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RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos da
interferéncia do fotoperiodo sobre a morfologia da placenta de ratas e a histogénese
hepatica fetal. Foram utilizadas 40 ratas albinas, que foram divididas em quatro
grupos. Grupo | - ratas mantidas em ciclo claro/escuro de 12/12 horas por 60 dias
(controle) e acasaladas em seguida; Grupo |l - ratas mantidas em auséncia de luz
por 60 dias e acasaladas em seguida; Grupo Il - ratas mantidas em iluminagao
constante por 60 dias e acasaladas em seguida; Grupo IV - ratas mantidas em
iluminacdo constante por 60 dias, e acasaladas em seguida e tratadas com
melatonina. A auséncia de luz foi obtida utilizando-se uma sala de aproximadamente
3m?, totalmente vedada para nao permitir a entrada de luz. O estimulo luminoso foi
em torno de 400 lux. A melatonina foi administrada na agua na dosagem de 400 mg
de melatonina em 1 mL de etanol absoluto. Os resultados mostraram vacuolizagao
das células do trofospongio no grupo Il, camada do labirinto mais vascularizada e
células trofoblasticas gigantes bastante desenvolvidas, com nucleos volumosos
assumindo um carater hipertréfico no grupo lll. As caracteristicas morfolégicas do
grupo IV foram semelhantes ao grupo |. A analise histoquimica ndo revelou
alteragbes nos parametros fibras colagenas, elasticas, reticulares e
glicosaminoglicanas acidas (GAGs). A andlise estatistica da morfometria das
placentas dos animais do grupo Il diferiram significativamente dos outros grupos
experimentais, na area total do disco placentario, nos trofoblastos sinciciais e
vascularizagdo materna e fetal na regido do labirinto e no numero de células
trofoblasticas gigantes. Na camada de trofospongio, as células trofoblasticas e
trofoblastos sinciciais ndo diferiram nos grupos experimentais. Nado houve alteragéo
histolégica e histoquimica nos figados dos neonatos, porém o numero de células de
Kupffer foi maior nos animais do grupo |l quando comparado com o grupo | e o
grupo lll. Em conclusdo, a auséncia de luz mimetiza uma situagao préoxima do parto
em decorréncia da degeneragao do trofospongio, enquanto a iluminagao constante
promove alteracbes morfoldégicas e morfométricas na placenta de ratas, porém sem

afetar a histogénese hepatica nos neonatos.

Palavras-chave: Placenta, Melatonina, Pineal, Histogénese hepatica, Reprodugao



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the possible effects of the interference
photoperiodic on the morphology of the rat placenta and fetal liver histogenesis.
Used 40 albino rats, which were divided into four groups. Group | - rats maintained in
light / dark cycle of 12/12 hours for 60 days (control) and then mated, Group Il - rats
maintained in the dark for 60 days and then mated, Group lll - rats maintained in light
constant for 60 days and then mated, and Group IV - rats maintained in constant
illumination for 60 days and then mated and treated with melatonin. The absence of
light was obtained using a room of approximately 3m 2, totally fenced to not allow
light to enter. The light stimulus was around 400 lux. Melatonin was administered in
water at a dose of 400 mg of melatonin in 1 ml of absolute ethanol. The results
showed vacuolization of trofospongio in Group Il, most layer of the vascular labyrinth
trophoblast giant cells and well developed, with large nuclei assuming a character in
the hypertrophic group Ill. The morphological characteristic of the group IV was
similar to group |. The histochemical analysis revealed no alterations in the collagen
and elastic fibers, reticular and acidic glycosaminoglycans (GAGs). Statistical
analysis of the placentas of animals in group Il differed significantly from the other
groups in the area of the hard placental syncytial trophoblast and in maternal and
fetal vasculature in the labyrinth and the number of trophoblast giant cells. In
trofospongio layer, the trophoblast cells and syncytial trophoblast did not differ
between groups. There were histological and histochemical changes in the livers of
newborns, but the number of Kupffer cells was higher in group Il compared with
group | and group lll. In conclusion, The Absence illumination mimics a close to birth
as a result of degeneration of trofospongio while the constant light promotes
morphological and morphometric changes in the placenta of rats that did not affect

the hepatic histogenesis in newborns.

Keywords: Placenta, Melatonin, Pineal gland, liver Histogenesis, Reproduction
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CAPITULO |

INTRODUGAO

A pineal é uma glandula enddécrina que age sob ritmos enddgenos
sincronizados, especialmente no ciclo claro-escuro (REITER, 1986). Tem um
importante papel no controle neuroendécrino da fisiologia reprodutiva, além de
regular ou tomar parte de numerosas funcdes no organismo (ALEANDRI; SPINA;
MORINI 1996). Embriologicamente, esta glandula se origina de um adelgagamento e
evaginagdo da lamina do teto do diencéfalo, sendo constituida por dois tipos
celulares: os pinealdcitos ou células principais, que constituem 95%, e as células

intersticiais ou astrécitos, que constituem 5% do 6rgao (REITER, 1983).

A melatonina € um neurohormoénio, sintetizado pela glandula pineal e é
secretado ritmicamente (PABLOS et al.,, 1996). No entanto, segundo Lanoix et al.
(2008), ha evidéncias de que ocorra sintese e liberacao de melatonina nos 6érgaos
do trato gastrointestinal, nos rins, em células do sistema imune, no figado e em
algumas regides do cérebro. A ritimicidade da produgéao circadiana da melatonina é
captada via retina-hipotalamo em diregcdo aos pinealdcitos da pineal, sendo este
horménio uma indolamina lipofilica. Seu principal precursor de biossintese é o
aminoacido triptofano (LANOIX et al., 2006).

Os pinealdcitos captam o triptofano do sangue ao mesmo tempo em que a
noradrenalina interage com receptores adrenérgicos presentes na membrana dos
pinealécitos e desencadeia uma série de eventos bioquimicos intracelulares. O
triptofano € convertido para serotonina através da hidroxilagdo via triptofano 5-
hidroxilase e descarboxillagdo via aminoacido aromatico descarboxilase. A
serotonina é entdo convertida em N-acetil-serotonina pela enzima arilalaquilamina N-
acetil transferase. Por fim, a N-acetil-serotonina é metilada para a forma de
melatonina pela enzima hidroxi-ndole-O-metil transferase (HIOMT) (TAMURA, et al.,
2008).

