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RESUMO

Os ritmos circadianos s&o funcdes ciclicas importantes na orientacéo
temporal do animal em relagdo as estratégias reprodutivas a serem adotadas
ao longo do ano. O principal ritmo utilizado para a sincronizagdo com o meio
€ o ritmo claro-escuro ou fotoperiodo. Um dos componentes importantes
desse ritmo é a glandula pineal que faz a transdugéo do estimulo fético em
secrecao hormonal de melatonina. Esta informa a érg&os alvo como o nudcleo
supraquiasmatico e hipofise, que emitem sinais neurais ou hormonais que
sincronizam o comportamento, inclusive o reprodutivo, que depende do
fotoperiodo. Neste trabalho estuda-se a influéncia da luz no comportamento
de lactacdo e no desenvolvimento pds-natal de crias de ratas Wistar
submetidas a procedimentos que alteram a percepgéo de sinais luminosos. As
ratas, obtidas no Biotério do Centro de Biologia da Reproducéo da UFJF, no
20° dia de gestacdo, foram submetidas & pinealectomia, seccdo de nervo
6ptico, pinealectomia + secgédo de nervo éptico e & exposicdo constante a luz.
Os controles foram constituidos de operagdes simuladas e um grupo de ratas
da colonia, expostas as condigdes normais de criagdo. Avaliaram-se as
condigGes clinicas maternas, os indices de mortalidade materna e o consumo
de ragdo. Entre as crias procedeu-se a pesagem nos dia do nascimento, ao
5% 14° 25° anotac&o de mortes nos mesmos dias e a avaliagdo da ingesta de
leite no 14° dia, pelo método de diferenca de peso corporal antes e apas 30
minutos da mamada. Os resultados indicam que a alteragdo da
fotoperiodicidade materna afeta o desenvolvimento das crias, acarreta maior

indice de mortalidade entre elas e causa retardo na puberdade.
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SUMMARY

The circadian rhythm comprises cyclic functions important for the
animal temporal orientation regarding the reproductive strategies to be
adopted along of the year. The principal rhythm used for the synchronization
with the environment is the light-dark rhythm or photoperiod. One of major
components of this rhythm is the pineal gland, wich is responsible for the
transduction of the photic stimulus into the hormonal secretion of melatonin.
Melatonin stimulates target organs such as the suprachiasmatic nucleus and
the pituitary gland to send behaviour-synchronizing-neural and hormonal
signals, wich synchronize the photoperiod-dependent-reproductive behaviour.
In the present work, the study of light influence in the lactation behaviour and
the post-natal development of Wistar rats ( Rattus norvegicus, BERKENHOUT,
1769), offsprings was carried out, using mothers that had been submitted
procedures wich interfered with then perception to light. 20-day-pregnant
Wistar rats, obtained from the CBR vivarium of UFJF, underwent pinealectomy,
section of optic nerve, pinealectomy and optic nerve section and constant
exposure to light. The control animals underwent simulated operations and
another group of female rats from the colony were kept under normal conditions
of case. The clinic maternal conditions, the maternal mortality indices and
food consumption were analysed. The offsprings were weighed on the birth, 5,
14 and 25" days, and the deaths observed in these days were noted. Milk
consumption on the 14™ day was also analysed by comparison of body weight
30 min before and after feeding. The results indicate that the alteration of the
maternal photoperiodicity affects the development of offsrings, increases  the

mortality rate. among them and causes puberty delay.
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1. INTRODUGCAO

Os padrées de reagdo de um animal as solicitacbes do meio sdo o
resultado de processos evolutivos originados pela selecdo natural, tendo como
manifestagéo o que & denominado de comportamento, este é mediado pelos
dois sistemas integradores, o sistema nervoso e o sistema enddcrino
proporcionando as bases fisiologicas do comportamento. Os neurdnios
mediam respostas adaptativas rapidas, pré-programadas e os horménios
afetam o comportamento controlando o “status’ fisiolégico ideal para o
desenvolvimento do organismo e adaptacdes continuadas. Ambos o0s sistemas
séo integrados e funcionam dentro de ritmos bioldgicos (VILLEE, WALKER,
BARNES, 1985).

Os ritmos circadianos sdo fungdes ciclicas com periodicidade de cerca
de 24 horas, gerados por fatores enddgenos e exdgenos. O fator exdgeno
mais importante é o ritmo de luz e escuridédo (MOORE, 1990, ).

A evolugdo organica desenvolveu varias fungbes adaptativas,
fundamentais no ritmo claro-escuro assim como, ciclo vigilia-sono, secrec¢édo de
adrenocorticoides, temperatura corporal, ciclos de secrecdo de hormonios
hipofisarios, dentre estes a prolactina, e o ciclo de secregcdo da glandula
pineal. Com a remogdo do estimulo visual os ritmos continuam, porém com
periodos diferentes, o que indica que ndo sdo dependentes unicamente do
ciclo claro-escuro.

A organizagdo temporal dos processos fisiolégicos e do
comportamento, inclusive o reprodutor, ocorre por efeito de um sistema de

sincronismo circadiano que consta de 3 componentes principais:

1. Componente visual composto de fotorreceptores que emitem vias
aferentes ao trato retino-hipotalamico e geniculo-hipotalamico.
2. Marca-passos hipotalamicos, que geram os sinais do ritmo

circadiano.



3. Vias eferentes primarias que saem dos marca-passos e v&o aos
sistemas efetores que exercem a fungéo sincronizadora (MOORE,
1992, MENAKER, MOREIRA & TOSINI, 1997; MOORE, 1992, 1992,
1996, 1997).

Afetando toda a fisiologia do animal, estes ritmos bioldgicos também

contribuem para o bom desempenho nos cuidados parentais das crias.

Os cuidados parentais s&o fundamentais para a sobrevivéncia da cria,
principalmente nestas espécies altriciais, ou seja, aquelas que dependem dos
cuidados porque sua prole é pouco desenvolvida ao nascimento (NUMAN,
1994).0 grau de desenvolvimento dos filhotes ao nascimento tem importante
influéncia nos varios graus de cuidados parentais. As crias podem ser
precoces e moveis ao nascer ou ter varios niveis de dependéncia. Todos 0s
filhotes de mamiferos dependem dos cuidados parentais, e o comportamento
materno aumenta a chance de sobrevivéncia da cria até que a maturidade
necessaria seja alcancada.

O comportamento materno € desencadeado por estimulos,
processados pelos transdutores neuroendocrinos, que interagem com o0s
estimulos internos, representados por hormonios, particularmente a prolactina
(NUMAN, 1988, 1994).

Os fatores externos que se relacionam aos padrées de comportamento
envolvem: a temperatura, que ao baixar estimula o comportamento de
construir e reestruturar o ninho quando necessario; sons que emitidos pelas
crias estimulam a lactagdo e outros comportamentos maternos; estimulos tateis
no érgao vomeronasal que desencadeiam o comportamento de recuperagéo
da cria; a luminosidade, determinando os ciclos ambientais e fatores

quimicos como os odores importantes para o reconhecimento das crias
(NUMAN, 1988, 1994).



4. A luz, por participar ativamente no ritmo claro-escuro, € um fator
particularmente significante. Sua agdo é mediadora da funcdo da
pineal (MENAKER, MOREIRA & TOSINI, 1997; REDMAN & FRANCIS,
1998).

A pineal dos mamiferos, que durante o processo evolutivo perdeu seus
fotorreceptores e se transformou numa glandula endécrina, manteve suas
fungbes reguladas pela luminosidade ambiente e transformou-se num
importante transdutor neuroenddécrino (MENAKER, 1985; AXELROD, 1992).

Tem-se atribuido a glandula pineal fungdes relacionadas & produgéo
de hormodnios hipofisérios e esteroidianos (entre outros) e por meio desta
modulacdo, a possibilidade de afetar a reprodugdo (GUYTON,1989).
Demonstrou-se também que a glandula pineal pode inibir a sintese de
prolactina ( ANTON-TAY, 1971) o que associado & sua capacidade de inibir
hormdnios esteroidianos (FORSLING et al,1993: AKIYAMA. MORIYA &
SHIBATA, 1998) poderia indicar sua influéncia sobre o processo de lactacdo e
outros comportamentos maternos.

Sabendo-se que a melatonina - principal horménio produzido pela
glandula pineal - é responsavel pelos efeitos acima mencionados e tem sua
sintese e liberagéo regulada pela luz, pode-se hipotetizar que alteracbes da
percepgdo luminosa possam influir no comportamento materno e na
sobrevivéncia das crias (GUERRA et al., 1973;: GUERRA E ANDRADE, 1975a:
GUERRA & ANDRADE, 1975b).

Neste trabalho pretendeu-se observar se o comportamento materno e

0 desenvolvimento das crias se altera quando:

—_—

Remove-se a pineal.
Seciona-se o nervo optico.

Combina-se a remogéo da pineal com a secgéo do nervo 6ptico.

ol

ExpSem-se as ratas a luz constante.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - COMPORTAMENTO REPRODUTIVO — ASPECTOS FISIOLOGICOS

A comunicacdo interespecifica informando quando o animal esta
pronto para a reproducdo se da por meio de sinais luminosos que estimulam
fotorreceptores (LEON, 1985, MARTINET & ALLAIN, 1985), receptores tateis
(STERN & JOHNSON; 1989 STERN & KOLUNIE, 1989) e olfativos( MAYER &
ROSENBLATT, 1993), sendo os ultimos via ferormonios. Os ferormonios teriam
papel também na aceleragcdo ou retardamento do inicio da puberdade,
enquanto que nos adultos estimulariam o ciclo ovariano e o comportamento do
macho (VANDENBERGH, 1988). Os ciclos estral e menstrual que ocorrem nas
fémeas de mamiferos s&o regulados pela agdo do LH e FSH, e estes pelo
hipotalamo, integrado com mecanismos geradores de ritmos circadianos,
localizados nos nucleos supraquiasmaticos (YEN, 1990;
MOORE,1990,1992,1996,1997; VUILLEZ et al., 1998)

O comportamento reprodutivo de um individuo visa a perpetuacédo de
seus genes, pelo menos na geragao seguinte, e a possibilidade de
sobrevivéncia da espécie. O inicio do comportamento sexual se da na
puberdade, acompanhando o desenvolvimento dos caracteres sexuais
secundarios. Se ele for bem sucedido ocorrera a fecundacéo e a gestagéo
culminara no parto, seguindo-se a lactagdo da cria e seu preparo para o novo
ciclo.

Na maioria dos animais os estimulos recebidos do meio ambiente
como sensagao tatil, umidade, temperatura e luminosidade, geralmente séo
transformados por transdutores neuroendoécrinos em hormonios, que irdo
alterar e desencadear mudancas que, associadas ao relégio biolégico interno,
vao determinar o desenvolvimento psicomotor, ponderal, gonadal e modificar
comportamentos que permitirdo o acasalamento e os cuidados parentais
(SORRENTINO, JAN, SCHALCH, 1970; VILLEE, WALKER, BARNES, 1985;
CORODIMAS, 1993; ROBERTS, XIE & MATHIALAGAN, 1996; KUMAR, 1997).



Os componentes basicos do comportamento materno podem ser
divididos em padrdes direto e indireto. Os padrées diretos sdo definidos pela
atuagéo efetiva da mée sobre o filhote, como a amamentagdo, com funcéo de
fornecer alimento e proteger as crias da perda de calor excessiva e
comportamento de recuperagdo, que € o ato de trazer de volta ao ninho
filhotes que porventura saiam fora dos limites do ninho. Os padrdes indiretos
séo fatores que contribuem para o cuidado com a cria, neles séo incluidos a
construgdo do ninho e comportamento de agressdo materna (BRIDGES, 1990:
CORODIMAS, 1993; MAYER & ROSENBLATT, 1990: FACTOR, MAYER &
ROSENBLATT, 1993; NUMAN, 1994).

