial. Essas estruturas, sao PAS positivas.

0 colesterol, revelado atrovés de coloragao pela
cldeido fuesina, ou pelo azul de toluidina, zpds oxidog=n re
lo permanganato de potdssio, em meio dcido, e 2a reacac de
Schultz, ests presente nos foliculos (grunulosa e teca inter
nz) e nos corpos ldteos, bem como na gléndula intersticial do
ovédrio da rete (foto 16; tabela 18). Nesta espdcie, verifica
se reagac mais intense nos corpos 1dteos gue nas outras es-
truturas (fotos 17 e 18). Na teca interna as reacges sao in-
tensas nos animais de idade adulta bem como nos injetados com
hormdnios gonadotréfices (foto 19; tabela 18). Im ovirios de
vaca ¢ e porce gestantes e nao gestantes, as reacbes =230
intensas no corpo luteo (foto 20 e 21) e na teca interna dos
foliculos. No estroma apenas algumas células esparsas anrae -
sentam reagao fortemente positiva (foto 22; takela 15).

A reagao do azu) da Prissia, em ovdrios de rat-.
demonstra a presenga de ferro ionizavel distribuido velr 718n
dula intersticial e teca interna folicular (foto 23), em o-
vdrios de¢ vaca e de porca & encontrado na tece inteina [oli-
cular. No corpe liteo, tanto em ovdiios de rata comrn de ror-
ce e de vaca, O ferro lonizivel sc distribuil difercntemente,

de acBrdo com a fose de evolugac em gue &SSe GorpPo Se encon-

¥ Ver ilabelas 14.10H e l17.
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tra. Logo apds a ovulac¢ao, devido a hemorragia gque entao o-
corre, o ferro origindrio da hemoglobina aparece na porea
mais central do corpo luteo em formagac. No corpo 1ldteo jé
constituido, nas trés espécies animais estudadas, o ferro io
nizgvel se distribui diferentemente, de acdrdoc com o perio-
do de evolugao em que 8sse corpo se encontra. No pericdo de
estado o ferro se disple na porgao periférica do corpo 1d
teo, ou seja, nas células luteinicas mais periféricas; as
outras células luteinicas nac apresentam Fet++ demonstrivel
histoguimicamente. Quando o corpo ldtec entre em fase de in
volugao, o Fe ionizdvel se situa na porgao mais central do
corpo 1ldteo, onde szo mais numerosas as célules luteinica s
em degeneragao. Nos foliculos atrésicos o ferro cstd presen
te apenas = mrrgao mais central.

Obscrva-se ferro hémico cm células esparsas do
cstroma, que sc apresentam em pequenos grupos; além disso ,
também ocorre nas células da granulosa dos folfculos € no
corpe liuteo, onde se distribui esparsamente,mas cstd situa-
do no citoplasma das c¢élulas luteinicas. Deve ser anotado,
gue a julger 'pela intensidade da reagao, é peguena a quan-
tidade de ferro hémico nas estruturas citadas, ums vez que
reagem bem menos intensamente gque os gldébulos vermelhos. Mo
entanto, foi possivel verificar gue o corpe liteo gestacio-

nal reage mals intensamente que as outras cstruturas.

V- Células argentdfilas

Células argentéfilas ocorrem nos foliculos { te
cas), nos corpos lditecs ¢ nc estroma.
As c¢élulas argentdfilss da tea interns do ovirio

de vaca e porca apresentam corpoe alongsde, ou irrcgular,; com
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imimeros prolongamentos; Jiispoeffe maneira a formar um reti
culo continuo, distribuido no interior da teca (foto 24).No
corpo luteo, a morfologia das células argentdéfilas é seme
lhante & da teca interna, porém o reticulo & descontinuo e
as células argentdfilas encontram-se distribuidas en*e as
células luteinicas (fotos 25, 26 e 27). Esta  distribuicio
das células argentéfilas acompanha a distribuicao dos capi-
lares e varia com g fase de evolugao do corpo 1luteo. Assim,
nos corpos luteos recém formados, localizam-se junto aos ca
pilares e estao bem desenvolvidas nas porgdes centrais e
dai se prolongam para o interior do mesmo. Nas fases invo-
lutivas,; as células argentdfilas apresentam grande desenvel
vimento no interior do corpo luteo, sendo mais numerosas e
volumosas nas porgoes centrais. No corpo lutec em franca
regressao as células argentdéfilas apresentam-se triangula-
res, ou alongadas, com poucas e curtas ramificagles e  es-
tao localizadas, principalmente, na porcio mais central da
estrutura. A localizagao destas células coincide com a re-
giac onde é mais abundante o ferro ionigzdvel, demonstrado