A melatonina tem mostrado papel chave na fungao reprodutiva de mamiferos,
incluindo regulacdo da produgcdo de estrogeno e progesterona, inibicdo da
contratilidade uterina, regulagdo da atividade funcional e crescimento ovariano,
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reducdo do estresse oxidativo em foliculos ovarianos, prote¢gao dos oocitos contra
radicais livres e diminuicdo de gonadotrofinas (GnRH) que regulam a concentragao
de FSH e LH. Além disso, a melatonina exibe propriedades oncostatica,
antienvelhecimento e imunomodulatéria (DEVOTO et al., 2002; FUJIMOTO et al.,
2002; GRAHAM et al, 2004).

Em adigao, ela é capaz de mediar alguns desses efeitos por meio de duas
classes de receptores. A primeira classe é o grupo de receptores de membrana da
familia de proteina-G acoplada designado de MT1 (Mel1a) e MT2 (Mel1b). A
expressao de MT1 tem sido observada na pituitaria, nucleo supraquiasmatico do
hipotalamo e em outras regides do cérebro bem como em tecidos periféricos e na
placenta durante o periodo de gestagdo (LEE et al., 2003). O receptor MT2 é
expresso na retina humana, em células de coriocarcinomas, adipécitos humanos,
foliculo ovariano, préstata, rins, sistema imune e nas células trofoblasticas no
primeiro trimestre da placenta humana (DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005;
EKMEKCIOGLU, 2006).

A segunda classe € constituida por receptores nucelares pertencentes a
subfamilia de receptores RZR/ROR, o qual inclui o produto de trés genes: RORalfa,
RORbeta, RORgama (SMINORYV, 2001). O receptor RORalfa é expresso em um
largo numero de tecidos incluindo testiculo, rins, cérebro, linfocitos B, e tém sido
reportado por regular respostas do sistema imune e desenvolvimento do sistema
nervosos central (SMIRNOV, 2001; NAJI et al., 2004; POZO et al., 2004). Foi
identificado ainda um terceiro receptor denominado de MT3, que € um homologo da
quinona redutase 2 em humanos, porém, pouco é sabido sobre este (NOSJEAN et
al., 2000).

Em rato (Rattus norvegicus albinus), um reprodutor ndo sazonal, o pico de
melatonina, tal qual em humanos, é alcangado durante a primeira metade da fase de
escuro (em torno da meia noite), seguido por uma redugédo gradual na produgao
desse hormoénio, na segunda metade da noite (REITER, 1983). Porém, esta espécie
tem a funcdo reprodutiva influenciada pelo fotoperiodo, pela administracdo de
melatonina e pela pinealectomia (ALEANDRI; SPINA; MORONI 1996; SANTOS,
1996; TEIXEIRA et al., 2002).
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Admiti-se que a pinealectomia produz alteragbes morfolégicas nos ovarios e
Utero. Quando ratas sao submetidas a iluminacao constante ou pinealectomizadas,
desenvolvem ovarios policisticos. Ja no utero, estudos morfolégicos revelaram
epitélio endometrial bastante hipertréfico, com areas apresentando brotos celulares,
o estroma compacto, nao edematoso, rico em fibras colagenas, e contendo poucas
glandulas, as quais na maioria apresentam areas de estratificagdo (DROBNIK;
DABROWSKI, 1996; TEIXEIRA et al., 2002; MEDEIROS et al., 2003; PRATA-LIMA,
et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2004).

Vérias pesquisas tém demonstrado que os niveis de melatonina no plasma
aumentam durante a gestagao, atingindo valores elevados no final desse periodo,
sugerindo que esse horménio desempenhe um importante papel na manutengédo da
gestagéo (KIVELA 1991; BISHNUPURI; HALDAR 2000, 2001; NAKAMURA et al.,
2001). Nos mamiferos placentarios, a implantagao é considerada o ponto critico da
gravidez, pois 0 sucesso da gestagado requer o desenvolvimento de uma interagao
sincronizada entre o endométrio e o blastocisto para o desenvolvimento da placenta
(APLIN 1991; RAMSEY 1983; CROSS; WERB; FISHER 1994).

A placenta é o primeiro érgéo dos embrides de mamiferos (SIMMONS; CROSS
2005), o qual mantém a prenhez promovendo a sobrevivéncia e o crescimento do
embrido no utero da mée (CHOI et al., 2005; SIMMONS; CROSS, 2005). Além disso,
facilita as trocas respiratérias e a transferéncia seletiva de muitas moléculas durante
o periodo de tempo em que é mantida a integridade dos organismos maternal e fetal
(ENDERS; BLANKENSHIP 1999).

Sua matriz extracelular ¢ formada por uma complexa rede molecular que
determina a histoarquitetura do tecido, desde células com funcdo formadora até
células com sinais de polarizagdo, migragao, proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciacdo. Essa matriz entra em contato com especializacbes de membrana
como desmossomos, jungdes gap, zbnula oclusiva e hemidesmossomo, sendo
constituida por proteinas como proteoglicano de heparansulfato, laminina e integrina
(MALASSINE; CRONIER, 2005; APLIN et al., 2009). Muitas das moléculas
estruturais da matriz extracelular, bem como o colageno, sédo proteinas que exercem
diferentes fungdes bioldgicas (RUEHL, 2005).
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Estudos bioquimicos demonstram que os colagenos do tipo | e Il estdo
presentes no endométrio de ratas prenhas e que o colageno tipo V é expresso apods
a decidualizacao (SPIESS; TEODORO; ZORN 2007). No cérion da placenta existe
colageno tipo I, Ill, 1V, V, VI e XV. O colageno do tipo XV esta relacionado com a
formagado das estruturas vasculares ou processos de fibrose. Os tipos | e lll séo
estruturais e funcionalmente muito similares, mas geneticamente e
imunologicamente distintos (GRIMAUD et al., 1980; YAMAMOTO et al., 1984). Ja o
colageno do tipo V é responsavel pela compatibilizagdo, estabelecimento e
modulagdo da acao dos fatores de crescimento, além de promover a regulagéo do
diametro das fibras de colageno, através da formacao de fibras heterotipicas,
constituidas mais frequentemente pelo tipo I/V e llI/V (LINSENMAYER, 1991).