O comportamento direto inicia-se com o nascimento da prole e é
dependente de fatores neurais e hormonais. O comportamento indireto recebe
além de interferéncia interna, a influéncia de fatores externos (NUMAN, 1988,
1995). Entre os fatores endécrinos que influenciam o comportamento materno
destacam-se a prolactina e o lactogénio placentario (cujas concentrages
plasmaticas aumentam a partir do final da gravidez), e do estrogénio e a
progesterona que tem uma redugéo brusca no inicio do trabalho de parto, o
que parece dar inicio a padroes fixos de comportamento materno, atuando
como facilitadores do comportamento neural (BRIDGES et al., 1990; MAYER,
AD & ROSENBLATT, 1990; NUMAN, 1990: NUMAN & NUMAN, 1991:
CORODIMAS et al., 1993; McCARTHY, CURRAN & SIEGEL, 1994; NUMAN,
1994).

2.2 - GLANDULA PINEAL.

2.2.1. Embriologia, anatomia e histologia.

A dlandula pineal é conhecida desde a antiglidade ja sendo

mencionada nos estudos anatdomicos de Galeno (THIEBLOT,1947). De longa



data é relacionada a fungbes misteriosas e metafisicas, sendo alvo de estudo
mais dos filésofos que dos anatomistas até o século XIX, quando
PEYTORREAU (apud THIEBLOT, 1947), iniciou a fase de estudos cientificos
sobre a pineal e suas fungbes (THIEBLOT, BERTHELAY, BLAIRE, 1966:
SHORT, 1985).

A pineal tem sua origem embrioldgica partir de um diverticulo
evaginado do tecto do Il ventriculo, partindo da linha média entre a comissura
habenular anteriormente e posteriormente ao o6rgdo subcomissural e a
comissura posterior (WURTMANN, AXELROD & KELLY, 1968; MACHADO,
1993). A diferenciacdo embrioldgica ocorre na fase embriondria, a partir do
espessamento da parede da vesicula diencefélica, até se tornar uma formagéo
sOlida com agregado de células foliculares. A diferenciagéo celular produz
entdo células especializadas, os pinealdcitos, com fungdo neurossecretora
(THIEBLOT, 1947; WURTMANN, AXELROD & KELLY, 1968; AXELROD, 1992;
MACHADO, 1993).

A presenga da pineal ou tecidos compativeis com pinealdcitos aparece
na escala evolutiva a partir dos peixes, nas salamandras, serpentes, algumas
tartarugas e aves e em mamiferos, a pineal € unica sem a presenca do 6rgéo
parapineal (WURTMANN, AXELROD & KELLY, 1968).

Nos vertebrados inferiores a pineal, pode ser considerada como um
sistema composto de duas partes, a pineal ou epifise propriamente dita, sendo
uma estrutura vesicular, e o orgdo parapineal, que se localiza a nivel
extracraniano e superficial, impar e mediano tendo tecidos semelhantes a
fotorreceptores das células da retina, com fungdo sensorial. O 6rgéo
parapineal emite fibras que atravessam forames existentes no cranio e que véao
até a epifise, integrando um circuito de informagédo do ritmo claro-escuro
(WURTMANN, AXELROD & KELLY, 1968, MENAKER, 1985; MACHADO,
1993).

Em mamiferos pineal, epifise ou corpo pineal, € uma estrutura
endécrina com o formato de uma pinha (dai o seu nome), localizada dentro do

sistema nervoso central ao nivel do epitalamo, ou seja, na parte superior e



posterior do diencéfalo, alojada sobre o mesencéfalo, entre os dois talamos,
com sua base inserida por meio de uma curta haste & comissura das
habénulas (RANSON & CLARK, 1968).

E vascularizada por uma rede capilar, organizada pelo parénquima,
formando um eixo central, com seus capilares apresentando fenestracdes e a
caracteristica de néo ter barreira hemoencefalica (WURTMANN, AXELROD &
KELLY, 1968; MACHADO, 1993). O fato de nao ter barreira hematoencefalica
implica, que as trocas de substancias entre os tecidos e os vasos e efetuada
de modo mais rapido e facil. Principalmente no homem a vascularizagdo da
pineal é superada em fluxo apenas pelo rim. (MACHADO, 1993)

A inervacdo € feita por fibras simpaticas pos-ganglionares
provenientes do ganglio cervical superior, do tronco simpético, que sobem
junto com a artéria carétida interna, passando ao longo da superficie do
hipotalamo rente a tenda do cerebelo e entram no apice da glandula como os
nervii coronarii (VOLLRATH, 1985; KLEIN, 1985), e véo terminar proximo aos
vasos e pinealécitos (WURTMANN, AXELROD & KELLY, 1968; VOLLRATH,
1981, MACHADO, 1993). Tendo importante regulacdo na sintese de
melatonina, as terminagdes nervosas estdo bem mais préximas dos vasos que
dos pinealdcitos, sendo liberados os neurotransmissores, principalmente a
norepinefrina ao nivel dos espagos perivasculares e dai difundidos até
superficie do pinealdcito, isto implica que a difusdo pelo espaco perivascular é
que leva o neurotransmissor até o pinealécito (VOLLRATH, 1985: KLEIN,
1985).

Existem ainda as fibras pinealopetais de origem central, que alcancam
a glandula via comissura posterior e habenular. Estas fibras tem origem em
diversas regides do cérebro como os nucleos habenular, paraventricular e
supraquiasmatico, area pre-Optica, amigdala, centros olfatérios, corpo
geniculado lateral e locais de origem das estrias medulares. As fibras
pinelaopetais contém peptideos como a ocitocina, vasopressina, substancia P,

polipeptideo intestinal vasoativo e horménio liberador do hormonio
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luteinizante, porem até hoje n&o foi atribuido uma fungéo significativa a estas
fibras de origem central (MOORE,1996).

Atualmente, com técnicas recentes que utilizam marcadores virais, foi
possivel identificar fibras de inervacdo de origem parassimpatica oriundas do
ganglio esfenopalatino, indo terminar na pineal (LARSEN, ENQUIST & CARD,
1998).

A pineal mostra uma estrutura complexa de tecido conjuntivo,
glandular, vasos e nervos. Os tipos celulares principais sdo os pinealécitos e
os astrocitos, podendo ter arranjo folicular com espacos estreitos ou largos. A
microscopia optica os pinealdcitos sdo corados com as mesmas caracteristicas
das demais células nervosas, mostrando um pericario e um sem nudmero de
processos citoplasmaticos. O citoplasma contém poucos granulos que tém
atribuida a fungéo de armazenar serotonina para efetuar, posteriormente a
conversao em melatonina (VOLLRATH, 1985).

2.3.FISIOLOGIA

2.3.1.- Primeiras observacoes,

Em 1917, Mc CORD e ALLEN (apud AXELROD, 1992), verificaram
que o extrato de pineal bovina clareava a coloragdo da pele de girinos.
THIEBLOT em 1947, confirma experimentalmente a agdo da secrecdo da
pineal nos 6rgdos genitais, LERNER em 1955 (AXELROD, 1992; MACHADO,
1993), identificaram este fator com 5-metoxi-N-acetiltriptamina. Como o
composto clareava a pele dos girinos por agregacdo dos granulos de
melanina, foi batizada como melatonina.

Foi constatado que o efeito da melatonina era alterar o
desenvolvimento gonadal e sua ablagdo levava a um desenvolvimento

acelerado do trato genital (THIEBLOT, 1947), experimentos seguidos com a



administracdo de melatonina confirmam o seu efeito antigonadotréfico (
AXELROD, 1992; MACHADO, 1993).

Em WURTHMAN, AXELROD & CHOU (apud AXELROD, 1992),
mostraram que a pineal bovina na forma de extrato, diminui o peso dos ovarios
e a incidéncia do estro em ratas.

A exposicéo da rata a periodos de iluminag&o continua ou a remogéo
da pineal, aumenta a incidéncia do ciclo estral. As ratas expostas a luz, um
més antes da puberdade aumentam o peso do ovario e a frequéncia do estro
(THIEBLOT, 1947; THIEBLOT, BERTHELAY & BLAIRE., 1966; RELKIN, 1967,
SORRENTINO et al. 1971). Quando injetadas pequenas doses de melatonina,
estas bloqueiam o efeito acima mencionado. A remogdo da pineal também
aumenta o ciclo estral e injegbes frequentes de melatonina inibem resposta a
luz em ratas pinealectomizadas, ou seja diminuem o peso dos ovarios e o ciclo
estral (SIZONENKO et al. 1985).

2.3.2. - Mecanismos de sintese e controle da secrecdo da melatonina.

A agdo da pineal secretando um hormonio que transportado pelo
sangue atua em Orgdos distantes, classificam-na como glandula e a
melatonina em hormonio (AXELROD, 1992). A sintese e a secregéo de
melatonina s&o regulados por mecanismos que envolvem o ritmo de luz e
escuriddo. A luz tem um efeito inibidor na pineal (MACHADO, 1993.). Em
peixes, anfibios e répteis a agdo da luz é direta através do cranio
((WURTMANN, AXELROD & KELLY, 1968). Em mamiferos os circuitos
envolvidos sdo iniciados na retina ao nivel da camada nuclear externa,
deixando a cavidade orbitaria via nervo optico e seguindo até o nucleo
supraquiasmatico, que recebe a informagdo diretamente via trato retino-
hipotalémico e indiretamente via trato geniculo-hipotalamico.

O nucleo supraquiasmatico é considerado o principal gerador de ritmos

no sistema nervoso central, sendo a area que recebe informagdes e emite
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eferéncias para diversos locais onde serdo processadas as informaces. A
forma tridimensional do nicleo supraquiasmatico pode variar de acordo com a
espécie porem sua simetria bilateral € constante e universal aparecendo nos
primeiros vertebrados, e permanece praticamente inalterada ao longo da
evolugdo organica das espécies. Esta localizado préximo ao Ill ventriculo,
acima do quiasma Optico. Histologicamente néo existem diferencas entre seus
neurdnios com os de outros nticleos vizinhos. Recebe aferéncias provenientes
de varios locais do sistema nervoso central, porém sua aferéncia principal é o
trato € o trato retino-hipotalamico ( TUREK & van CAUTER, 1988:
MOORE, 1990, 1992, 1996, 1997; LEANDER, VRANG & MOLLER, 1998). O
transmissor que atua na mediag&o quimica no trato retino-hipotalamico é o
glutamato, enquanto no trato geniculo-hipotalamico é o GABA e o
neuropetideo Y. O nucleo supraquiasmatico recebe ainda inervacéo
serotoninérgica dos nucleos medianos da rafe e melatonina da pineal, que
prove o nucleo supraquiasmatico de informagdes ritmicas de origem no fotica
(ESBERARD, 1980; NUMAN, 1990; NUMAN & NUMAN, 1991: MACHADO,
1992; AKIYAMA, MORIYA, SHIBATA, 1998). Ainda tem neurdnios que utilizam
como neurotransmissores o peptideo intestinal vasoativo, somatostatina e
acetilcolina.

Do nicleo subraquiasmético partem fibras simpaticas descendentes
que farao sinapse na coluna intermédio lateral da medula cervical baixa e
toracica alta, onde estdo os neurdnios eferentes pré-ganglionares do sistema
nervoso simpatico. Os axonios dos neurdnios simpaticos deixam a medula
pelas raizes ventrais e passam ao tronco simpatico via ramos ventrais dos
nervos espinhais e ramos comunicantes brancos, penetrando no tronco
simpatico. O tronco simpéatico é uma cadeia emparelhada de agregados
celulares em posi¢do anteromedial da coluna vertebral, com diversas fibras
nervosas conectadas em arranjo longitudinal. O génglio cervical superior esta

situado na face ventral dos processos transversos das primeiras vértebras
cervicais (BRODAL, 1979).
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As fibras do ganglio cervical superior, sdo responséaveis pela inervagéo
de estruturas intracranianas, de pescogo e face. Tem importancia enddcrina
uma vez que vao terminar em érgdos como a pineal, tiredide e paratiredide,
corpos carotideos, pituitaria e eminéncia média. A resseccdo do ganglio
cervical superior, afeta a pineal tendo como consequéncia a supressdo de
suas fungbes (CARDINALLI et al. 1997).