histoguimicamente.
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TABELA 1

Variagio da atividade eataldsica de ovirios de ratos, em fup

¢do da idade, Os valores da tabela correspondem a média e seu respectivo

3

desvio padrao, expressos em mm -Ozﬁng de tecido, determinados em 10 ani-

mais diferentes para cada idade,

Idade do snimal
30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

286,6 = 18,8] 333,4 = 13,2| 484,8 = 21,9 | 542,7 & 22,3

TABELA 2

Relagdo F/AT e CL + B/AT doterminada em ovirios de ratas de
difercntes idades, Os valores da tabele corrcspondem 2 média de 5 ani-
rais para cada grupo etdrio,

Idade do animal
Felaclo 30 dias ! 45 dias{ 60 dias 90 dias 120 dias

CR/AT| 86,60 42,32 32,58 12,97 | 6,68

CL + E/AT] 13,31 58,72 67,42 87,05 93,32

F/AT = Relacdo drea dos folfculos/drea total do ovério

CL+E/0T = Relagdp r‘fme} de corpos liteos + dres de estroma/‘rea
total do ovario
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TABELA 3

. & o N
Didmetro médio, ernressos em w, dos.folfculos ovarianos de

ratas de diferentes idades (média de 5 animais),

Idade do animal
30 diag 60 diasg 90 dias 120 dias

10,8 166,0 606,0 740,40

TABELA 4

Atividade cataldsice de ovirio de vaca {folfculos,. corpos
litess e estroma, isolados) erpressa em rnm3 de Oz/mg de tecido, Os vaw
lores da tabela correspondem &g médias, com seu respective desvio pa-
drfo, resultante da determinagfo efetuada em 12 estruturas diferentes,

para cada caso,

, o,
Ovaric de vaes

# #»
~ Folfeulos com Foliculos com| Corpgs Yiteod
menoy cue 5 mm ¢r maior que ¥ mmj gravidicos

Estroma

Il
92,9 = 7,1 Yk 21,9 | 501,22 6,91 139,6 % 4,9

.
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TLBELA 5

g

] . - . \ - r
Ativiiade catalisica e ovirio de POTC . (folfculos, cCorI0s
ldteos e estroma, isoladog) expressa em mm3 de Oz/mg de terido Omernlores
* " - . w
.de. tebels corresgponden as méd:.as, com gelt resgpectivo desvio padrio,resul.

tente da determinagio efetuada em 10 estruturas diferentes para cadamso,

Ovario de Pores

Folfeulo Folficulo

’ Corpog ldteo .
Joven ma.duro Goxpo luteo grav? dieo Bstroma

1732 = 19,6 | 50,9 2 8,6 | 297,7 24,5 [1356,2 % 205,7] 193,6 =a1

TABELA 6

hoflo da nhipofisectomia - Péso médio de ovdrios de ratas hi-
pofisectomizadas e controles, Os valores da tabela correspomdem 25 mé-
digs, expressas em mg e seu respectivo desvio padrdo, resvltante d. dew
terminagio ofetunda em Sanimais para cade lote,

Ovario . de ratas

Hipofiscctomizadas Controles

+ +
7450 = 0,08 18,70 = 0,58
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IABELA 7

Agfo da hinofigectomie « Atividade cataldsica, expressa em
no Oz/hg de tecido, deterrinada em oviri~s de ratas hipofisectomizcdas
e contrdles, Os valores dz tabela corresponden s medias, com sen  rege

peciivo Cesvio padrfo, da determinacio efetuada em 5 animais para cada
lote,

Ovario de ratas
Hipofisectomizadas Controles

266,3 = 27,4, 513,3 = 21,8

TABELA 8

Agdo da hipofisectomia - Valores absolutos, expressos em
m®, da drea total do ovirio, dos folfculos e do estroma de rates hipow
fisectomizadas e contrGles, Os valores da tabela correspondem is médias,
com seu respectivo desvio padrfo, da determinacfic efetuada em 5 ani-
mals, para cada lote,