De acordo com Kobayashi et al., (1999) e Slominski; Wortsman; Tobin (2005)
os receptores da melatonina estdo presentes nos fibroblastos e medeiam a agao
fenotipica na proliferagado e diferenciagcado celular, sugerindo que ha alteragdes na
concentracdo de colageno durante a gravidez. Devemos mencionar ainda que a
melatonina materna esta envolvida nas fungdes fetais, pois atravessa a placenta,
influenciando assim o fotoperiodo pré-natal através de seus receptores em diversos
tecidos e mediando as interagdes fisioldgicas fetais, principalmente o status
hormonal em neonatos (YELLON; LONGO 1988; McMILLEN; NOWAK 1989;
HOUGHTON et al., 1993; HELLIWELL; WILLIAMS 1994; GOLDMAN, 2003)

Sabe-se que a melatonina € um potente agente antioxidante que regula varios
processos fisiolégicos no figado além de inibir o crescimento de hepatocarcinomas
(OKATANI et al.,2003; GONG et al., 2003; BLASK et al., 2004; CARRILLO-VICO et
al.,, 2005; OHTA et al, 2003). Estudos relatam a presengca de receptores da
melatonina tanto na membrana plasmatica, como na carioteca das células hepaticas
(PABLOS; AGAPITO; GUTIERREZ 1995; NAJI et al. 2004). Durante a gestacéo o
figado media a secregcdo de anions organicos endoégenos e exdgenos, bem como
sulfato de esteroides, onde a placenta facilita a transferéncia desses solutos do feto
para a circulagdo materna (SERRANO et al., 2002; St-PIERRE et al., 2004). Assim,
considerando que os estudos sobre a informacdo da transferéncia materna
fotoperiédica em mamiferos indicam que o fotoperiodo diario percebido pela mae,

durante a gestacéo ou lactagdo, é comunicado ao feto pela placenta ou pelo leite a

13



presente pesquisa testou a hipétese de que o fotoperiodo interfere na morfologia e

morfometria da placenta e na histogénese hepatica dos neonatos.
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Resumo

A presente pesquisa analisou o efeito da iluminacdo constante ou auséncia de luz sobre
a estrutura placentaria de ratas, abordando parametros morfologicos, morfométricos e
histoquimicos. 20 ratas albinas foram submetidas aos seguintes tratamentos: 12hL/12hE por
60 dias, e acasaladas em seguida (GI); auséncia de luz por 60 dias, e acasaladas em seguida
(GII); iluminagdo constante por 60 dias, e acasaladas em seguida (GIII) e iluminacdo
constante por 60 dias, acasaladas em seguida e tratadas com melatonina (GIV). O estimulo
luminoso foi em torno de 400 lux. A melatonina foi administrada na agua (400
mg/mL/etanol). Os resultados mostraram que no GII houve vacuolizacdo das células do
trofospongio, enquanto no GIII a camada do labirinto apresentou reducdo no nimero de

trofoblastos sinciciais ¢ maior vascularizagdo materno-fetal, hiperplasia e hipertrofia das
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células trofoblasticas gigantes, além de maior area do disco placentario. As placentas do GIV
foram semelhantes as do GI. Histoquimicamente ndo houve alteragdes nas fibras colagenas,
elésticas, reticulares e glicosaminoglicanas acidas. Em conclusdo, a iluminagdo constante
promove alteragdes morfologicas e morfométricas na placenta de ratas podendo acarretar
reducdo funcional e restrigdes ao crescimento fetal. Essas alteracdes sdo abolidas pela

reposi¢do oral de melatonina.

Palavras Chave: Pineal, reproducédo, prenhez, roedores, fotoperiodo

1. Introducao

A melatonina é um neurohormonio, produzido pela glandula pineal que apresenta niveis
séricos baixos durante o dia e elevados durante a noite, agindo assim, como um transdutor
neuroenddcrino de informagdes fotoperiddicas [1,2]. Nos mamiferos, incluindo o ser humano,
o ritmo de secre¢do da melatonina é gerado, na fase de escuriddo, por um relogio circadiano
endogeno no nucleo supraquiasmatico (SCN) do hipotalamo de onde partem fibras simpaticas

eferentes para a glandula pineal, liberando norepinefrina, estimulando a sua sintese [3,4].

Nos mamiferos a melatonina tem mostrado um papel chave na fungao reprodutiva tanto
em animais sazonais como nos nao sazonais, caracterizando-se pela regulacao na produgéo de
estrogeno e progesterona, inibi¢do da contratilidade uterina, regulacdo da atividade funcional
e crescimento ovariano, redugdo do estresse oxidativo em foliculos ovarianos e diminuigdo de

gonadotrofinas (GnRH) que regulam a concentragdo de FSH e LH [5-7].

A literatura relata que tanto a pinealectomia como iluminacdo constante, apos um
periodo de trés meses, produzem alteragdes morfologicas nos ovarios e utero. Quando ratas
sdo submetidas a iluminacdo constante ou pinealectomizadas, desenvolvem ovarios

policisticos. J& no tutero, estudos morfolégicos revelaram epitélio endometrial bastante
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hipertrofico, com areas apresentando brotos celulares, estroma compacto, ndo edematoso, rico
em fibras coldgenas, e contendo poucas glandulas, as quais na maioria apresentam areas de

estratificacdo [8-11].

Virias pesquisas tém demonstrado que os niveis de melatonina no plasma aumentam
durante a gestagdo, atingindo valores elevados no final desse periodo, sugerindo que esse
hormdnio desempenhe um importante papel na manutencdo da gestacdo [12-14]. Nos
mamiferos placentarios, a implantagdo ¢ considerada o ponto critico da gravidez, pois o

sucesso da gestacdo requer o desenvolvimento de uma interacdo sincronizada entre o

endométrio e o blastocisto para o desenvolvimento da placenta [15].

No trato reprodutivo das ratas, os receptores de melatonina foram encontrados nos
OVArios e no estroma antimesometrial uterino. A medida que a decidualizagio do estroma
uterino durante a gravidez avanga, os sitios de ligagdo da melatonina sdo progressivamente
reduzidas e se limita ao estroma antimesometrial. Além disso, sabe-se que durante a gestacdo
os estrogénios aumentam a sintese e a quantidade da matriz extracelular, principalmente no

que diz respeito ao colageno e as glicosaminoglicanas [16].

Alguns pesquisadores tém relatado que ratas pinealectomizadas ou submetidas a
iluminacdo constante, quando acasaladas, apresentam redug¢do no numero de sitios
implantados, relacionando tal efeito a interferéncia com o processo de ovulacdo [12,17,18].
Porém, ndo ha relatos dos possiveis efeitos do fotoperiodo sobre o desenvolvimento
placentario. Assim, testamos a hipdtese de que a exposi¢do a iluminag¢do constante ou
auséncia de luz, antes e durante a prenhez, pode afetar a estrutura placentaria de ratas, nos

parametros morfoldgicos, morfométricos e histoquimicos.
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2. Material e Métodos

Foram utilizadas 20 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de idade,
procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, a quais foram divididas nos seguintes grupos: I - ratas mantidas
em ciclo claro/escuro de 12/12 horas por 60 dias, e acasaladas em seguida (controle); II - ratas
mantidas em auséncia de luz por 60 dias, e acasaladas em seguida; III - ratas mantidas em
iluminagdo constante por 60 dias, e acasaladas em seguida, e IV - ratas mantidas em

iluminagdo constante por 60 dias, acasaladas em seguida e tratadas com melatonina.