Outros efeitos no sistema endocrinoldgico sdo vistos como resultado
de sua inervagéo da tiredide e de fibras que vdo a nivel central pelas
projecoes ascendentes que emite para a eminéncia média, tendo entdo
atuagao direta nos ciclos reprodutivos uma vez que além da pineal interfere
também de modo supressivo no eixo hipotdlamo-hipéfise-tiredide. A
degeneracéo Walleriana que se segue a retirada do ganglio cervical superior
induz a um aumento temporéario da prolactina e ACTH, além de ter efeito
depressor sobre o FSH, LH e GH (WURTMANN, AXELROD & KELLY, 1968:
CARDINALI & ROMEO, 1990, FORSLING et al. 1993).

A liberag&o de noradreanlina pelas fibras simpaticas provenientes do
GCS, leva a regulagéo fotoperiddica primaria da pineal, agindo ao nivel dos
adrenoreceptores a1 e 1, aumentando a ativagdo do AMP ciclico mediado
pelos receptores p1, potencializando maior fluxo de Ca2++ e fosfatidilinositol,
e a sintese de prostagiandinas e leucotrienos pela ativagéo dos receptores a1.
Fibras pinealopetais podem participar também do controle da secregdo da
pineal, estas contem varios neuropeptideos e aminodcidos como o &cido
gamaminobutirico (GABA), glutamato e aminas biogénicas como a acetilcolina.
Ainda pode existir um controle secundério da pineal mediado via horménios
com os receptores situados ao nivel dos pinealdcitos ou em outros niveis da
via pinealopetal para modular o controle ambiental da secrecdo de melatonina
(CARDINALLI, et al., 1987) (Figura 1).

A acgédo da luz na pineal interferindo na sintese de melatonina é
explicada pela estimulagéo da retina e condugéo do estimulo pelos tratos
retino-hipotalamico e geniculo-hipotalamico (MOORE, 1992). Estes tratos

estimulam o hipotalamo em sua porgdo mediobasal, sendo sua integridade



fundamental para a transdugdo do estimulo fotico em enddcrino
(SORRENTINO, 1971, AXELROD, 1992, MACHADO, 1993, MOORE, 1990,
1992, 1996, 1997). Quando o ganglio cervical superior é removido ou os
animais sdo cegados o efeito da luz na atividade e efeito do estro, € abolida.
Isto mostra que a luz diminui a incidéncia de estro via agdo na retina,
estimulando as vias adrenérgicas do ganglio cervical superior, que induzem a
producéo de N-acetil-transferase a ativar a serotonina, que é convertida na N-
acetil-serotonina, e esta em melatonina pela HIOMT, posteriormente liberada
no sangue e indo atuar nos orgaos alvo (NAMBOODIRI et al., 1984; LIU, B. et
al.,, 1991; VANECEK, 1991, LIU, C. et al., 1997). Por ter estas interactes a
pineal é considerada como transdutor neuro-endécrino, convertendo impulsos
externos em liberacao hormonal (AXELROD, 1992).



Figura 1. Trajeto da luz até a Pineal.
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Os niveis de serotonina em pineal de rato tem seu pico de oscilagéo
ao meio-dia, diminuindo sua concentragdo durante a noite. O ritmo da
serotonina dia/noite permanece constante na escuridéo, porém é abolido em
ratos sob regime de iluminagdo constante (AXELROD, 1992). Estes
experimentos mostram que o ritmo endoégeno de serotonina € circadiano e
dependente da luminosidade do meio. Quando ocorre denervagao do ganglio
cervical superior bilateralmente, também ¢é abolido o ritmo da serotonina. Isto
atesta que o ritmo circadiano da serotonina na pineal de rato é gerada por um
marca-passo no cérebro, mediada por sincronizadores ligados ao sistema
nervoso autdnomo (AXELROD, 1992, MOORE, 1996).

O sistema de sincronismo circadiano € um conjunto de estimulos cuja
funcdo € a organizagdo temporal dos processos fisioldgicos e do
comportamento dentro dos padrdes circadianos, existindo trés componentes

principais:

1. Componente visual — Fotorreceptores da retina que emitem vias
aferentes: trato retino-hipotalamico e trato geniculo-hipotalamico.

2. Marca-passos — Geram os sinais do ritmo circadiano, sendo o principal
0 nucleo supraquiasmatico .

3. Vias eferentes primarias — Saem dos marca-passos e v&o aos sistemas
efetores que exibem a fungdo sincronizadora (MOORE, 1992;
MENAKER, MOREIRA & TOSINI, 1997).
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O sistema de sincronismo circadiano funciona sob controle de um
marca-passo com interligagbes com diversas vias aferentes e eferentes. As
aferentes como o trato retino-hipotalamico e geniculo-hipotalaminco tem
atuacdo de modo distinto ao nivel do nicleo supraquiasmatico. O trato retino
hipotalamico € o mais importante e termina no nucleo supraquiasmatico em
sua porcéo ventrolateral, onde faz sinapses com arranjos assimétricos com os
neurbnios do nudcleo de modo, predominantemente, glomerular. O
neurotransmissor envolvido parece ser o glutamato.

O sistema de sincronismo circadiano estabelece uma organizacédo
temporal para a regulacdo homeostatica e comportamental, onde permite que
expressao do comportamento adaptativo. O nucleo supraquiasmatico parece
ser o principal marca-passo cerebral, O nucleo supra quiasmatico tem duas
subdivisbes, a ventrolateral que recebe a maioria das fibras do trato retino
hipotalamico e tem como caracteristica ter neurénios que contém peptideo
intestinal vasoativo e uma porgéo dorsomedial que recebe fibras esparsas
proveniente da retina e contém neuronios produtores de vasopressina. Por ter
como principal neurotransmissor o GABA, infere-se que a agdo do nucleo
supraquiasmatico seja inibitéria. As principais eferéncias do nucleo
supraquiasmatico sdo para a regido anterior do hipotalamo, na regido
conhecida como zona supraventricular. Existem outras conexdes do nucleo
supraquiasmatico com diversas areas do hipotalamo que vao ligar o diencéfalo
e o sistema nervoso autbnomo com as reacgbes de sincronismo e ritmos
circadianos ( MOORE, 1992; REITER, R.J., 1993, 1995: MOORE, 1996; HILL
et al., 1996). As correlagbes entre a pineal e 0s neurotransmissores
hipotalamicos é complexa e envolve varias vias dentro hipotalamo conectando
0 sincronismo ambiental com o hormonal, traduzindo o fotoperiodo em
resposta hormonal (VANECEK, 1991). O sitio de agdo da melatonina abrange
o hipotalamo e a hipdfise anterior, ao nivel celular atua na membrana
plasmatica com receptores especificos para sua ligagéo inibindo o acimulo de
AMP ciclico e GMP ciclico, assim como a sintese de diacilglicerol e a

liberag&o de acido aracdonico ao nivel da fenda sinaptica (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 Figura 2. Sintese da melatonina.



A\ escuriddo libera
0 processo de
producao da
melatonina

Figura 3. Sintese da melatonina apds exposicéo a escuridéo.
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2.3. 3 - Pineal e Reproducéo.

O efeito antigonadotroéfico da a melatonina, sobre as gbnadas € sabido

desde os primeiros experimentos sobre a pineal. Ao longo dos anos tem sido
procurado o modelo fisiologico que explique as interligagdes complexas entre
os ritmos biolégicos e a sincronizagdo exercida pela luz no nucleo
supraquiasmatico em todos os vertebrados, ndo somente no ambito de ritmo
diario (circadiano), mas também quanto aos ritmos semanais (circaseptano),
mensais (circatrigitano) e anuais (circanual). A fertilidade o comportamento
reprodutivo e o comportamento materno s&o intrinsecamente ligados aos
periodos da natureza e o animal deve ser informado de qual é a época certa
para o acasalamento e a reprodugéo (WURTMAN, AXELROD & KELLY, 1968;
TUREK & van CAUTER, 1988; BINKLEY, 1993; REITER, R.J., 1993, 1995;
REUSS, 1996; HILL, 1996; SHEPHARD & SHEK, 1997; WALLEN, E.P., 1987;
VUILLEZ, P. et al., 1998) .
O eixo hipotalamo-hipofisario tem fundamental importancia no que se refere a
regulacéo das fungdes reprodutivas. O hipotalamo recebe conexdes de todo e
encéfalo e tem estreita ligacdo com a vida vegetativa, € uma estrutura que
pouco se alterou ao longo da evolugéo dos mamiferos e dai a sua ligagdo com
o sistema limbico e a reprodugdo (BONNEFOND et al., 1989, MOORE, 1990,
1992, 1996, 1997)

Os neurdnio do hipotalamo que tem maior importancia do ponto de
vista neurossecretor sdo sistemas magnocelular e parvocelular. O sistema
parvocelular secreta hormonios para circulagéo porta da hipoéfise de onde iréo
estimular a sintese de gonadotrofinas. O sistema parvocelular emite eferentes
para a area mediobasilar do hipotalamo. Ao sistema parvocelular estdo ligados
os sistema de produg&o do hormdnio secretor de gonadotrofinas e o sistema
tubero-hipofisario de neuronios dopaminérgicos. O transdutor hipotalamico
localizado ao nivel de sua porgdo mediobasal integra os fatores neurais e

hormonais e traduz em um sinal oscilatério que finalmente resulta na liberacéo
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do hormdnio secretor de gonadotrofinas, que iré& modular a liberacdo de
gonadotrofinas pela hipdfise.

A melatonina atua nas fung¢des ciclicas do eixo hipotalamo-hipofisario-
gonadas, modificando a frequéncia de liberagdo do hormodnio secretor de
gonadotrofinas hipotalamico. Assim a pineal atua como modulador dos
mecanismos sincronizadores dos ciclos hormonais (MOORE, 1990, 1992,
;SANDYK, 1992; FORSELING et al., 1993; GAUER, MASSON-PEVET &
PEVET, 1993, MASSON-PEVET, BIANCHI & PEVET, 1996; MOORE, 1996,
1997).

Nas féemeas de mamiferos temos 2 tipos de ciclos reprodutivos: o ciclo
estral e menstrual. Os ciclos estrais s&o proprio dos mamiferos inferiores, o
ciclo menstrual é caracteristico apenas dos primatas (YEN, 1990).

O ciclo estral € multiplo (poliestral) em roedores, sendo interrompido
apenas na gravidez. No rato o ciclo estral dura em torno de 4 a 5 dias e na
noite do proestro ocorre a ovulagdo, fendomeno dependente dos niveis de
hormonio luteinizante. A onda de hormonio Iuteinizante que resulta na
ovulagdo é dependente dos sistemas neuronais hipotalamicos, que por sua
vez s&o regulados pelos mecanismos endogenos geradores de ritmos
circadianos, principalmente os do nucleo supraquiasmatico. Quando o nucleo
supraquiasmatico é lesado as ratas entram em estro constante, ou seja, a rata
exibe estro vaginal continuo sem evidencia de ciclo estral, resultando animais
estereis e ndo copulantes. A lesdo do nucleo supraquiasmatico leva a perda
dos ritmos circadianos (MOORE, 1990, YEN, 1990, MOORE, 1996, 1997).

O ritmo claro-escuro também tem influéncia no desenvolvimento das
crias. Nos mamiferos altriciais o reconhecimento da sazonalidade e dos
periodos do meio ambiente, é de fundamental importancia para a
sobrevivéncia da cria (BRONSON, 1988).

A funcdo de sincronizagdo permite ao animal antecipar mudancas
sazonais e regular a época do comportamento reprodutivo (HASTINGS et al.,
1985).
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O nucleo supraquiasmatico materno regula o sincronismo circadiano
fetal, uma vez que seu nucleo supraquiasmatico ainda é imaturo (REPPERT,
DUNCAN & GOLDMAN, 1985; ZITOUNI, PEVET & MASSON-PEVET, 1996;
NAITOH et al., 1998).