Ovirio. de ratos
Irea total | Tolfculos | Estroms  |Corpaslitecs

Hipofisectoma| 6541 = 812 | 647 2354 {5362 2707 | 532 2 og

t+

Contrdles (12105 = 781 | 1161 2 200 3502 2 204 [7350 & 340
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TABELA_ O

P T

holo da hipofisectomis - Valores da relacfio entre as sreas dos folfem~
1085 oorPoOs 115'beos§ eptroma en ares tota;ldaovério, , determinacdos em
ratas hipofisectomizadas e contrdles, Os valores da tabela correspon =

hd L N - . . .
denm o5 medias de determinaceo efetuadas em 5 animais para cada loue,

Ovério de rate.
F /AT CL/AT T /AT
Hipofisectomizadas 9,89 8,13 81,99
Consrdles 9,59 60,73 29,68

P - » r s
F/AT & Nelagdo drea dos folfculos/drea total do ovirio
: e + rd N ;o
CL/LT = elocho area dos corpos luteos/é*ea total do ovario
. - , ”, .
E/AT = Nelacio drea de estroma/drea total do ovéria

i

PLBELA 10

;o . . CI N P -~ :' -
info de hormdnios gonadoirdficos coridnicos - Péso médio de
L . PR SR | 1 ro N 1. na PR
ovariss de ravas injetadas com hormonics -onadotroficos corionicos e
. . L £
controles, Os volores da tabela correspondem as médins, expressos emn
n; e seu respectivo desvio padrio, resultante da determinacde efctuanda

cnn 5 animais nara cada lote,

Ovdrios de ratas

Hormdnio .
. Y Controles
Gonedotrofico U

+
29,40 = 0,20 8,01 = 0,07




iglo de hormonios gonadojrdficos coridnicos - Valores absoe-

lutos exoressos em mm

TABELA 11

2
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y da drea total do ovério, folfeulos, cornos 1itens

e estroma de ratas injetadas com hormdnios 0onadouroflcos 8 auntrole.os
velores de tabela corresponden as nddias, com seu respectitb desvic pa-

dﬁin, da -qetorminacio ofetuada em 5 animais- para dada loto.

Ovﬁrios de ratas

frea total| Folfeulos| BEstroms [Corpos liiwos
Hormonio . :
Gonadotrdfico| 16112 ~ 229014939 < 644 15047 2 1059] €131 2 856
m N + .
Contirole {6033 - 723 |3172 = 379 (2878 - %61 0

-~ - oo Fae .
hcBo de hormdnios gonadotréfiscs coridnicos -
. . . ¢
ta1531ca, erpressa em mm3 Ozﬁmg de.tecido, determinada cm ov8rlos de rg
'3 b e
tas hipofigectomizadas e coniroles, Os valores da tabela correspondemgs

médias, com seu respectivo desvio padrio, da determinacéio efetuada em 5

animaig para cada

TABELS

lote,

A2

rp

Ovario de rotas

Gonadotrdfico

47655 23,5

Contrdle

+

Atividade cg



TABELA

13
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Agdo de hormonios gonadotrdficos - Valores da relagao entre
e drea tota) e as reas dos folfcules, corpos.liteos e estroma, ﬂeuermj,
naflos em ratas hipofisectomlizadas e eontrdles Os valores da tabela cameg
ponden s médiasd determinagio efetuada em 5 animais para cada lote,

Ovirio de rata
i F/AT | CL/AT E/AT
Hormonio ' —
onadotrdfico | 30,65 | 38,05 31,30
Controle 52,58 0,00 47,42
P = fo1fenle CL = corpo lfiteo
AT= drea total . E = estrom
T4BELA 14

REAGOES TOPOQUIMICAS EM OVARIO TE RATA

SUDAN SCHULTZ SCHIFF PAS

FOL FOL FOL POL
Ldade SR R P B il

' E |CL E |oLy I .| Ejer E oL

1 TG | 1 1T +G ¢ : T {1 G F TG

60 ddagl Y1+ |+ +| +| + +] +| | ++
0 dlaglt |4d ] a4l +tf bt | 4] e fmpr] + [ 4+ | #] ) o+ | o e
o -
120 ddas) ]t | 4+] ] ] #3] bbb ] + |+ ]+ 1 | 2 i |t
&0 o1 hadll LS EUE IV EERSIREY IRSY [P RPN (VY [ o) R PR Y P