2.1 Auséncia de Luz

A auséncia de luz foi obtida utilizando-se uma sala de aproximadamente 3m?,

totalmente vedada para ndo permitir a entrada de luz.

2.2 Estimulo Luminoso Constante

Foi obtido utilizando-se uma caixa de madeira com area 0,5 m’, com frestas para
permitir a ventilagdo, contendo duas lampadas fluorescentes, marca PHILLIPS, de 40 W, as

quais forneceram luminosidade adequada e suficiente, em torno de 400 lux.

2.3 Tratamento com melatonina

A melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA) foi administrada a agua dos
bebedouros na dose de Spug/mL em frascos ambar, das 18:00 as 6:00 horas, aos animais do

grupo 1V, apds confirmacdo do acasalamento. Durante o dia foi feita restri¢do a dgua [8,19].
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As ratas dos grupos GI, GII e GIII foram administrados a mesma concentragio de solugdo de

etanol na dgua dos bebedouros.
2.4 Acasalamento dos Animais e Diagnostico da Prenhez

Apos 60 dias do inicio do experimento as fémeas de todos os grupos foram acasaladas
na propor¢do de um macho para trés f€émeas, sempre no inicio da noite (18:00h). Na manha do
dia seguinte sempre as 06:00h, foram realizados exames colpocitologicos para a confirmacao
do acasalamento, tomando-se com pardmetro a presenga de espermatozoides nos esfregagos

vaginais.

2.5 Andlise Morfologica e Histoquimica das Placentas

Cinco fémeas de cada grupo foram eutanasiadas no décimo quarto dia de gestagdo. Para
tanto, as fémeas foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6
mg/kg), por via intramuscular. Os fragmentos da placenta foram fixados em Bouin,
processados para inclusdo em parafina e os cortes submetidos a técnica de coloracdo pela
Hematoxilina-Eosina (H.E), tricromico de Mallory (fibras colagenas), Orceina (fibras
elasticas), Impregnagdo argéntica (fibras reticulares) e Alcian blue pH 2,5
(glicosaminoglicanas acidas). As reacdes histoquimicas foram classificadas em intensa (++),

moderada (+) e fraca (+).

2.7 Andlise Morfométrica das Placentas

Foi realizada através da captura de imagens por meio de camera de Video Sony®,
acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, e submetidas ao aplicativo Morfometria de Linhas,

calibrado em micrometros, associado ao do programa ImagemLab 2000 para Windows. Na
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captura, foram utilizadas cinco laminas de cada grupo, sendo medidos cinco campos em cada
disco placentario. A andlise dos elementos do disco placentdrio foi realizada segundo a
metodologia de Souza et al. [20]. Em cada lamina foram contados 10 campos aleatorios, com
quatro repeticdes, perfazendo um total de 1000 pontos por lamina, sendo quantificados os
seguintes parametros: Na regido do labirinto: 1-Trofoblasto sincicial, 2- Vasos fetais e 3-
Vasos maternos. Na regido do trofospongio/células trofoblasticas gigantes: 1-Células

trofoblasticas, 2- Trofoblasto sincicial e 3-Células trofoblasticas gigantes.

2.8 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio de métodos nao-paramétricos de Kruskal-
Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, a 95% de

significancia.

3. Resultados

3.1. Analise Morfologica e Histoquimica das Placentas

Na analise morfoldgica das placentas dos animais do grupo I observou-se a presenca da
regido da decidua bastante vascularizada e a regido do disco placentario bem desenvolvido,
com as trés camadas: camada do labirinto, regido mais externa e a mais espessa, caracterizada
pela presenca de numerosas lacunas contendo vasos maternos e fetais. A camada do
trofospongio na qual se observa trofoblastos indiferenciados. A ultima camada ¢ formada

pelas células trofoblasticas gigantes, as quais se misturam com a decidua (Fig. 1A, B, C, D).

No grupo II observou-se também a regido da decidua vascularizada e no disco

placentario, as regides do labirinto e trofospongio apresentaram as mesmas caracteristicas
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observadas no grupo I. No entanto, foi observado vacuolizacdo das células do trofospongio
(Fig. 2A). No grupo III, de modo geral, as caracteristicas morfologicas das placentas foram
semelhantes aos grupos I e II, diferindo, no entanto, pelo fato do grupo IIl apresentar a
camada do labirinto mais vascularizada, além das células trofoblasticas gigantes bastante
desenvolvidas, com nucleos volumosos assumindo um carater hipertrofico (Fig. 2B, C). As
caracteristicas morfologicas das placentas do grupo IV foram semelhantes as observadas no
grupo [ (Fig. 2D). A analise histoquimica ndo revelou alteracdes nos pardmetros fibras

colagenas, elasticas, reticulares e glicosaminoglicanas acidas (GAGs) (Tabela 1).

3.2. Analise Morfométrica das Placentas

A anélise estatistica das médias da area total do disco placentario mostrou que o grupo
IIT apresentou a maior média diferindo significativamente dos outros grupos experimentais, 0s
quais ndo diferiram entre si (Tabela 2). Nesse grupo também foram evidenciadas diferengas
significativas nos parametros trofoblastos sinciciais e vascularizagdo materna e fetal na regido
do labirinto (Tabela 3), além do aumento no nimero de células trofoblasticas gigantes
(Hiperplasia) (Tabela 4). Na camada de trofospongio, as células trofoblasticas e trofoblastos

sinciciais ndo diferiram nos grupos experimentais.