Existem evidencias de que a sincronia mediada pelo sistema nervoso
materno é controlada pelo nucleo supraquiasmatico e levada até o feto pelas
vias simpaticas fazendo conexdo com as inervagdo simpatica da placenta
(REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985).

A melatonina materna parece ser um dos principais mediadores da
ritmicidade no ciclo fetal. Ja que atravessa facilmente a barreira placentaria e
assim pode chegar até o feto e sincronizar os ritmos fetais, por provavel
atuacéo a nivel hipotalamico informando as fases do ritmo claro-escuro. Outros
hormonios, principalmente a prolactina e a cortisona maternas, também
contribuem para a organizacado temporal dos ritmos fetais ( SIZONENKO et al.,
1985; DIAZ, et al.,1995; FERNANDEZ, et al., 1995, ZITOUNI, PEVET,
MASSON-PEVET, 19986).

A sincronizag@o dos ritmos dependente da m&e continua até o periodo
pos-natal. O nucleo supraquiasmatico € fundamental para a sincronizagéo do
feto, implicando que lesdes ai alteram a sincronizagdo tanto na fase de vida
intra e extra-uterina (REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985; HASTINGS et
al., 1985; KLEIN, 1985)

Outros componentes que também concorrem para o sincronismo fetal
sdo gerados pelo proprio comportamento materno tais como o ritmo de
atividade e descanso, o ritmo alimentar; substancias como glicose e
aminogcidos, alem de hormonios intestinais e em e fatores ambientais que
incluem a oscilacédo da temperatura ao longo do dia, ritmo alimentar.

No rato, a mielinizagéo das vias do trato retino-hipotalamico véo iniciar
a inervagéo do nlcleo supraquiasmético a partir do 4° dia de vida pos-natal.
No 6° dia a retina j& pode influenciar a sincronizagéo da cria e a partir dai seu

organismo ira progressivamente assumindo o controle de seu ritmo circadiano.
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A duragéo do ritmo claro-escuro influencia a maturacdo sexual das
crias em varias espécies, (KLEIN, 1985; REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN,
1985; SIZONENKO et al. 1985; NAITOH et al., 1998).

ApoGs o parto, serd iniciado um novo periodo de comportamento
especial relativo aos cuidados com a cria, incluido entre estes cuidados, esta
a amamentagdo (GUYTON,1976; YEN,1990). O processo de lactacdo ndo
incluira s6 os cuidados parentais mas também a producdo de leite, que é
indispensavel para a preservagéao das espécies mamiferas (YEN, 1990).

Para a lactagéo concorrem dois processos: A producdo de leite e a
ejecéo do leite dos reservatérios da glandula mamaria. A produgao do leite se
deve principalmente a prolactina. A prolactina é produzida na hipofise em
células conhecidas como lactotrofos (YEN, 1990). Os niveis de prolactina sdo
regulados pelos niveis de dopamina no hipotélémo, além de outros hormoénios
(YEN, 1990).

Durante a lactagéo os niveis de prolactina estdo um pouco acima do
normal, sendo mantido por pulsos de liberagdo, estimulados pela succéo.
LesGes na medula ou em qualquer outra parte que interrompam o componente
aferente eliminam a resposta do reflexo ejecto-lacteo (YEN, 1990).

Apesar de ser secretado no interior dos alvéolos mamarios o leite nao
escoard livremente, é necessario que ele seja ejetado, o que ocorre através do
mecanismo ejecto-lacteo. Este processo complexo é controlado por uma
combinag&o de reflexos neurogénicos e secrecdes humorais, integrando a
acdo no sistema nervoso a nivel hipotalamico. A liberacdo do leite do
reservatorio da glandula mamaria se faz por um mecanismo reflexo, o reflexo

ejecto-lacteo. O controle neuroenddcrino se dé por trés fatores:

A) Liberagéo de ocitocina a partir de estimulos luminosos aferentes
(provocados pela visdo da cria), que chegam aos ntcleos supra-
Optico e paraventricular e estimulam a liberacdo da
neurossecregdo. O hormdnio entra na corrente sangliinea e chega

até a glandula maméria onde estimulara a contragdo das células
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mioepiteliais nos alvéolos e ductos mamarios, o que causara a

ejecao do leite.

B) A ocitocina também pode ser liberada por agbes comportamentais

como o ato de brincar com a prole.

C) Ao ser iniciada a sucgdo, o estimulo de terminagdes nervosas do
mamilo ascendem até o hipotédlamo, aos nicleos supra-opticos e
paraventricular, estimulando os neuronios a liberar ocitocina. No
periodo de lactagéo, a sucgdo e os niveis de estrogénio levam a
supressao da sintese de dopamina com a consequente liberagcéo
da produgéo de prolactina (GUITON, 1976; WAKERLEY, CLARKE;
SUMMERLEE, 1988; McNEILLY, 1988 ; YEN, 1990).

Estudos mostram que a prolactina tem sua maior concentracéo durante
0 sono noturno, iniciando-se lentamente em 10 a 60 minutos, com uma série
posterior de picos que ocorrerdo em torno de 3 a 8 pulsos, mantendo a
concentragéo plasmatica elevada durante a noite (YEN, 1990). Outros fatores
também estio associados ao aumento da prolactina durante o periodo de 24
horas, como estresse, exercicios e ingesta de alimentos ricos em carboidratos
e proteinas (YEN, 1990).

Pode-se concluir, portanto que o processo de lactagcdo, tem seu ritmo

que pode ser influenciado pela luz diretamente, ou mediada pela melatonina.

2.3. 4 — Ritmos circadianos e comportamento reprodutivo.

A selegdo natural assegura que a reproducéo va ocorrer em harmonia

com o meio. Os organismos superiores visando este fim desenvolveram



sistemas sinalizadores e receptores com a fung&o de perceber as variagdes do
meio e poder reagir com a resposta neuroenddcrina mais adequada.

Na natureza os processos reprodutivos sédo limitados por fatores
externos que obrigam o animal a se adaptar para tentar minimizar o impacto de
fases ruins e tirar proveito das fases boas. Os periodos de seca ou de chuvas
copiosas, variagbes de temperatura e umidade, levam a alterar a
disponibilidade de comida em toda cadeia alimentar, e a disponibilidade de
alimento interfere diretamente no comportamento reprodutivo. A demanda
energetica para a estabilidade homeostatica compete com o comportamento
reprodutivo pelas calorias necessarias disponiveis (BRONSON 1988)..

Alguns mamiferos se adaptaram aos ciclos sazonais para poderem se
ajustar as alteragbes metabdlicas impostas pelo meio e assim obterem a
melhor performance reprodutiva em épocas favoraveis, reconhecendo os
fotoperiodos e os ciclos da natureza (BRONSON, 1988; TUREK & van
CAUTER, 1988). A predi¢do sazonal permite uma preparacdo metabélica para
o periodo vindouro baseada na disponibilidade de agua e a quantidade de
comida ( BRONSON, 1988, TUREK & van CAUTER, 1988). Esta atitude
combinando fatores enddgenos de adaptacdo organica e antecipacido de
fases, maximiza a probabilidade de sucesso reprodutivo entre as espécies.
Isto € um grande avango evolutivo quando as variagbes climaticas podem ser
previstas e quantidade de comida é acertada, uma vez que o Unico fator certo
no meio ambiente € o fotoperiodo (ritmo claro-escuro). (BRONSON, 1988;
TUREK & van CAUTER, 1988; CURLEWIS, 1992).

A regulag&o fotoperiddica da reprodugéo é somente uma parte da
cascata de sincronizag&o que as variagbes sazonais exigem dos organismos.
A regulagéo social é um fator importante e deve ser levado em conta. O modo
como a vida em comunidade interfere esta ligado ao fatores hormonais e
sociais. Grupos de individuos trocam entre si informages subliminares via
ferorménios, que dentre outras fungdes auxiliam o controle da ovulacdo, os
ferormonios tém ac&o reguladora na maturacdo sexual de individuos, um

exemplo deste controle é que eles podem atrasar ou acelerar a ovulacdo das
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fémeas jovens dependendo de seu numero. Situagbes sociais de conflito,
quando um grupo alcanga altas taxas populacionais em ambientes restritos,
evocam respostas de agressividade e estresse, levando a um efeito inibidor na
reprodugé&o via hormonios do eixo hipotalmo-hipofisario-adrenal e hipotalamo-
hipofisario-gonadal (BRONSON, 1988; TUREK & van CAUTER, 1988:
JUSZCZAK, 1998).

A medida que o volume do corpo aumenta também aumenta a
demanda de energia e com isto a necessidade de mais alimentos. Os
mamiferos maiores tenderéo a ter periodos de vida maior e & medida que
aumentam de tamanho os animais também deixaréo de ser tdo dependentes
dos ritmos circadianos, tendo a atengdo voltada para uma busca de alimento
constante e tenderdo ainda a ter menor nimero de filhotes em intervalos
maiores.

A restricao de alimento diminui os niveis de hormonio luteinizante,
hormdnio tireoestimulante, horménio do crescimento e prolactina, dentre
outros, via diminuic&o de hormonio secretor de gonadotrofinas e prolactina ao
nivel do hipotalamo e hipdfise anterior. (BRONSON, 1988; TUREK & VAN
CAUTER, 1988).

A correlagdo destes fatos ligados a baixa ingesta caldrica e
fotoperiodos é lembrada uma vez quando correlacionam estes hormdnios com
a via optica, pineal, melatonina e hormdnio secretor de
gonadotrofinas(BRONSON, 1988, TUREK & van CAUTER, 1988; CURLEWIS,
1992; KALSBEEK et al., 1996;; JUSZCZAK, 1998; ). |

O estresse é também um fator de diminuicdo e interferéncia nos
hormonios secretados pelo eixo hipotalmo-hipofisario-adrenal e hipotalamo-
hipofisario-gonadal, inibindo também a resposta da hipdfise ao horménio
secretor de gonadotrofinas e diminuindo os esterdides sexuais(sexuais
(YEN,1990; SHEPHARD & SHEK, 1997; CHIODERA, et al., 1998. DAWNSON
& van den HEUVEL, 1998; JUSZCZAK, 1998)..

Os fatores externos que regulam o comportamento reprodutivo sdo

multiplos, destes, o controle do ritmo claro-escuro é fundamental e o mais
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evidente, porem a disponibilidade de alimento, a temperatura e o estresse, sé&o
também ritmos reguladores do comportamento reprodutivo (FACTOR, MAYER
& ROSENBLATT, 1993; SHEPHARD & SHEK, 1997; JUSZCZAK, 1998).).

O comportamento reprodutivo depende da organizagdo temporal
destes processos, sejam eles endégenos ou exdgenos. O ritmo hormonal é
considerado ultra-radiano, ou seja € um periodo de tempo menor que 01 dia
(24 horas), sendo variavel conforme cada horménio e seu fator estimulante,
tendo um encadeamento em sua secregdo, sendo necessario um padrdo
especifico para seu funcionamento correto na cadeia hormonal. O sistema
nervoso parece ser a fonte controladora dos ritmos ultra-radianos, pelas
ligagbes dos eixos hipotalmo-hipofisario-adrenal e hipotalamo-hipofisario-
gonadal, com atividades estimuladoras e inibidoras. A nivel hipotalamico o
nucleo arqueado parece ser o sitio de controle (TUREK & VAN CAUTER.
1988).

Existem ainda ritmos ligados ao sono e liberagdo de pulsos de
hormanios, também ligado ao eixo hipotalmo-hipofisario-adrenal e hipotalamo-
hipofisario-gonadal ligado ao sono REN e ndo REN. Horménio luteinizante,
testosterona, melatonina e prolactina tém maior liberacdo durante o sono e a
noite (YEN, 1990; KENNAWAY,1997; LEANDER, VRANG & MOLLER, 1998).

A sincronizagao é fundamental para o exercicio correto das funcdes
vitais e os padrées de comportamento adequados ao meio e & necessidade
individual.