FOL = foliculo

T = tees = estrona

G = granulosa C L= corpo lfiteo




TABELA 15

REAGOES TOPOQUIMICAS EM OVARIOS IF PORCA E IE VAGA

Gestante N80 Gestante
) Reacdes -
Ovarios Topoquimicas FOL FOL )
CL 1E |CL
TG TG !
Rn O, + +4] + LR N A R
Azul de Tolifdine . .
Aldel%fﬁéoi + \i PRI b | b O R e
Ovdrio Schultg o + wh | b 3 G
de R
porea Sudan | | b [ | o | Ee
Schiff + | Ee T B
PAS | ++ b | & | e | |
KMn0, +
Aol de Toluidina | +1| * | ot + | -t
RO, +
Aldefdo-Pucsine [+ |+ PO Y P O
Ovdvio Schultz 4 S NS S I e
de
vaca Sudsen - S IS U G
Schiff +| + T
PAS + | ™ 4| 44| | - ++-
FOL = folfculo
T = teca B = egtroma
G = greauloss C L = corpo liteo

...34..
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TLBELIL

REAGOES TOPOQUAMICAS EM OVARIC IE PORCA
AQKO DO TELSOXICOLATO IE SODIO E METANOI-CLOROFCRMIO

sanipe | Desoxicolato |Metanol-Clorg Desox, sddio et ,
O oh e 8daio+Schiff£ormio+Schiff [elorofdrmet Schiff)
10 — A e A p—n T ————— p—
de FOL rOL | | FOL FOL
porea E ICL E |CL E [CL E |CL
T |G TG T} G TiG
gesten‘ta; + |44 on | A ..+.. L PR I ) : - : - E - : )
“ 3 -—
hap PR N U A D R PO O A S P O R +
TABE LA 17
TEAGOES TOPOOUIMICAS EM OVARIO DE PCRCA
AQEO DO TESGXICOTATO TE SODIO E METANOL-GLORCFCRMIO
PAS Desoxicolato | Metanol-Clemp 1'1950::..?5' dioHlet,
, de SSdio+ PAS | £irmio + PAS [doroform.+ PAS
Ovario s e
de | FOL FOL FOL FOL
porea E |C1L T iC L -l Z0L|—7—{ E |CL
T| G T |G b ¢ T |G
- + | PRI IR + 1 Wl ¥ I I +
geatante . - . " - | ™ BN S,
nao | ‘ + ! + O 2 S
restante s IR TRl BT B T B 0 T L ] -'-l = |
FOL = foliculo
T = tena = egtroma
= pranulosa ¢ L = corpo Liteo

._.35..
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TELGOES TOPOQUIMIC..S Y OVARIGS IE RATA

R0, + 0y, + 1
Ahzul de Toluidina (Aldefdo Fuesine
Idade FOL FOL
E {CLd—, E |cL
T |G 776G
&0 diag ¥ + + + | + e

a0 ddas| + + 4 le4k] & | + | + | det

120dias |+*+ | * |4 H[rer[4e] 4 a]s s

60%5&25 L B P IR I
FOL = folfculo E = estroma

T = teea CL = corpo liteo

G = gronulosa
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Foto 1 -- Ovario normal de ra“a de 120 dia (HE) X790,

o | " 4 e o ~
Foto 2 .- Cvdrio de rata de 120 dias (HE), ¥30. /cio
de hinofisectomia (102 dia da operacfo).itrofia des

4, Loy Fa
foliculos, corpos luteos e glandula intersticial,

B . L i) ] T TIT: i
Feito 3 -~ Ovario normal de rata de 120 dias (Hm). ¥40.