4. Discussao

A interrupcao do periodo de escuriddo pela luz suprime a produgdo de melatonina
enddgena em gestantes quando expostas freqiientemente a luz noturna e pode provocar
algumas complicagdes durante a gravidez, como por exemplo, o aborto [21]. Os resultados da
presente pesquisa mostraram alteragdes apenas nos aspectos morfologicos e morfométricos

nas placentas das ratas submetidas a iluminagdo constante antes e durante a prenhez, ¢ que a
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reposi¢do oral da melatonina evita tais efeitos. No entanto, a auséncia de luz produziu nas
placentas uma acentuada vacuolizagdo nas células do trofospongio indicando um processo
degenerativo [18]. Isto implica que a exposicdo a auséncia de luz antes e durante a gestacdo
pode resultar em danos reprodutivos, pois o trofospongio durante a formacdo da placenta
corioalantdica, localiza-se na parte externa da placenta em contato com o endométrio, dando
origem a sinciciotrofoblasto e células trofoblasticas gigantes, as quais sdo importantes para
crescimento e manutencdo placentaria [22-24]. Adicionalmente podemos mencionar ainda
que o peso da glandula pineal e niveis de melatonina, que sdo elevados em fémeas de ratas
ndo prenhas, diminui acentuadamente durante o inicio da concepgdo, aumentando
gradualmente até o final da gestacdo, e, em seguida, atingindo niveis bastante elevados na
proximidade do parto. Este fato sugere o estabelecimento de uma relagdo inversa antes da
gravidez, seguida por atividade moderada alta com uma correlagdo positiva durante a gravidez
e subito aumento na atividade da glandula pineal durante o parto [25]. Assim, podemos inferir
que as fémeas submetidas a auséncia de luz, em decorréncia dos niveis elevados de
melatonina, pode ter mimetizado uma situagdo préoxima ao parto, caracterizado pela

degeneracdo do trofospongio e menor desenvolvimento das células trofoblasticas gigantes.

Os aspectos morfologicos e morfométricos observados nas células trofoblasticas
gigantes das placentas dos animais do grupo III podem estar relacionados com o fato de que,
quando ratas sdo submetidas a pinealectomia ou iluminagdo constante apresentam baixos
niveis de melatonina na corrente sanguinea e conseqiientemente maior agdo dos hormdnios
estrogenos e androgenos [10,11], que estimulam a diferenciacdo morfologica e funcional do
trofoblasto [26-28] durante a gestacdo, pois na auséncia de luz, o aumento da melatonina na
corrente sanguinea ¢ responsavel por inibir a sinalizagdo de cAMP via receptor MTI1
reduzindo assim, os niveis estrogénicos na placenta e conseqiientemente diminuindo o

desenvolvimento das células trofoblasticas gigantes [29]. Neste contexto podemos também
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supor que o aumento do nimero de células trofoblasticas gigantes poderia explicar a reducao
do numero das trofoblastos sinciciais na camada do labirinto observado no grupo III, pois

estas células estdo envolvidas na formacao das células trofoblasticas gigantes [30].

Com relagdo a evidéncia morfometrica da maior vascularizagdo no labirinto do disco
placentario das ratas do grupo III, sabe-se que o periodo peri-implantacdo em mamiferos ¢é
caracterizado por alteragdes morfologicas e funcionais no utero, acompanhadas de
remodelacdo vascular denominada de angiogénese. Esse tltimo evento ¢ importante para os
processos de proliferacdo no utero e € necessario para o desenvolvimento tanto da placenta
quanto dos embrides, tendo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) como o
principal responsavel pela regulamentacdo de mudancas vasculares [31-35]. Estudos
relataram que a melatonina em concentragdes farmacoldgicos pode suprimir o RNAm do
VEGF e conseqiientemente promover um declinio na produgdo desse fator [36,37], sugerindo

que o hormonio da pineal pode controlar e agir como uma molécula anti-angiogénica natural.

Outra hipotese para o aumento da vascularizagdo seria o estabelecimento da hipoxia
placentaria, pois a pinealectomia induz a uma hipéxia levando a um aumento do VEGF com
um conseqiiente aumento da permeabilidade vascular [38]. Isto ¢ reforcado por estudos onde
animais submetidos a auséncia de luz, demonstraram uma supressao da expressao do RNAm

do VEGF e uma diminuic¢ao do nivel do fator indutor da hipoxia (HIF-1) [39].

Entre os trofoblastos sinciciais e as células endoteliais dos capilares maternos e fetais
observou-se uma fina camada de matriz extracelular que ndo apresentou alteracdes
histoquimicas indicando a preservagdo dos constituintes essenciais para manutengdo dos
mecanismos de barreira hemato-placentaria e de regulacdo na transferéncia de substancias

entre os compartimentos materno e fetal [40].
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Segundo Tamura et al. [21] a melatonina pode atuar durante a gestacdo por diversos
caminhos, desempenhando fun¢des como modulador do ritmo circadiano e enddcrino,
imunomodulador e antioxidante, fatores que parecem serem essenciais para uma gestacao
bem sucedida. Porém, em nosso estudo foi demonstrado que a exposi¢do a iluminacdo
constante promove aumento na espessura e vascularizacdo da placenta, sugerindo um
amadurecimento precoce desse Orgdo, pois na clinica humana o aumento da espessura e
vascularizagdo, dentre outros fatores, sdo indicios do amadurecimento placentario, como parte
de um processo natural, porém devem ser distinguidas das patologias, pois modificacdes
macroscopicas e microscopicas tém sido associadas a gestagdes complicadas, principalmente
no parametro espessura, sugerindo uma relacao entre a precocidade placentéria e o declinio de
sua fun¢do [41,42]. Assim, podemos concluir que a iluminag¢do constante promove alteragdes
morfologicas e morfométricas na placenta de ratas podendo acarretar reducdo funcional e
conseqiientemente restricdes ao crescimento fetal. Essas alteracdes podem ser abolidas pela

reposi¢do de melatonina.
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Figl. A- Disco placentario de rata do grupo I: labirinto (L), trofospongio (Tg) e Célula

trofoblastica gigante (CTg). Barra = 200um. B- Labirinto contendo vasos maternos (setas
curtas), vasos fetais (setas longas) e Trofoblasto sincicial (Ts). Barra = 100um. C e D —
Detalhe do Trofospongio (Tp) e células trofoblasticas gigantes (setas), respectivamente.

Barras = 25um. Coloragao H.E.
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Fig. 2. A- Trofospongio (grupo II): células apresentando acentuada vacuolizacdo (setas).

Barra = 25um. B- Labirinto (grupo III): vasos maternos (Vm), vasos fetais (setas longas) e
Ttrofoblasto sincicial (Ts). Barra = 100um. C- Células trofoblasticas gigantes (CTg)
apresentando hipertrofia. Barra = 25um. D- Disco placentario (grupo IV): labirinto (L),
trofospongio (Tp) e células trofoblasticas gigantes (CTg) como morfologia semelhante ao

controle. Barra = 200um. Coloragdo H.E.
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Tabela 1: Histoquimica do disco placentdrio nos grupos experimentais. Reagdo intensa (++),

moderada (%) e fraca (+).