O ritmo circanual interfere em atividade mais amplas como a
locomotora, inicio da puberdade, inicio de atividade glandular, sendo ativados
ou inibidos pelo fotoperiodo da Iuz ao longo do ano, assim os ritmos s&o
regulados pelo ritmo claro-escuro pela via neural e sustentados pelas resposta
hormonais (TUREK & van CAUTER, 1988: BINKLEY, 1993).
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3. MATERIAL E METODOLOGIA

3. 1 - Material

Foram usados ratos Wistar (Rattus norvegicus, BERKENHOUT, 1769),
com 90 a 120 dias de vida, obtidos em amostragem aleatoria simples na
colonia do Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo da UFJF. As fémeas
eram nuligestas e os machos tiveram sua fertilidade comprovada previamente

(inseminag&o com gestacado positiva).

3.2 - Condicdes de criagdo e manutencio dos animais

O alojamento de ratos, no Biotério do Centro de Biologia da
Reproducdo — UFJF, é provido de amplos basculantes telados e de dois
exaustores, além de aquecedores de meio ambiente. A temperatura é mantida
ao redor de 22C°, pela ventilagéo natural no verédo e, no inverno, com ajuda de
aquecedores. A iluminagéo é mista — luz natural e lampadas incandescentes —
sendo as Ultimas controladas para acenderem automaticamente &s 6hs e
apagarem as 18hs. Os animais sdo mantidos em gaiolas de polipropileno,
providas de camas de maravalha, mamadeira para agua filtrada para consumo
ad libitum e cocho para ragéo peletizada especifica para ratos e camundongos
de laboratério. Em média, cada rato recebe cerca de 15g de racdo por dia
(PETERS & GUERRA, 1996). Tomando-se como media o consumo habitual de
12g de ragéo por individuo adulto ndo gestante (PETERS & GUERRA, 1996),
todos os dias as 11hs eram pesados 30g de ragdo e colocadas em cada
gaiola. Tal procedimento foi seguindo desde o nascimento até o 10 ° dia de
vida. Desta data até o desmame, foram colocadas diariamente 50g de ragéo
por gaiola e o consumo de ragdo passou a ser considerado como o consumo

da “familia”.
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A temperatura do alojamento onde se realizou o experimento foi
tomada diariamente. O controle da temperatura dos alojamentos foi feita
conforme a rotina do Biotério do CBR/UFJF (PETRS & GUERRA, 1996).

O sistema de acasalamento é do tipo poligamico, na proporcéo de 4
fémeas para 1 macho, e o dia de inseminacdo é determinado pelo encontro de

espermatozoides no esfregaco vaginal.

3. 3 - Desenho experimental

3. 3.1 - Organizagdo dos grupos experimentais

Foram constituidos por lotes de 10 fémeas, inseminadas e distribuidas
aleatoriamente para os seguintes procedimentos:
I Grupo controle da colénia (CC).
I. Grupo pinealectomizado (XPNT).
Il Grupo de operagéo simulada de pinealectomia (SPNT).

V. Grupo com o nervo 6ptico seccionado (XNO).

V. Grupo de operagéo simulada de secgéo de nervo 6ptico (SXNO).

VI. Grupo de pinealectomia mais secgao de nervo dptico (XPNT+NO).

VIl.  Grupo de operagdo simulada de pinealectomia mais secgcao de nervo
optico (SPNT+NO).

VIIl.  Grupo exposto a luz constante.

3. 3.2. - Procedimento cirtrgico

As fémeas foram operadas aos 20 dias depois da inseminacgao,
visando diminuir o efeito do estresse cirdrgico sobre o processo natural do
trabalho de parto, previsto em torno do 21° - 22° (PETERS & GUERRA, 1996).
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3. 3.2.1 - Anestesia

As cirurgias foram realizadas sob anestesia inalatéria com éter etilico
(COHEN & DRIPPS, 1967, DRIPPS, 1967; PRICE & DRIPPS,1967:
WAYNFORTH, 1980), utilizando-se uma ampola, confeccionada a partir de
vasilhame pléastico baseado no método de anestesia inalatéria gota-a-
gota(WOLLMAN & DRIPPS, 1965). O principio de seu funcionamento é a
inalagdo de uma mistura do anestésico com o ar ambiente, sendo que a
medida do necessério se goteja mais éter para aumentar a concentracdo e
aprofundar o plano anestésico. Tal processo evita a dor e aumenta o
relaxamento do animal, atos necessdarios para diminuir a mortalidade per
operatoria, decorrente da toxicidade do éter e para serem respeitadas as
normas de ética de experimentacéo animal.

O animal era observado quanto ao plano ideal de anestesia baseados
nos critérios de GUEDEL (DRIPPS, 1965), aplicados & observacdo no rato:

Ritmo cardiaco e respiratério - sinais de taquipnéia e taquicardia
indicaram que o animal estava entrando no plano anestésico profundo,
podendo ser submetido ao procedimento cirdrgico. Aspecto da coloragdo das
extremidades - O aspecto réseo da pele das extremidades das patas avalia
clinicamente, sem o uso de monitores a saturagdo de O, considerando a

cianose um sinal de baixa saturacéo.

3. 3.2.2 - Técnica Operatoéria

Secgdo de nervo 6ptico:

O animal e posicionado em decubito ventral, sob anestesia geral
inalatoria com éter etilico (PRICE & DRIPPS,1965), com a cabega posicionada
dentro da ampola. Com a verificagdo clinica que o animal esta anestesiado é

realizada assepsia e anti-sepsia dos pélos da cabega com Polivinilpirrolidona-
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iodo, lauril-éster,sulfato de sédio (PVPI) degermante, e colocados campos
estéreis.

A incisdo é feita na linha média, sob magnificacdo de 2,5 X usando
uma lupa cirurgica marca Eschenbach ®, partindo da base do nariz até
aproximadamente a metade da distancia entre as duas cavidades orbitarias
(Figura 4). Inicia-se a dissecc¢édo descolando-se primeiro a pele do pericranio
até a borda lateral superior da cavidade orbitaria, identificando-se o ramo
oftalmico do trigémeo e uma pequena veia que corre paralela a este, devendo
evitar o seu rompimento (Figura 5). Disseca-se o tecido conjuntivo retrobulbar
com uma tesoura de iris e um gancho de nervo, criando-se um plano de
clivagem, que permite dissecar a musculatura ocular extrinseca e identificar o
nervo optico (Figuras 6 e 7). O nervo apds sua identificacdo é isolado e
tracionado pelo gancho e entdo seccionado com a tesoura ou uma lamina de
bisturi no 11 (Figuras 8, 9 e 10). A hemostasia é realizada com compressas de
gaze ou algoddo umedecido em soro fisioldgico a 0,9% (Figura 11).

A sutura é feita em plano unico com pontos continuos usando fio

absorvivel, Vicryl ® n° 4-0 com agulha cilindrica.

Pinealectomia (Modificado de HOFFMAN & REITER, 1965 e WAYNFORTH,
1980). '

Com o animal anestesiado, em decubito ventral e com a cabeca
apoiada na garrafa plastica, era feita inciséo linear mediana sob magnificacéo
de 2,5 X com uma lupa marca ESCHENBACH ®, da altura dos olhos até o
tecido conjuntivo e muscular localizado na altura do forame magno,
interessando todos os planos do escalpo (Figura 12). O local da craniotomia é
identificado a partir da localizagdo da confluéncia dos seios sagital e
transversos e visualizado seu sitio através da transparéncia 6ssea.

A craniotomia é realizada com uma trefina de 4,5mm feita
especificamente para este fim, logo acima do ponto identificado no angulo da

confluéncia dos seios, deve-se procurar manter preservada a integridade da



dura-mater, a fim de evitar sangramentos excessivos. A dura-mater é
apreendida com uma pinc¢a de relojoeiro e incisada com uma lamina de bisturi
n® 11 utilizado em microcirurgia para abertura de aracnéide, sendo levantada e
separada lateralmente (Figuras 13). A hemostasia foi realizada com algodao
estéril umedecido em soro fisiolégico e agua oxigenada a 20 vols. em
proporgoes iguais, ou cera de 0sso (CIRUMEDICA ®) (Figura 14). Cada pineal
apos sua localizacdo entre os hemisférios cerebrais e o vérmix cerebelar, foi
retirada com uma microcureta de hipofise, sendo feita nova hemostasia por
compressao leve com algodao no leito vazio, até cessar completamente o
sangramento (Figura. 15). Nao foi colocado novamente o retalho dsseo e a
sutura foi feita em plano unico continua, com VICRYL ® 4-0 com agulha
atraumatica. Sendo feito curativo com PVPI nos dois dias seguintes a cirurgia
(Figura16).



Figura 4. Incisdao no escalpo, na linha média, entre os globos oculares.



35

Figura 5. Disseccgdo do pericranio, com seu descolamento até o rebordo

orbitario, identificando os planos de clivagem do globo ocular.
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Figura 6. Divulsao dos planos dos tecidos orbitarios.



Figura 7. Divulsdo dos planos dos tecidos orbitarios, no gancho de nervo

estdo ainda englobados musculos retrobulbares e o n. optico( seta)
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Figura 8. Identificagdo do nervo 6ptico. As estruturas retrobulbares sao

identificadas e separadas a fim de individualizar o n. 6ptico (seta).



Figura 9. Nervo 6ptico identificado e parcialmente seccionado (seta).
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Figura 10. Nervo dptico seccionado (seta).
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Figura 11. Hemostasia por irrigagdo e compressdo, apés a secgao do

nervo optico.
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Figura 12. Incis&ao para a pinealectomia. A confluéncia dos seios, deve ser
visualizada com clareza, a pineal se localiza no angulo formado pela

jungdo dos seios transversos, l0ogo abaixo da calota craniana (seta).
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Figura 13. Trepanagdo acima da localizagao da pineal.
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Figura 14. Hemostasia com algodao e soro fisiologico.
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Figura 15. Pineal removida e leito cirirgico sem sangramento.
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Subsequentemente a cirurgia o animal foi observado quanto a

presenca de infeco e sinais de instabilidade organica.
Operagoes simuladas.

As operagdes simuladas repetem os mesmos passos porém ndo ocorre
a seccao do nervo Optico nem a remogéao da pineal. O objetivo é o controle do
esfresse ao que cada grupo foi submetido e sua influéncia nas alteragdes dos

resultados obtidos.

3.3.3 - Observagdes pés-operatérias

Cada animal depois de submetido a cirurgia, foi deixado em gaiola
individual, com livre acesso a agua e alimentagéo e foi observado quanto a
ocorréncia de hemorragia, infecdo, mortes e sinais clinicos de mal-estar fisico,
como pelos erigados e alteracdo da atividade locomotora, além do consumo de
alimentos.

Em nenhum dos grupos foram utilizados antibidticos, uma vez que se
procurou seguir uma técnica rigorosa em relagdo a assepsia e o rato € muito
resistente a infecao. Além disso, a administragdo de antibidticos incluiria uma
nova variavel que, poderia alterar as variaveis estudadas .

A partir do 21° dia cada gaiola foi inspecionada a cada 2 horas das 7

até as 18 horas para observancia da ocorréncia do parto.

3.3.4. - Variaveis maternas observadas.

Peso corporal, piloerecéo, recuperacao das crias € manejo do ninho.

Perda de peso e piloerecédo sao indicativos de alteragédo fisiologica
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decorrentes de dor e infecdo, entre outras razbes. A recuperacédo das crias e o

manejo do ninho fazem parte do comportamento materno (NUMAN, 1994)
3. 3.5 - Acompanhamento das ninhadas.

Ocorrido o parto, as crias foram contadas, pesadas e sexadas. Para
evitar que o numero de filhotes pudesse alterar a taxa de crescimento da
ninhada e dos individuos, o nuimero de filhotes foi ajustado para oito,
guardando-se uma proporgéo entre machos e fémeas por mae (OLIVEIRA &
ROCHA, 1992). A redistribuicdo foi feita entre grupos de mesmo tipo de
cirurgia e as ninhadas foram observadas todos os dias, para verificar as
mortes entre as crias, desde o nascimento até o desmame (25° dia ).