Thegfo para demonstracdo de catalase;.verificar inten

~ ,
eidace maior da reagdo do corpo luteo,
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, , - i L ] . o iy s
Foto 4 = Corno luteo -estacional de ovario de porca adilta,
X 250, Teszdo nara catalase; observar jranulos corados ho
wit . - e el e ' 3 i .
interior das células luteinicas, resultantes da >resenca de

cavalase,

‘ ——— - — —
Foto 5 - Ovario normal de rata de 90 dias, Co%oracao pelo
Sudan nesro, X130, Presenca de material sudanofilo no corpo
#, -
Uteo o

s . . P ; ~ .
Foto 6 -- Ovario de rata de &0 dias; acio dé hormonios
m gy e o
Sgﬂ&uou?Oflch. Coloracao pelo Sudan negro, ..100,
Celulas luteinicas intensamente coradas,
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Foto 7 =~ Ovario de rata, de 60 dias; agdo de hormdnios
1onadotr5ficos. Coloragao pelo Sudan nezro, %30,
Presenca de material sudandfile no corno lfiteo,gléhdula
intersticial e folfculos,

Foto 8 = Ovirio de rata de 60 dias; acéio dé hormonics
sonadotroficos, Coloracdo pelo Sudan nezro, X120,
Glidndule intersticial e teca interna intensamente
coradas,

Foto 9 - Ovdrio de porca-alulta normal.Coloracéo pelo
Suden nepro, 125, Presenga de meterdal stdonofilo no
corpo luteo e camada granulosa do foliculo,
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Foto 10 - Ovario de porea ndulta normal, Coloracdo pelo

Sudan negro, X120, Células lutefnicas intensamente
coradas,

Foio 11 = Ovario de porca em gestacio, Coloragﬁo pelo
Sudan negro. X125. Presenca de material sudanofilo na
camada granulosa e teca interna,

Foto 12 = Ovario de rata de 60 dias, Tratamento pelo
reativo de Schiff, X110, Presenga de material Schiff
positivo na teeg intema, ?mada granulosn e_om
odlulas esparsas do corpo lfteo



Y

Foto 13 =~ Ovaric de rata de 60 dias, PAS, X133,Presenca
de material corado no folfeulo e glandula interstieial.,

Foto 14 = Ovario de rata d:60 digeinjetada com hormonios
gonadotrdficos, PAS X120, Corpo liteo.

— ——

Foto 15 = Corpo 1dteo de ovario de porca em frestagao.
PAS, X125, Células lutefnicas apresentam-se coradas.
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Foto 16 - Ovario de rata de 60 dias injetada com horménios
gonadotroficos, Azul de toluidina apos oxidacdo. X30.Presp

¢a de colesterol no corpo liiteo, folfculo e glandula interg
ticial,

Foto 17 = Ovario de rata de 60 dias injetada éom hormdniss
gonadotroficos, Aldefdo fucsina apds oxidagdo. X30 Presenca

de colesterol nos folfeulos, corpos ldteos e gléndula
intersticial,

Foto 18 =~ Corpo liteo de rata de 60 dias injetada com
hormoniés gonddotroficos, 4Aldeido fucsina apos oxida-
¢80 XP0Froscugademlestorol no corpo litcos



Foto 19 = Cvario de rate de 60 diag, injetadacom horminios
Ponwdotroflcos. Aldeido fu031na apos oxidagio, ¥133,Presepn
ca de colesterol no folfculo e glindula intersticial,

AT SLES

“'V*‘ Fx Y

Ilf«a‘q? 3

Lﬂ'

I'o'lro 20 = Corpo 1dtéo de porca normgl, Azul de tolm.d:l_na
apos oxidagao. X140, Presenga de colesterol nas células
luteinicas.

Foto 21 - Corpo 1dteo gestac:!.onal de porca, Alde{do-fucsina
apoc ol \locbo ¥127. Reagdo positiva para colesterol nas
oélrlas lvteinicas
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&,
Fo 4o 22~ Lormo 1uteo estacional de porce.dld lefdo TLlcsma
,l',D" omgrno. --160 Presenca de colesterol nas células
Iutednicas e cflulas do es Trona ,

C . 4
Foto 23-- Cvério de rata de 120 dias, Reacfio do azul da Prig
slad’32. Presenca de matericl azul da Prissia nosiiivo no fo
o L] L} - .
3.10'0_'14::, slondula intersticlial e corpo 1dheo.

o )
' A al
Foto 24-Ovirio de vae~ em estaoao.ImDre ‘Maclo pelL prate.