GI GII GIII GIvV

Fibras colagenas ++ ++ ++ ++
Fibras elasticas + + + +
Fibras reticulares + + + +
GAGsS acidas + + + +

Tabela 2: Média (um) e desvio padrdo da area total do disco placentirio nos grupos

experimentais

GI GII GIII GIV F'

694,45+26,87a 745,55+19,72a  871,40£56,31b  622,63+53,44a  5,402%°%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

Tabela 3: Média e desvio padrdo dos elementos constituintes da regido do labirinto do disco

placentério nos grupos experimentais.

GI GII GIIl GIV FX

VM  0,19+0,16a 0,16 +0,18a 1,61+ 1,16b 022 + 0,252 4,950018
VF 44,66 + 4,4a 44,22 +3,40a 50,53 £7,75b 41,36 £4,38a  32,38%0

TS 5391+4,32a  5250+293a  4431+427b  50,97=1,03a 70,52

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

VM = vasos maternos; VF = vasos fetais e TS = trofoblasto sincicial.
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Tabela 4. Média e desvio padrio dos elementos constituintes da regido do trofospongio e

células trofoblasticas gigantes.

GI GII

GIII GIV FF

CT 10,91+1,30a 9,58 £0,96a
TS 0,82 +£0,23a 0,95 + 0,40a

CTG  7,85+0,40a 6,35+ 3,60a

10,34 = 1,87a 8,85+ 3,62a 2,615 005®
1,08 + 0,36a 1,23 £0,04a 6,101 0,0657

13,26 £0,25b 8,57+2,17a 17,052 00001

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

CT = células trofoblastica; TS = trofoblasto sincicial e CTG = célula trofoblastica gigante
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Resumo

A presente pesquisa objetivou analisar o efeito do fotoperiodo por 60 dias, sobre a
histogénese hepatica em ratos neonatos. 20 ratas albinas foram submetidas aos seguintes
tratamentos: 12hL/12hE por 60 dias, ¢ acasaladas em seguida (GI); auséncia de luz por 60
dias, ¢ acasaladas em seguida (GII); iluminacdo constante por 60 dias, ¢ acasaladas em
seguida (GIII) e iluminacdo constante por 60 dias, acasaladas em seguida e tratadas com
melatonina (GIV). O estimulo luminoso foi em torno de 400 lux. A melatonina foi
administrada na agua (400 mg/mL de etanol). Os resultados demonstraram no figado uma
delgada capsula de tecido conjuntivo, a presenga de veias com diversos calibres, hepatocitos

volumosos em torno da veia centro lobulares, além da presencga de células hematopoéticas e
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capilares sinusoides, caracteristicas essas, comuns aos neonatos dos grupos I, II e III. Vale
salientar, que as fémeas do grupo IV ndo obtiveram sucesso na gestacao. A reagdo pelo P.A.S.
foi positiva nos figados dos neonatos. Além disso, ndo houve diferengas estatisticas entre as
médias do peso dos neonatos (PN). Em contra partida, a quantidade de células de Kupffer
(CK) foi maior nos animais do grupo II quando comparado com o grupo I e o grupo III. Em
conclusdo, a iluminag@o constante ou a auséncia de luz ndo promove alteracdes morfologicas
no figado de ratos neonatos

Palavras Chave: Pineal, Neonatos, prenhez, roedores, fotoperiodo

1. Introducao

O hormonio melatonina exerce importante fungdo no figado regulando varios processos
fisiologicos nesse o6rgdo, agindo como um antioxidante e eliminador de radicais livres (EI-
sokkary et al., 2000, 2002; Reiter et al., 2000), além de inibir o crescimento de
hepatocarcinomas (Ohta et al, 2003; Okatani et al.,2003; Gong et al., 2003; Blask et al., 2004;
Carrillo-Vico et al., 2005). Segundo Martins et al. (2009) a atividade antioxidante desse
hormoénio ¢ devido a sua natureza lipofilica e hidrofilica, sua habilidade para passar todas as
bio-barreiras com facilidade, e a sua disponibilidade para todos os tecidos e células.

Estudos relatam a presenga de receptores da melatonina tanto na membrana plasmatica,
como na carioteca das células hepaticas (Pablos et al.,1995; Naji et al. 2004). Além disso, de
acordo com Menendez-Pelaez et al. (1993), os receptores para melatonina sdo elevados
especialmente no nucleo e nas mitocondrias.

Sabe-se que a melatonina materna estd envolvida nas fungdes fetais, pois atravessa a
placenta, influenciando assim o fotoperiodo pré-natal através dos receptores deste hormoénio
em diversos tecidos e mediando as interagdes funcionais fisiologicas fetais, principalmente o

status hormonal em neonatos (Yellon e Longo 1988; Mcmillen et al., 1989; Helliwell e
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Williams 1994; Goldman, 2003), em um numero variado de espécies como ratos, ovelhas,

primatas e humanos (Bishinupuri e Haldar, 2001).

Durante a gestagdo, a mae gera sinais que permitem que o feto perceba o comprimento
do dia, assim como a fase do ciclo claro-escuro, pois estudos realizados em diversas espécies
de mamiferos mostraram que, durante a vida fetal, o nicleosupraquiasmatico (NSQ) materno
funciona como um relogio bioldgico oscilando em fase de tempo com a luz ambiente (EI-
Sokkary et al.,2006). Além disso, Stetson et al. (2000) relatam que a condic¢do fotoperioddica
experimentada pela mae, especialmente durante a gestagdo ¢ comunicada ao feto estimulando
ou inibindo a atividade da glandula pineal.

Zhao et al. (2002), em estudos com fémeas de carneiros pinealectomizadas ou
submetidas a iluminac¢do constante demonstraram um atraso do crescimento corporal dos
neonatos ¢ aumento do estresse oxidativo, pois durante este periodo os filhotes estavam em
déficit de melatonina materna, além do seu proprio ritmo de melatonina ainda ndo estd
estabelecida. Isso ocorre porque o ritmo de melatonina no feto ¢ estabelecido apos 1 semana
ou 10 dias pds-natal. Devemos mencionar ainda que durante a gestacdo o figado medeia a
secrecdao de anions organicos enddgenos e exodgenos, bem como sulfato de esteroides, onde a
placenta facilita a transferéncia desses solutos do feto para a circulagdo materna (Serrano et
al., 2002; St-Pierre et al., 2004).