Apés a redistribuicdo os recém-nascidos foram marcados com tinta

laca de aeromodelismo, fabricada pela Casa Aerobras, Sdo Paulo, SP-Brasil.
3. 3.6 - Avaliagao do Crescimento e Desenvolvimento das Crias.

Para se avaliar o crescimento das crias tomou-se como indicador o
peso corporal, obtido individualmente, nos seguintes dias de vida pos-natal:
dia do nascimento,5°,14° 25° dias de vida pos-natal. O aumento do peso
corporal foi tomado como indicativo indireto de boa nutricdo e
consequentemente, da normalidade do processo de lactagdo (COWIE. &
FOLLEY, 1947).

Cada mae e respectivos filhotes foram pesados individualmente, numa
balan¢a marca Ohaus®, com tripla escala e container para espécimen.

Animais que morreram foram pesados, sexados e autopsiados, visando

identificar malformagdes ou alteragdes viscerais.
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3. 3.7 - Avaliagdo do consumo de leite

Para avaliagdo do consumo de leite foi utilizado o processo de
separagdo das crias com afericdo do leite consumido apds determinado
periodo (COWIE & FOLLEY, 1947) . Resumidamente consiste em separar a
ninhada da mé&e, exceto um filhote, por um periodo de 8 horas. A cria
remanescente, devidamente identificada, tem por objetivo evitar a rejeigédo
materna e a interrupcdo do mecanismo de sucgdo, que poderiam concorrer
para alterar os resultados. Apds 8 horas, as crias isoladas s&o pesadas
individualmente e reunidas @ méae por um periodo de 30 minutos. Depois sdo
novamente pesadas e a diferenca de peso antes e depois do reagrupamento &
considerada como medida do consumo de leite. Durante o periodo de
reagrupamento das ninhadas observou-se o comportamento materno no que
se refere a aceitacéo das crias, ao posicionamento adequado a amamentagéo
e a recuperagéo de filhotes. As crias sdo observadas para verificar se todas

estdo presas as tetas maternas.

3. 3.8. - Determinagao do inicio da Puberdade.

Para avaliagdo do inicio da puberdade considerou-se a descida dos
testiculos e a abertura vaginal. A descida dos testiculos foi inspecionada
diariamente a partir do 15 dia de vida, mesmo periodo de vida em que se
observou o fendmeno na colonia de ratos. Quando ocorreu o desmame, aos 25
dias de vida, os machos e as fémeas foram numerados pelo procedimento
habitual de perfuragdo nas orelhas e alojados em gaiolas, onde foram
agrupados conforme o tipo de cirurgia ao qual as maes foram submetidas.
Prosseguiu-se ao exame diario de cada animal até que ocorresse a abertura

vaginal e a descida dos testiculos.
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3. 3.9 - Processamento estatistico.

As medidas continuas foram analisadas por testes de “t” de Student
pareado e nao pareado ou por analise de variancia de uma via, seguidas de
testes entre grupos que variaram conforme a comparacao feita.

Medidas discretas relativa s a proporgéo foram avaliadas pelo teste do

Chi quadrado. O nivel de significancia dos testes foi de o = 0,05.
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4. RESULTADOS

Nao foram observados alteragdo do comportamento materno de
recuperagdo das crias € manejo do ninho. Ao longo do experimento ocorreram

mortes maternas conforme se descreve no quadro abaixo.

Quadro |. Mortes maternas ao longo do pés-parto e até o desmame, nos
diferentes grupos experimentais.

N’ DE MORTES MATERNAS

GRUPOS PARTO - 5° DIA 6°— 25° DIA

Controle 0 0
Pinealectomia 0 1
Controle de pinealectomia 0 1
Seccéo de nervo 6ptico 0 1
Controle de secgdo de nervo 0 0
dptico
Pinealectomia e sec¢éo de nervo 4 0
Optico
Controle de pinealectomia e 0

5 oo 0
secgdo de nervo optico
Luz constante 0 4

A maior incidéncia de mortes no periodo “peri-operatorio”, ocorreu no
grupo pinealectomiazados e com secgéo de nervo 6ptico. Nota-se que animais

submetidos a luz permanente também exibiram mortalidade aumentada.
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A tabela |. mostra a duragdo da gestagao de ratas em dias, nos grupos
submetidos aos diverso experimentos cirlrgicos, no grupo controle de coldnia

e no submetido a luz constante.

Tabela |. Duracdo da gestagdo de ratas submetidas a diferentes
procedimentos experimentais.

GRUPOS DURAGAO EM DIAS *
Controle de col6nia 21,9 + 0,7(11)
Pinealectomia 227 +0,4(17)
Controle de pinealectomia 224 +£0,5(11)
Seccéo de nervo optico 23,0+0,4(10)
Controle de secgdo de nervo éptico 22,1 +0,3(10)
Pinealectomia e secg&o de nervo optico 22,3 £0,8(13)

Controle de pinealectomia e secg&o de nervo

optico 22,5+0,5(12)

Luz constante 22,6 +0,6(13)

* Média + desvio padréo (n) de mées estudadas.

A analise de variancia (de uma via) mostrou que entre os grupos
controles, aqueles submetidos & operagéo simulada para remog&o de pineal e
secgéo de nervo optico tiveram o tempo de gestagdo aumentado em relagéo
ao grupo controle da coldnia (Dunnett p<0,05).

Animais expostos a luz constante, também tiveram o tempo de
gestacé@o aumentado em relagdo ao grupo controle (t=2,64, gl=22, p=0,015).

Quando se procede a comparagdo do procedimento cirurgico efetivo
com sua operagéo simulada, dentro de um mesmo grupo experimental (teste t
de Student, ndo pareado), ndo se observam diferengas significativas quanto a

duragdo do tempo de gestagdo entre o grupo de ratas pinealectomizadas e as
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que sofreram operacdo simulada. A secgdo do nervo Optico, entretanto,
prolongou a gestagéo quando comparada com a operagdo simulada (t= 5,70,
gl =18 e p<0,001).

Na tabela ll, estdo os pesos corporais medios das maes, de todos os
grupos experimentais, obtidos no dia do parto, no 5° e no 25° dia pés-parto.

Tabela ll. Peso corporal (g), no dia do parto, no 5° dia de lactagcdo e no
desmame, de ratas submetidas a diferentes procedimentos experimentais.

PESO CORPORAL *

GRUPOS

Parto

5° dia

25° dia

Controle de Colbnia

Pinealectomia
Controle de pinealectomia

Seccdo de nervo 6ptico

Controle de seccdo de
nervo Gptico

Pinealectomia e secgédo de
nervo optico

Controle de pinealectomia e
secgdo de nervo Optico

Luz constante

175,81 £17,9(11)

189,52 + 15,9(17)
182,18 +23,0(11)
169,18 + 19,5(10)

191,95 + 15,7(10)

171,00 £ 16,4(13)

186,8 £ 15,0(12)

200,30 + 15,9 (13)

173,18 + 17,26(11)

186,35 + 16,41(17)
178,36 + 21,81(11)
169,60 + 17,08(10)

194,28 + 15,32(10)

171,11 £17,08(9)

17012 £17,62(12)

204,30 + 17,64(13)

155,72 + 13,13(11)

179,62 + 21,51(16)
172,90 + 23,74(10)
172,11 £ 17,72(9)

189,80 + 14,49(10)

163,66 + 16,34(9)

159,81 + 14,24(12)

145,44 + 11,87(9)

*Resultado expresso em média + desvio padrao(n).
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A analise dos dados mostra que entre o parto e o quinto dia pos-parto
0 grupo submetido a pinealectomia e a operagdo simulada perderam peso
(p<0,001, t pareado), enquanto os demais grupos mantiveram-no.

Ao final da lactagéo, exceto o grupo de secgéo de nervo Optico, todas
as ratas reduziram o peso corporal.

Ratas submetidas ao regime de luz constante apresentaram peso
corporal mais elevado em relagdo aos demais grupos por ocasido do parto e
no 5° dia pos-parto (analise de variancia, teste de Scheffé p<0,05). Entre o
grupo controle de colbnia e operagdo simulada de secgdo de nervo optico
existe diferenga significativa quando se comparam os pesos no dia parto e no
periodo do desmame. Porém entre os grupos de operagdo simulada néo
existem diferencas significativas (teste de Dunnet).

O consumo médio de racgéo (por intervalo de tempo apds o parto) em

cada grupo experimental, encontra-se resumido na tabela abaixo:

Tabela lll. Consumo médio de ragdo (g) em intervalos de dias, apds o parto,

em ratas submetidas aos diferentes procedimentos experimentais.

CONSUMO DE RAGAO (G) EM INTERVALOS DE DIAS

A—— POS-PARTO*

1° ao 5°dia 6° ao 14°dia 15° ao 25° dia**
PNT 20,54 + 5,51(17) 33,22 + 5,18(17) 45,75 + 4,25(15)
SPNT 20,28 + 5,90(10) 32,47 + 3,36(10) 43,27 +5,77(10)
XNO 23,42 + 4,84(10) 35,35 + 3,95(10) 47,46 +2,43(9)
SXNO 18,86 + 4,48(10) 38,26 + 3,17(10) 44,15 + 4 57(10)
PNTXNO 20,12 +6,11(10) 31,31 +4,17(8) 44 50 + 5 34(7)
SPNTXNO 18,66 + 5,06(12) 32,48 + 7,87(12) 46,16 + 3,37(11)
LCTE 28,86 + 4,50(13) 40,27 + 2,58(9)

13,87 + 3,58(13)

*Resultados expressos em Média + Desvio padrao(n= nimero de mées ).

**Corresponde ao consumo da “familia “ — Maes e crias.



55

Quando se compara o consumo médio de racdo entre animais dos
grupos controles nota-se que apenas o grupo controle de sec¢do do nervo
optico consumiu mais racao (p<0,05 — Dunnett), do que o controle de colbnia.

Observou-se que os animais submetidos a o regime de luz constante
reduziram seu consumo de ra¢éo no intervalo entre o parto e 5° dia e entre o 6°
e 14° dias de vida pos-natal, quando comparados com o controle de colonia
(t=5,77 p<0,001), Quando as crias comegam a se alimentar o consumo da
familia ndo apresenta diferenca significativa.

Comparando-se os grupos submetidos a cirurgia efetiva e seus
respectivos controles de operacdo simulada ndo se encontram diferencas

significativas no consumo de ragéo.
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No grafico acima, mostra-se o numero de crias vivas sem distingcdo de
sexo no intervalo entre o dia do parto e o 5° dia de vida, entre os controles de

operacao simulada e o controle da colonia.

Grafico I. Nimero de crias vivas sem distingdo de sexo ao nascimento e
mortas até o 5° dia de vida, entre maes dos grupos de controle da colonia e

submetidas as operacdes simuladas



Observa-se maior mortalidade entre crias de maes que foram
submetidas a operagdo simulada de pinealectomia embora a diferenca nao

seja significativa.

No grafico abaixo, esta exposto o numero de crias vivas no periodo do
6° ao 14° sem discriminacao do sexo entre os grupos controles de operagbes

simuladas e controle da coldnia.

Grafico ll. Estdo mostrados os numeros de crias vivas sem distingao de sexo
no 6° dia, e as que morreram até o 14° dia, em cada grupo controle.
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Os grupos submetidos a operacdo simulada sao significativamente,
diferentes do controle de coldnia, mas ndo diferem entre si quanto ao numero

de mortes de crias.



57

O grafico abaixo expressa o numero de crias sem distingdo de sexo,
vivas no 15° e mortas até o 25° dia de lactacdo em ratas do controle de

colénia e nas submetida a operacao simulada.