~- - '
7120, Presenca de células arjenidfilas na teca in“erna fo-
licular,
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Foto 25 ~ Corpo liitco gestacional de ovofrio’dc vaea,
Improw}agao pela pratae '}:250. Presgnga de células:
argen%ofllas entre as eelulas luteinicas,

Foto 26 ~ Corpo Iiteo .ges’caciona;l de porca, IEmpre;maQ&'io
pela prata, X120, Presenca de células arpgentofilas entre
as eélulas lutefnicas,

Foto ‘27 = Ovirio de ,porca normal, Impregnagéo pela prata
X140, Prescnca de celulas arzentofilas entre as edlulas
luteinicas,
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DISCUSSLO

A determinacao do nivel da atividade cataldsica,
nas diversas estruturas do ovdrio, mostra gque, nas espécies
animais estudadas, o corpo luteo é o principal produtor de
catalases; essa atividade funcional ¢é maior no corpo luteo
gestacional. O estroma, ou melhor, a gl8ndula intersticial,
apresenta maior nivel de atividade cataldsica que os folicu
los. N@stes, o nivel de atividade cataldsica & mencr nas fg
ses mai: avangadas da maturagao folicular.

Estes resultados, obtidos através da medida do
volume de oxiglnio desprendido, quando fragmentos de ovario
eram incubados com perdxido de hidrogénio, foram confirmados
pela técnica topoquimica, empregada para evidenciar a ativi
dade cataldsica.

E fato conhecido conterem as catalases ferro hié

UnIVERSIDADE DE CAMPINAD

mimlioteca Cemntral
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mico, como parte integrante de sua macro-molécula(FRUTONIO61
GRAS, .1964, LAGUNA, 1967). Por &sse motivo, a distribui -
gao dc ferro hémico, nas diversas estruturas do ovdrio, con
forme mostram os resultados, coincide com a distribuigao das
catalases, inclusive quanto ds variacoes de intensidade.

Com a finalidade de se obterem evid@ncias sbbre
a sintese das catalases, nas estruturas do ovério, deu-seén
fase 20 estudo de distribuigao do ferro hémico e do ferro i
onizdvel, no interior dessas estruturss, especialmente no
corpo 1luteo. Partiu~se de hipdtese de que o ferro ionizdvel
f8sse o precurssor do ferro n€mico, tal como ocorre na sin-
tese do hemoglobina.

A distribuicao do ferro ionigzdvel, nas estrutu-
ras ovarianas, em parte, coincide com = distribuigao das cé
lulas artentdfilas. Assim, estd presente na teca interna,na
gléndula intersticisl, no corpo luteo e nos foliculos atré-
sicos.

Na ovulagzo, devido & ruptura do folicule, hd
hemorragia; como consequéneia, o ferro ionizavel presente no
corpo liteo em formagao, pode ser origindrio da hemoglobina
gue, durante o processo de catabolismo, é desir®ograda pe-
las células argentdéfilas. Este ferro aparece na por¢ao mais
central da estrutura, logo apds a ovulacgeo. Os foliculos a-
trésicos apresentam, quando se inicia o processo (e atresis,
migracao de fegdcitos para as porgdes mais centrais e, nes
sa regino, aparece ferro ionizidvel.

No corpo liteo, em diferentes fuses de cvolugao,
a disposicec do ferro ionizdvel & compardvel & distribuigao
das células argentdéfilas, sugerindo gue o ferro tenha comogo

rigem a hemoglobina. O ferro ionizdvel assinalado estd situ
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ado no interior das células argentdfilas e, portanto, no eg
troma do corpo luteo. Este metal é o provivel responsavel pe
la argentofilia dessas células intersticiais, a julgar pelos
resultados de HADLER & col. (1964) e DE LUCCA (1968). Toda-
via, além do ferro ionizavel, cuja disposigao & superponivel
3 das células argentéfilas, também se encontra ferro ionizg-
vel no interior das células luteinicas, que se situam na pe-
riferia do corpo luteo. Este ferro, situado no interior das
células parenguimatosas, parece nao sdmente ter origem dife-
rente do situado nas células intersticiais, guantc apresen -
tar destino diver. .. A origem diferente é sugerida pela locg
1izag§o apenas ng periferia do corpo 1diteo, ou seja, na zona
mais distante do local da hemorragia., A diferenga quantoc ao