Considerando que as pesquisas sobre a informag¢do da transferéncia materna
fotoperiddica em mamiferos indicam que o fotoperiodo diario percebido pela mae, durante a
gestacdo, ¢ comunicado ao feto pela placenta a presente pesquisa investigou a hipotese de que
ratas prenhas submetidas a iluminacdo constante ou auséncia de luz por 60 dias, pode

provocar alteragdes na histogénese hepatica nos neonatos.
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2. Material e Métodos

Foram utilizadas 20 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de idade,
virgens, pesando aproximadamente 180 + 200g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. As fémeas foram mantidas em gaiolas, com alimentacdo e agua ad libitum,
temperatura de 22°C + 24°C e iluminacdo artificial com lampadas fluorescentes (marca
Phillips, modelo luz do dia, 40 W), que estabeleceu o fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas

escuro, considerando o periodo de luz das 6:00 as 18:00 horas.

Ap6s um periodo de adaptagdo, foram colhidas as secre¢des vaginais para a
determinagdo do ciclo estral. As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram
divididas, ao acaso, em quatro grupos: Grupo I - ratas mantidas em ciclo claro/escuro de 12/12
horas por 60 dias, e acasaladas em seguida (controle); Grupo II - ratas mantidas em auséncia de
luz por 60 dias, e acasaladas em seguida; Grupo III - ratas mantidas em iluminacdo constante
por 60 dias, e acasaladas em seguida; Grupo IV - ratas mantidas em iluminacdo constante por

60 dias, e acasaladas em seguida e tratadas com melatonina.

2.1 Auséncia de Luz
A auséncia de luz foi obtida utilizando-se uma sala de aproximadamente 3m?2,
totalmente vedada para ndo permitir a entrada de luz, onde as fémeas permaneceram nas

mesmas condi¢des de temperatura do grupo controle.

2.2 Estimulo Luminoso Constante
Foi obtido utilizando-se uma caixa de madeira com area 0,5 m’, com frestas para

permitir a ventilagdo, contendo duas lampadas fluorescentes, marca PHILLIPS, de 40 W, as
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quais forneceram luminosidade adequada e suficiente, em torno de 400 lux. Esta caixa
permaneceu durante todo o experimento dentro do biotério a uma temperatura de

aproximadamente 22°C, contendo os animais dos grupos IIl e I'V.

2.3 Tratamento com melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) foi administrada a 4gua dos bebedouros em
frascos ambar, das 19:00 as 7:00 horas, aos animais do grupo IV. Durante o dia foi feita
restricao hidrica (Trentini et al., 1992; Teixeira et al., 2002). A solugdo de melatonina foi
preparada diariamente dissolvendo-se 400 mg de melatonina cristalina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Mo., USA) em 1 mL de etanol absoluto, e esta solucao diluida posteriormente em
um litro de 4gua de torneira. As ratas dos grupos GI, GII e GIII foram administrados a mesma

concentracdo de solucdo de etanol na 4gua dos bebedouros.

2.4 Analise Morfologica e Histoquimica do Figado dos Neonatos

Para a analise morfoldgica do figado, cinco fémeas de cada grupo foram acompanhadas
durante toda a gestacdo (21 dias) até o nascimento dos filhotes, os quais foram eutanasiados
para a colheita do figado, que foi fixado em Bouin por 48 horas. Apos esses procedimentos,
os figados foram clivados, obtendo-se fragmentos, os quais foram desidratados em alcool
etilico (concentragdes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em
parafina. A seguir, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica® RM 2035)
ajustado para 3 um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas previamente
untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C,
durante 24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia, os cortes foram submetidos a

técnica de coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E) e Acido Periodico de Schiff (P.A.S),
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analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS® BX-49 e fotografados em
fotomicroscopio OLYMPUS® BX-50.
2.5 Analise Morfométrica do Figado

O estudo morfométrico foi realizado segundo a metodologia descrita por Engelman et
al. (2001). Foi determinada a quantidade de células de Kupffer em preparagdes coradas pela
hematoxilina-eosina, nas quais se pode evidenciar o nticleo alongado e caracteristico das
células em relagdo aos nucleos volumosos e arredondados dos hepatdcitos. Utilizou-se uma
quadricula com 100 pontos-teste, colocada sobre os cortes das preparacdes histologicas
coradas pelo Hematoxilina-eosina. A contagem foi feita em cinco ladminas de maneira que
foram contados 10 campos aleatorios, utilizando-se a objetiva de 40x, perfazendo um total de

5.000 pontos por grupo.

2.8 Andlise Estatistica
A andlise estatistica dos resultados morfométricos foi realizada no programa
computacional InStat (Stat Soft, 2001). Para analise dos resultados realizou-se métodos nao-

paramétricos de Kruskal-Wallis (p=>0,05).

3. Resultados

3.1 Analise Morfologica e Histoquimica

No figado foi evidenciada externamente uma delgada capsula de tecido conjuntivo.
Ainda nesse orgdo, verificou-se a presenca de veias com diversos calibres, hepatocitos
volumosos em torno da veia centro lobular, além da presenca de células hematopoéticas e

capilares sinusdides (Figs. 1A e 1B). Essas caracteristicas foram comuns aos neonatos dos
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grupos I, IT e III. Vale salientar, que as fémeas do grupo IV ndo obtiveram sucesso na

gestagdo. A reacdo pelo P.A.S. foi positiva nos figados dos neonatos (Figs. 1C e 1D).

3.3 Peso dos neonatos e analise morfométrica do figado

Nao houve diferengas estatisticas entre as médias do peso dos neonatos (PN) (Tabela
1), nimero dos neonatos (RN) (Tabela 2), quantidade de capilares sinusdides (CS) (Tabela 3)
e células hematopoéticas (CH) (Tabela 4). Em contra partida, a quantidade de células de
Kupffer (CK) foi maior nos animais do grupo Il quando comparado com o grupo I e III

(Tabela 5).