Grafico lll. Crias vivas e mortas no 15° ao 25° dia de lactacdo em ratas do

controle de coldnia e as operacdes simuladas.
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Ha diferenca significativa entre os grupos submetidos a operacdo
simulada e o grupo de ratas controle de colénia e também entre 0s grupos que
sofreram a cirurgia. Ocorreram mortes acentuadas entre 0s grupos de
operacdo simulada de pinealectomia e de seccdo de nervo Optico ()f =
23,779, p<0,001).
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As mortes de crias sem distingdo sexo de ratas controle de colonia e
as submetidas a cirurgias de operagdo simulada, ao longo do periodo de

lactagao encontra-se expresso no grafico IV,

Gréfico IV. Mortes de crias durante o periodo completo de lactacdo em ratas

do grupo controle e das operacdes simuladas.
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Tomando-se o periodo completo da lactacdo (1 a 25 dias), nota-se que
entre os animais submetidos a cirurgia simulada ocorreram muito mais mortes
do que nos controles da coldnia. Entretanto quando se comparam apenas 0s

animais do grupo de controle de operagéo simulada, eles ndo diferem entre si.
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As mortes de crias do sexo masculino ao longo dos intervalos de dias
de lactagao em todos os grupos experimentais, encontram-se reunidos nos

graficos V, VI, VIl e VIl que se seguem.

Grafico V. Numero de crias do sexo masculino em grupos de mées controles
de colonia e de operacao simulada entre o dia do nascimento e o 5° dia de

vida pos-natal.
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Observa-se que nos 5 primeiros dias de vida ndo ocorreram mortes

entre crias dos grupos analisados.
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Grafico VI. Numero de crias do sexo masculino em grupos de maes controles

de coldnia e de operacgao simulada entre 0 6°dia e 0 14° dia de vida pds-natal.
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N&o se observaram mortes entre as crias do grupo controle de colonia
mas elas ocorreram entre as crias de maes submetidas a operacédo simulada,

entretanto, ndo houve diferenca significativa conforme o tipo de cirurgia.
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Grafico VII. Numero de crias do sexo masculino em grupos de maes controles

de coldnia e de operagdo simulada entre o 15°dia e 25° dia de vida pos-natal
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Do mesmc modo que se observou anteriormente ocorreram mais
mortes em crias dos grupos de maes submetidas a cirurgia experimental (7(,2 =
12,383, p=0,008) do que nos controles de coldnia, mas o tipo de cirurgia nao

interferiu com o numero de mortes.
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Grafico VIII. Numero de crias do sexo masculino em grupos de maes controles

de coldnia e de operagao simulada entre o 1°dia e 25° dia de vida pos-natal
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Tomando-se em conta o total de mortes durante todo o periodo de
lactacdo e desmame, observa-se uma vez mais que o tipo de cirurgia nao
interfere no numero de mortes, embora elas sejam acentuadamente superiores

as que ocorreram nos controles de coldnia (y° = 16,406; p= 0,001).
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As mortes de crias do sexo feminino ao longo dos intervalos de dias de
lactagdo, em todos o0s grupos experimentais, encontram-se reunidos nos

graficos 1X, X XI, e Xll adiante.

Grafico IX. Crias do sexo feminino vivas € mortas no periodo de 1 a 5 dias de
vida pos-natal, em ratas controle de colonia e nos controles de operacao

simulada.
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Nao ocorreram diferengas significativas entre os grupos controles
embora tenham havido mais mortes entre as crias de maes submetidas a

operagao simulada de pinealectomia.
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Grafico X Crias do sexo feminino vivas e mortas do 6° ao 14° dia de vida do

grupo controle da colbnia e comparada com as operagdes simuladas.
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Os grupos de seccdo de nervo optico e de pinealectomia+seccdo do
nervo Optico, apresentaram maior numero de mortes, quando comparados ao

controle, porem comparados entre si nao apresentam diferenca significativa.
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Grafico Xl. Crias do sexo feminino de vivas e mortas no intervalo de 15 a 25

dias de vida de maes do controle da colénia e submetidas as cirurgias

simuladas,
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Entre 0 15° e o 25° das crias 0 maior numero de mortes ocorre entre

crias de operacao simulada de pinealectomia e secrecao do nervo optico.
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Grafico XIl. Total de mortes em crias do sexo feminino do grupo de

ratas controle e de operacdes simuladas no periodo de 1 a 25 dias de vida.
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Tomadas todas as mortes de crias de grupos controles, ao longo do
periodo de lactacdo, nota-se que ndo ha diferenga significativa entre os
grupos.A tabela IV. mostra a evolucdo do peso corporal de crias do sexo

masculino, de ratas submetidas a diferentes experimentos.
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Tabela IV. Peso corporal de crias do sexo masculino em diferentes intervalos

de dias apos o nascimento, de ratas submetidas a diferentes procedimentos

experimentais.

PESO CORPORAL(G)/DIAS DE VIDA

GRUPO
1 5 14 25

cc 57+1,0(44) 836+13(43) 9,31+14(38) 2542+43 (38)
PNT 585+0,7(68) 893+1,7(63) 9,60+18(51) 24,28 +6,0 (25)
SPNT 585108 (44) 9,11 +18(40) 10,07+ 1,5 (40) 24,16 +2,8 (29)
XNO 589107 (40) 825+10(40) 860+13(34) 24,34 +4,5(33)
SXNO 6,18+0,7 (40) 895+12(40) 914+1,1(37) 21,3853 (24)
LCTE 6,17+0,5(52) 10,82+11(52) 11,13+1,2(29) 19,27 +4,1 (18)
PNTXNO 53+09(52) 7,12+22(39) 8,0+1,5(29) 23,46 +4,6 (27)
SPNTXNO 57+1,1(48)  83+10(48) 8,9+14(40) 24,41 +4.4 (37)

Quando se analisam as crias de ratas controles de colénia e as de
operagéo simulada observa-se que:

Recem-nascidos dos grupos controles tém peso semelhante. No dia 5,
as crias de mées submetidas a operagdo simulada de pinealectomia sdo
maiores que as crias de maes controles (Dunnet p < 0,005), assim como no
14° dia de vida. A época do desmame as crias de méaes submetidas a
operagao simulada de secgédo do nervo dptico sdo menores que as de controle
de coldnia (Dunnet p < 0,05).

As crias de mées submetidas a luz constante foram maiores no dia do
nascimento (t= - 2,979; p = 0,004), no 5°dia (t= - 9,992; p < 0,001) e no 14°dia
(t= 5,602; p < 0,001), quando comparadas as crias de mées do grupo controle.
Entretanto, no desmame foram menos pesadas (t=5,072; p < 0,001).

O peso corporal de crias pinealectomizadas foi semelhante, ao longo
de todo o periodo de lactagéo, ao de operacdo simulada.

O grupo submetido a seccdo de nervo éptico teve crias menos

pesadas em comparagdo com as de operagdo simulada (t= -2,834: p=0,006),
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no 5° dia de vida mas, no desmame, a situagéo inverteu-se, com crias de
operagao simulada menores (t=2,275; p=0,027).

No 5° e no 14° dias de vida, o grupo de ratas pinealectomizadas e as
com o nervo optico seccionado, tiveram crias menos pesadas que as
respectivas operagdes simuladas (t= - 3,321; p=0,001 e t= - 2 558 p=0,013,
respectivamente). Quando chegaram a época do desmame ndo houve

diferenca significativa entre os grupos.

O peso corporal de crias do sexo feminino, de mé&es controles e
submetidas a diferentes procedimentos experimentais, ao longo do periodo de
lactac&o, encontra-se na tabela abaixo:

Tabela V. Peso corporal de crias do sexo feminino em diferentes
intervalos de dias apés o nascimento conforme o procedimento experimental a

que a mée foi submetida.

PESO CORPORAL(G)/DIAS DE VIDA

GRUPO DIA DO PARTO Dia 5 w—_— —_—

cc 556+09 (44) 7,90 +1,3(43) 883 +23(43) 25,4? ;4,3 (37)
PNT 548+06(68) 8,68+1,5(63) 9,11+1,8(48) 2531 +56 (21)
SPN 540+08(44) 8,51 +18(40) 9,48+1,4(40) 23,08+ 3,7 (29)
XNO 553+07(40) 7,91+1,1(40) 855+1,3(31) 2343 +36 (29)
SXNO 557+06(40) 849+10(40) 882+09(36) 21,0445 (28)
LCTE 6,67+07(52) 10,00+0,9(50) 10,42+ 1,3 (22) 18,83 + 4,3 (18)
PNTXNO 49+08(52) 7,00£25(39) 8,18+25(29) 23,66 +4,3(27)
SPNTXNO 53 +0,7 (48) 78+1,7(48) 8,42+1,2 (40)

26,38 + 4,7 (37)
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Quanto ao peso corporal de ratas grupo controle de coldnia e de
operagbes simuladas, verifica-se que, ndo diferem entre si, exceto as
submetidas a operagdo simulada de secgdo do nervo Optico, que se
apresentaram com peso reduzido em relag&o ao controle de coldnia (Dunnet p
<0,001), a época do desmame.

Animais submetidos & luz constante tiveram crias mais pesadas que os
de controle da coldnia no dia do nascimento (t= - 6,793: p < 0,001); no 5°dia
(t=-9,156; p < 0,001) e no 14° dia de vida (t= - 2,99; p < 0,004). A época do
desmame ocorreu o inverso, as fémeas do grupo exposto & luz constante
apresentavam-se com peso significativamente menor que as do grupo controle
(t=95373; p<0,001).

A pinealectomia ndo alterou o peso o peso das crias, quando
comparado ao de seu controle de operacdo simulada, em nenhum dos dias
avaliados. .

Crias de maes que tiveram seccdo de nervo ép{ico foram menos
pesadas que as de controle de operacéo simulada no 5° dia (t= - 2,428;
p=0,016), mas ocorre o inverso por ocasido do desmame (t=2,218; p=0,031).

Quando as ratas foram pinealectomizadas e tiveram o nervo 6ptico
seccionado, suas crias foram menos pesadas que as de suas operagdo
simulada (t= - 2,651; p=0,009). No 5° e no 14° dia a média do primeiro grupo &
menor que a do segundo mas ndo ocorre diferenca significatj_va; entretanto, ao
desmame, as crias de maes pinealectomizadas e com nervo'c'}ptico seccionado
foram significativamente menos pesadas que as da operagdo simulada (t= -
2,237:0,003).
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Na tabela abaixo esta exposto o consumo de leite de filhotes machos

de ratas dos diversos experimentos, aferido no 14° dia de vida.

Tabela VI. Consumo de leite, aferido no 14° dia de lactacdo em filhotes

machos, de ratas controles e submetidos a diferentes procedimentos

experimentais.

GRUPOS CONSUMO DE LEITE (g)*

Controle de Colénia 0,93 £ 0,52 (44)
Pinealectomia 0,50 + 0,27 (42)
Controle de pinealectomia 0,85 £ 0,66 (32)
Seccdo de nervo 6ptico 0,82 +£0,53 (28)
Controle de seccéo de nervo optico 0,53 +£0,27 (29)

Pinealectomia e secgéo de nervo
optico

Controle de pinealectomia e secgéo
de nervo optico

0,40 + 0,22 (23)
0,56 + 0,39 (31)

Luz constante 0,50 + 0,35 (24)

* Resultado expresso em média + desvio padréo(n = numero de filhotes).

A analise da ‘ingesta de leite entre animais do grupo controle de
coldnia e controles de operagéo, evidencia que houve menos consumo de leite:
entre as crias de maes submetidas a simulagdo de pinealectomia e a
pinealectomia com secgdo de nervo éptico (ANOVA — uma via, Boferroni
p=0,005).

Crias de ratas submetidas a luz constante ingeriram menos leite, quando
comparadas ao grupo controle (t=3,662; p < 0,001).

O grupo de crias de ratas pinealectomizadas ingeriu menos leite que
os de operagéo simulada (t=3,117; p=0,003).

N&o houve diferenga significativa da ingesta de leite no grupo de crias
de mées pinealectomizadas e com secgéo de nervo 6ptico, em relacdo ao seu

controle de operagéo simulada.
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Na tabela abaixo esta exposto o consumo de Ieite de filhotes fémeas

de ratas submetidas aos s diversos experimentos.