destino baseia-se no seguinte: 1) as células luteinicas peri
féricas, mais jovens, que contém ferro ionizdvel, nao contém,
em geral, ferro hémico, nem atividade cataldsica; 2) as célu
lzs luteinicas mais internas, mais maduras, apresentam ferro
h&mico e atividade cataldsica, mas nao apressr.tam ferro ioni
zivel. Estas eviaBneias sugerem gque o ferro ionizdvel, situa
do na poeriferia, ou seja, na zona de crescimento do corpo 14
teo, antecede ao ferro hdmico e & atividade cataldsica; suge
rem, também, que o ferro ionizével seja precursor da sintes e

do ferro hémico e, portanto, das catalases.

0 nivel da atividade catzldsica ¢é bem mais ele-
vado no corpc luteo do que nos foliculos e varia u.  &elrdo
com a fase de evelugao em que se encontram essas estruturas.
No corpo luteo gravidico, a atividade cataldsica € maior do
cue em corpos luteos nao gravidicos, mostrando, portanto, re
lacao entre o nivel de atividade desta enzima e a atividade

funcional da estrutura (HADLER & col., 1968 a). Tstes Jados
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constituem cevidéneia de que a atividade cataldsica & propor-
cional ao estado funcional das estruturas referidas. O0s re -
sultados mostram, ainda, que nos foliculos ovarianos z matu-
ragao reduz o nivel de atividade cataldsica, o :e concords
com os resultados de SHORT (1964). Este autor sugere queyan
tes da ovulagao, as células da granulc.. sejam deficientes
em enzimas necessarias & conversao da progesteronz em estrd-
geno. Por outro lado, LISSE & SCHURENKAMPER (196%5) demonstra
rem, trabalhande com ovarios de vaca, que hd paralelismo en-
tre a sintese de progesteronz e o crescimento de foliculos c
varianos. 0 aumento de progesterona poderia estar releciona-
do com a falta de uma eunzima gque continuasse seu metabolis-
mo. Nao obstante haver concordéncia entre a redugio de ativi
dade cataldsica ¢ das enzimas gue transformam a progesterons
em estrdégeno, nos foliculos madurcs, isto nao significa que
as catalases sejam responsaveis por essa transformacao. No
entanto, estas observagOes s&o concordantes no sentido de in
dicarem redugac da atividade e:nzimica nos foliculos maduros.
Pars confirmar as evid@ncias que correlacionam a
atividade funcional das estruturas ovarianas com o nfvel de
atividade catalasica, foi determinesda = atividade cataldsica
em ovdrios de animais submetidos & hipofisectomia e de ani-
meis injetados com hormbnios gonadotrdficos, de origem corid
nica. Nos animais hipofisectomizados, comprovou-se grande re
dugao da atividade enzimica, quando comparados com os animais
contrbles.Ao mesmo tempo, houve redugao quasi completa dos
corpos luteos, acentuada diminuicac do tamanho dos foliculos,
desaperecimento quasi completo da gléndula intersticial e gu
mento relativo do tecido conjuntivoe do estroma, o gual se a-

presenta em substituigao &s estruturas do ovério responsdveis
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pela sintese hormonal, concordando com os achados de DE
GROODT LASSED (1963) e de PERRY & ROWLANDS (1963). A diminul
gao da atividade cataldsica coincide com a rcgressao acentu
ada das estruturas ovarlianas funcionalmente ativas, traduzin
do um estado de hipofungao glandular.

Por outro lado, os hormdnios gonadotrdéficos, in-
jetados em animais impuberes, estimulam o desenvolvimento das
estruturas ovarianas funcionalmente ativas (IEATHEM,  1939;
STARKEY & LEATHEM, 1939; LEATHEM & STARKEY, 1940; PFEIFFLR &
HOOKER, 1942; WESTMAN & JACOBSON, 1944; GREEN, 1955; ZARROW
& col,, 1958; DE GROODT & LASSED, 1963; MC KERNS, 1965), cs-
timulando a mobilizagao do colesterol (LEVIN & JAILER, 1948),
da mesma forma que determinam queda da concentragac do coles
terol contido no citoplasma das células intersticials
(CLASESSON, 1954; GURAYA & GREENWALD, 1964). Este estimulo o
variano coincide com o aumento da atividade cetalfsica, ou
seja, com intensificacao da sintese das catalases pelas es-
truturas ovarianas.