4. Discussao
O figado é um orgdo envolvido nos processos metabdlicos de destoxificagdo, sendo
equipado por uma variedade de enzimas antioxidantes (Kireev et al., 2007). Durante a
prenhez, o figado ¢ acompanhado por um aumento da atividade metabolica e um aumento de
oxigénio tecidual tanto na mae quanto no feto (Sainz et al., 2000). Dessa forma, o resultado da
analise morfologica demonstrou que o figado dos neonatos apresentou caracteristicas
histologicas semelhantes nos grupos I, II e II1. Isso pode esta relacionado com o fato de que a
melatonina exerce um papel protetor sobre esse orgdo, pois segundo Ostondag et al., (2000);
Nava et al., (2000); Luo et al., (2004); Zhang, et al., (2006), a melatonina tem funcdo de
prevenir danos produzidos por agentes oxidantes ou processos inflamatorios no figado.
Deve-se ressaltar ainda que estudos ontogénéticos relatam que a sintese de melatonina
pela glandula pineal de filhotes de ratos ndo aparece até a segunda semana apds o nascimento
(Stehle et al., 1995; Laazko et al., 1996). Em contrapartida, de acordo com Rowe ¢ Kennaway

(2002), a melatonina foi detectada na glandula pineal dos filhotes cinco dias apoés o
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nascimentos, sendo estes capazes de metabolizar o hormdnio, o qual aumentou
significativamente durante o desenvolvimento. Esses mesmos autores relatam que a
significativa diferenca no nivel de melatonina entre o dia e a noite s6 foram observadas apds o
quinto dia de vida e que a circulacdo da melatonina nos filhotes pode ser aumentada apos a
ingestdo de leite, que seria outra forma de passagem desse hormdnio para os neonatos. No
entanto, as fémeas do grupo IV ndo obtiveram sucesso na gestacdo. Sabe-se que a
pinealectomia, a iluminagdo constante ou associacdo destes fatores induzem uma reducao do
numero de blastocistos implantados em ratas além de inibir o desenvolvimento dos locais de
implantacdo (Haldar e Yadev, 2006). Em adicdo, Alipreeta (2000) relata que a pinealectomia
seguida de alta dose imediata de melatonina ndo mantém a gravidez em morcegos frugivoros.

Estudos realizados por Rai; Haldar (2003), demonstram que a administracdo exogena
de melatonina em roedores afeta o ciclo estral e reduz a fertilidade, aparentemente pela
supressao do horménio luteinizante, impedindo assim a ovulacdo. Em ratos machos, a
administracdo de melatonina na dose de 100 pg/dia, de 15 a 20 dias, exibe progressdo
anormal da espermatogénese, diminuicdo da habilidade das células de Leydig para produzir
progesterona e diminuicdo de horménio luteinizante. Em adigdo, Jankovick et al., (1999)
relata que a administracdo oral de melatonina estd associada com o tempo e com a
potencialidade com a qual o animal é exposto. Isso indicaria que a melatonina, pode ter uma
fun¢do importante na viabilidade de implantagao do blastocisto e no processo de formagdo da
placenta desses animais, o que explicaria a nao prenhez dos animais do grupo I'V.

Em relagdo a analise histoquimica, a reacdo pelo P.A.S. foi positiva no figado dos
neonatos. De acordo com Seraphin et al., (2000), células hepaticas submetidas ao meio de
cultura, na presenga ou auséncia de melatonina, ndo apresentaram diferencas quanto ao
conteudo de glicogénio. No entanto, ratos pinealectomizados apresentam diminuigdo da

glicogenogénese hepatica e aumento de corticosterona plasmatica ao longo do dia, o que pode
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esta envolvido na alteracdo de sensibilidade tecidual & insulina (Scalera et al., 2000). Em
contrapartida, ratos submetidos ao tratamento com melatonina evidenciam um aumento do
conteudo de uma proteina transportadora de glicose, com conseqiiente aumento da
sensibilidade tecidual a essa substancia (Seraphin et al., 2000). Contudo, Rowe e Kennaway
(2002) relatam que os efeitos da melatonina s6 sdo detectados nos neonatos apds o quinto dia
de vida, o que explicaria a reagao positiva do P.A.S. nos grupos.

Na andlise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre as médias do peso dos
neonatos, do nimero dos neonatos, quantidade de capilares sinusoéides e quantidade de células
hematopocéticas. De acordo com El-Sokkary et al., (2006), o fotoperiodo ndo provoca
diferencas significativas no peso e nimero dos neonatos. Esta explicacdo ¢ reforgada por
Jankovick et al., (1999), que demonstra que animais neonatos na presenca ou auséncia de
melatonina ndo afetam o seu crescimento, sua viabilidade e o seu desenvolvimento
morfoldgico. No entanto, a andlise morfométrica referente a quantidade de células de Kupffer
(CK) foi maior nos animais do grupo Il quando comparado com o grupo I e com o grupo III.
Este resultado pode estd relacionado com o fato de que o figado ¢ um oOrgdo altamente
responsivo a a¢do do hormonio melatonina, pois estudos realizados por Engelman et
al.,(2001) relatam que animais tratados com melatonina ou submetidos a auséncia de luz
apresentaram um aumento no numero das células de Kupffer em decorréncia da atividade
antioxidante da melatonina como forma de defesa do organismo, tendo em vista sua funcao
imunomodulatoria. Em adi¢do, quando ratos sdo tratados com melatonina na dose de
10mg/kg, apresentam dilatacdo sinusoidal e aumento das células de kupffer (Baykara et al.,
2009), o que explicaria o resultado observado nos animais do grupo II. Assim concluimos
que a exposicdo ao iluminagdo constante ou auséncia de luz antes e durante a gestacdo ndo

afeta a histogénese hepatica nos neonatos.
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Figura. 1: Figado de neonatos: (A) Grupo I. H.E. = 107X. (B) Grupo III. H.E. + 428X. (C)

Grupo III. PAS. + 107X. (D) Grupo II. £ 107X. VC — veia centro lobular; CH — célula

hematopoiética; Setas longas — sinusdides; Setas curtas — hepatocitos.




Tabela 1: Média e desvio padriao do peso dos ratos neonatos.

GI GII GIII F*

PN  6,10+0,29a 6,20 + 0,09a 6,08+0,12a 1,26 "%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

Tabela 2: Média e desvio padrao do numero de ratos neonatos.

GI GII GIII F'

RN 13+1,48a 11+1,30a 11+1,30a 4,40 01104

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

Tabela 3: Média e desvio padrao dos capilares sinusdides presentes no figado dos ratos

neonatos.

GI GII GIII F'

CS  29,74+1,14a 30,02 + 1,44a 30,16+ 1,17a 0,39 %%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

Tabela 4: Média e desvio padrdo das células hematopoéticas presentes no figado dos ratos

neonatos.
GI GII GIII Fr
CH 2,68 £0,39a 2,80+ 0,33a 2,78 +0,32a 0,31 08526

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).
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Tabela 5: Média e desvio padrdo das células de kupffer presentes no figado dos ratos

neonatos (1° dia de vida).

GI GII GIII FF

CK 17,2 +2,79 24,66 + 2,96b 20,72+ 1,652 9,86"%°

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

52