Estes resultados mostram, portanto, haver rala-
¢ao estreita entre a atividade cataldsica do ovdrio ¢ a ati-
vidade funcional do mesmo. Mostram, aldm disso, gue a sinte-
se das cataleses pelas diversas estruturas ovarianas, é con-
troleda pela hipdfise, através das gonadotrofinas.

Por cutro lado, as estruturas ovarianas que .a-
presentam etividade cataldsica s80 as responsdveis pela sin
tese de hormdnios, sugerindo 'gue zs catalases estejam, dire
ta ou indiretamente, relacionadas com a sintese d&stes hormd
nics.

Com o propésito de veriiicar evidencias correla-

cionando as catalases ¢ a sintese de hormbnios p=lo ovario,
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foi estudada a distribuicac de lipides e, em especial, . do
colesterol, nas vdrias estruturas ovarianas. Q colesterol &
zgdmitido como precursor dos hormdnios esterdides (EVERETT ,
1948; LEVIN & JAILER, 1948; BARKER, 1951; RENNELS, . 1951;
CLASTOO0ON, 1954; GURAYA & GREENWALD, 1964; SAVARD .& col.,
1965; HELLIG & SAVARD, 1966). Por &sse motivo, procurou - se
identificar o colesterol nas diferentes estruturas overia -
nes e verificar sua relagac com a atividade catsldsica. Toi
observada a presenca de colesterol nas estruturas que apre-
sentam atividade enzimica, ou seja, nos foliculos, no estrg
me (gléndula intersticial) e nos corpns ldteos. As reagoes
histoquimicas que demonstram colesterol =0 mais intcisas
corpo ldteo, no gual também é mais elevado o nivel de ati-
vidade cataldsica. Alédm disso, no corpo luteo gestacionalym
de & maior o nivel da atividade cataldsica, szo também mais
intensas as reagodes gue evidénciam colesterol.

Q-mzior nivel de atividade cataldsica no corpoly
teo, principalmente no gestacional, sugere relagao entre as
catalases ¢ a sintese de progesterona. No entanto, deve ser
lembrado que embors admita-se gue a progestercna seja o prin
cipal produto secretado pelo corpo ivdteo, parece nao haver
divida de que, pelo mencs em algumas espécies (humana, equi
na), essa estrutura possa,também, secretar guantidades apre
¢idveis de cstrdégenos (RYAN & SMITH, 1965; SAVARD &  col..
1665; CHANNING, 1966).
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CONCTLUSTES

Através da avaliagao da atividade cataldsica de
ovarios de diferentes ecpécies animais e da comparagao desta
atividade com a atividade secretora das estruturas ovarianas,
foi possivel estabelecer as seguintes conclusoes;

1) hd atividade cataldsica nas estruturas ovaria
nas dotadas de atividade secretora (folicules, corpos liuteos
e glindula intersticial),

2} o nivel da atividade cataldfica diminui  nos
foliculos maduros, nos quais a atividade secretora é menor;

3) ésse nivel atinge valores maximos nos corpos
luteos, especialmente no gestacional, onde é mais intensa a
atividade funcional.

4) o efeito da hipofisectomia e o provocadc .pe

1a injegao de gonadotrofinas, confirmam a correlagao entre ~
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o nivel da atividade cataldsica e o estado funcional do ovd
rio, mostrando que o nivel da atividade cataldsica diminui
no repouso funcional e se eleva guando o drgao é estimulado
hormdnicamente., Além disso, mostram que a atividade cataldm
sica do ovd~io ¢ controlada pela hipdfise através das gona-
dotrofinas.,

Estes resultados sugerem que as catalases do o~
vario desempenhem ag¢ao relacionada com a biosintese dos hor
mbnios ovarianos.

5)0 estudo histoquimico do ovario corrobora  com
esta hipdtese, uma vez que revela a presenca de colesterol
nas mesmas estruturas que apresentam atividade catalasica.i
1ém disso, no corpo luteo gestacional, onde é mais elevadoo
nivel da atividade cataldsica, sao também mais intensas as

reagdes que revelam a presenga de colesterol.
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