Tabela VIl. Consumo de leite aferido no 14° dia de lactagdo por filhotes
féemeas de ratas dos grupos controles e submetidas a diferentes

procedimentos experimentais.

GRUPOS CONSUMO DE LEITE (g)*
Controle de Col6nia 0,86 + 0,43 (4-1)
Pinealectomia 0,52 + 0,30 (39)
Controle de pinealectomia 0,70 + 0,39 (32)
Secgio de nervo optico 0,76 + 0,47 (27)
Controle de secgio de nervo o6ptico 0,60 £ 0,34 (25)
Pinealectomia e secg¢éo de nervo 6ptico 0,56 £ 0,37 (20)

Controle de pinealectomia e seccéo de

nervo optico 0,60 £ 0,41 (33)

Luz constante 0,53 £ 0,40 (18)

* Resultado expresso em média + desvio padrao(n).

A ingesta de leite pelos animais do grupo submetido a sec¢&o de nervo
Optico foi menor que no grupo controle (ANOVA uma via, Bonferroni p < 0,05)
embora néo difira dos demais grupos de operagao simulada.

As crias de mées submetidas a luz constante apresentavam ingesta de
leite em menor quantidade, quando comparadas com os controles de coldnia
(t=2,770 p=0,008).

Entre os animais pinealectomizados também se observou reducéo de
ingesta quando comparada a operagéo simulada de pinealectomia (t=2,198
p=0,031).
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No quadro 2 encontra-se o percentual de crias do sexo masculino, que
evidenciaram ingesta de leite (por aumento de peso) e as que aparentemente

néo ingeriram leite (diferenca de peso zero).

Quadro 2. Percentual de crias do sexo masculino que ingeriram leite.

GRUPOS TOTAL |INGESTA + %

Controle de colonia 44 44 100
Secgéo de nervo Optico 34 26 76,5
Operacéo simulada de nervo 6ptico 37 30 81.1
Operacéo simulada de pinealectomia 40 31 77,6
Pinealectomia 51 47 92,1
Pinealectomia e secc8o de nervo 6ptico 30 23 76,7
Operacdo simulada de pinealectomia e

seccdo de nervo Optico i 31 e
Luz constante 29 28 96,5

N&o houve diferenga significativa entre crias, nos diversos grupos

experimentais e controles, quanto a ingesta de leite.

No guadro 3 encontra-se o percentual de crias do sexo feminino que
evidenciaram ingesta de leite (por aumento de peso) e as que aparentemente

néo ingeriram leite (diferencga de peso zero).
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Quadro 3. Percentual de crias do sexo feminino que ingeriram leite.

%

Grupos Total Ingesta +

Controle de co!;nia 43 41 953
Seccio de nervo optico 31 27 87,1
Operacgéo simulada de nervo dptico 36 25 69,4
Operacéo simulada de pinealectomia 40 34 85

Pinealectomia 48 39 81,2
{I;’;]r‘]ifiilectomia e seccdo de nervo 29 19 65,5
e angnesecom | 4o |3 | a0
Luz constante 22 19 86,4

Houve menor numero de crias que evidenciaram ingesta de leite entre
0 grupo de ratas que sofrem operagao simulada de seg¢do de nervo Optico

(x> =p <0,005), ndo foram observadas outras diferengas significativas.



Tabela Vill. Mortalidade das crias do sexo masculino a diferentes intervalos de

dias apds o nascimento, em ratas controles de colénia e nas submetidas a

diferentes procedimentos experimentais.

INTERVALO DE DIAS

1-5 6-14 15-25 Total
GRUPO CRIAS AO
NASCIMENTO
(n) % (n) % (n) % (n) %

CcC 44 0 0,0 0 0 2 45 2 45
PNT 68 5 7.3 12 190 26 51,0 | 43 63,3
SPNT 44 0 0,0 4 9.1 11 275 | 15 341
XNO 40 0 0,0 6 15,0 1 2,9 T w.h
SXNO 40 0 0,0 3 1.5 13 351 | 16 40,0
LCTE 52 0 0,0 23 44 2 2 6,9 25 48,1
PNTXNO - 852 13 25,0 9 231 4 13,3 | 26 50,0
SPNTXNO 48 0 0,0 7 14.6 9 219 | 16 33,3
TOTAL 388 18 75 47 201

Considerando-se os pares de grupos experimentais submetidos a

operagéo efetiva e a operacgédo simulada encontrou-se:

(a) N&o houve diferenga significativa entre os grupos controles em

quaisquer dos intervalos de vida pds-natal.



(b)

(c)

(d)

(e)
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No grupo de mées pinealectomizadas maior percentual de mortes
de crias entre 0 15° e o 25° dias de vida pos-natal (x* = 4,196, p =
0,01) assim como no total do periodo (1 - 25 %* = 7,95,8, p=0,005).
Os grupos submetidos a secgéo de nervo éptico néo diferem da
operagéo simulada nos intervalos de 1 — 5 e 6 — 14 dias de vida.

O grupo de mées que foi pinealectomizado e teve seccéo de nervo
Optico, perdeu mais crias que o da operacdo simulada, nos
primeiros 5 dias de lactagdo, porém, a partir dai ndo houve
diferenca significativa e, em termos de total de morte no periodo de
lactagdo ao desmame, ndo foi diferente do grupo de operagido
simulada.

Mé&es que permaneceram em regime de luz constante nio tiveram
perdas de crias nos 5 primeiros dias de lactagdo. Durante o periodo
de lactagdo plena (6 — 14), tiveram 44,2% de mortes de crias. A

partir de entdo, n&o diferem do controle de coldnia.
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A tabela abaixo mostra a evolugdo da mortalidade de crias do sexo
feminino ao longo do periodo de lactagdo, submetidas aos diferentes

procedimentos experimentais.

Tabela IX. Mortalidade das crias do sexo feminino, em intervalos de dias de
vida, em ratas dos grupos controles e nas submetidas aos diferentes

procedimentos experimentais.

INTERVALO DE DIAS APOS O NASCIMENTO
Crias no dia 1-5 6-14 15-25 Total
GRUPO do

nascimento | (p) % (n) % | (n) % [ (n) %
cc 44 1 2,2 0 0 6 136 | 7 159
PNT 68 5 7.3 15 224| 7 39,7 | 27 397
SPNT 44 4 9,0 0 9,0 11 255 | 15 341
XNO 40 0 0 9 25 2 5,0 1 278
SXNO 40 0 0 4 10,0 12 30,0 | 16 400
LCTE 52 2 3,8 28 540( 4 7,6 34 654
PNTXNO Sé 13 25 11 21 2 38 | 26 50
SPNTXNO 48 0 0 8 166| 3 625 |11 229
Total 388 25 75 47 147




Os grupos controle de colonia e operacdo simulada, ndo diferiram
durante o periodo de lactagdo plena. Do 16° ao 25 ° dia, o grupo controle teve
menor ocorréncia de mortes que os grupos de cirurgia de operagdo simulada,
entretanto, esses Ultimos néo diferiram entre si.

No periodo de lactagdo plena (1-15), ndo ocorreram diferencas
significativas, entre os grupos de operacdo simulada, embora as mortes
tenham sido mais frequentes que no grupo controle de coldnia. Durante o
intervalo de 1 a 5 dias de vida ocorreram maior nimero de mortes entre crias
dos grupos que sofreram pinealectomia e sec¢do de nervo dptico (x* = 11,671;
p < 0,001), enquanto nos outros grupos, ndo houve diferenga significativa. No
intervalo de lactagéo plena (6 a 14 dias de vida), os grupos nao diferiram entre
si quanto ao nimero de crias mortas. O intervalo de 15 — 25 dias mostrou
maior percentual de mortes no grupo submetido & operacdo simulada de
secgdo de nervo optico (x° = 5,746; p = 0,0017).

Tomado o conjunto de mortes ao longo do periodo de lactacdo nao
houveram diferencas significativas entre os grupos de cirurgia efetiva e os de
simulada.

Crias de ratas submetidas a luz constante n&o diferiram quanto ao
controle nos intervalos de 1 — 5 e de 15 — 25 dias, porem, durante o periodo de
lactagdo plena ocorreram 54% de mortes quando a rata ficou sob luz
constante, o que é significamente diferente dos 0,0% de mortes no grupo de

controle da colbénia.



Tabela X. Descida dos testiculos em crias de ratas cujas maes foram

submetidas as diferentes cirurgias.

DESCIDA DOS TESTICULOS
(EM DIAS DE VIDA)

GRUPO 14-18 19-21 >21 TOTAL
CC 05 31 06 42
PNT 05 13 07 25
SPNT 06 16 07 29
XNO 14 19 00 29
SXNO 03 20 01 24
LCTE 0 0 27 27
PNTXNO 0 0 22 22
SPNTXNO 09 15 0 24

TOTAL 42 114 70 222

Nenhum dos grupos apresentou descida dos testiculos antes do 14°
dia de vida.

Os animais dos grupos controles de coldnia e operacdo simulada néo
diferem entre si quanto ao periodo de descida dos testiculos. Os grupos
submetidos a luz constante e a pinealectomia mais secgdo de nervo dptico
tiveram retardo significativo da descida dos testiculos, todos ocorrendo apés o
21° dia de vida. No intervalo de 4 a 18 dias, onde ocorreram 18,9% das
descidas dos testiculos de todas as crias, a seccdo de nervo optico, contribui
com 42,4% dos casos, contra 12% dos de controle de operagao simulada, uma

diferenca significativa (x* = 4,601, p = 0,032), naquele intervalo de vida.



Tabela XI. Abertura vaginal em crias de ratas, cujas mées foram submetida a

diferentes cirurgias

ABERTURA VAGINAL EM INTERVALO DE DIAS DE

VIDA POS-PARTO

GRUPOS 31-35 3640 41-45 >45 TOTAL
CcC 7 _. 26 3 0 36
PNT 5 16 0 0 21
SPNT 15 14 0 0 29
XNO 14 15 0 0 29
SXNO 6 14 8 0 24
LCTE 0 0 0 18 18
PNTXNO 0 0 0 22 22
SPNTXNO 5 20 4 0 29
TOTAL 105 15 40 208

52

Analisando-se a abertura vaginal em grupos de ratas controles de

coldonia e de operagbes, verifica-se que exceto pelo grupo de operagdo

simulada, que teve cerca de metade dos animais com abertura vaginal entre

31-35 dias e a outra metade dos animais com abertura vaginal entre 36-40,

nao houve diferenga significativa entre os demais grupos.

Ratas submetidas a luz constante e aquelas que foram submetidas a

pinealectomia mais secgdo de nervo Optico, tiveram crias com retardo na

abertura vaginal em 100% dos casos apos 45 dias devida em contraposicdo

com as dos demais grupos que em sua maioria apresentou a abertura ente os

dias 36-40 de vida pos-natal.
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5. DISCUSSAOQ

Desde 1925, quando as primeiras observagbes indicaram que a
fungéo gonadal de algumas aves era regulada pela luz ambiental (WURTMAN,
AXELROD & KELLY, 1968), o estudo da pineal e os ritmos reprodutivos tem
intrigado  os fisiologistas (SHORT, 1985). THIEBLOT (1947), estudou a
consequeéncia da pinealectomia em ratas e inferiu que a extirpacéo da glandula
nao parecia ter efeito sobre o desenvolvimento ponderal, porém o
desenvolvimento gonadal era acelerado. O desenvolvimento sexual de
mamiferos e seus ciclos reprodutivos vem sendo associados & funcéo da
pineal, principalmente apdés a melatonina ter sido isolada em 1959
(WURTMAN, AXELROD & KELLY, 1968; AXELROD, 1992, MACHADO, 1993).

A pinealectomia representa um estresse importante e a resposta
endocrina e metabolica ao trauma deve ser considerada. A ocorréncia de
mortes entre maes submetidas a cirurgia simulada, em comparagdo ao
controle da colnia, mostra que 07 méaes foram ao ébito (Quadro ).

As varigveis ligadas ao ato operatério, como a perda sangiinea,
manipulagéo tecidual levando a necrose e dor e o ato anestésico, podem ser
considerados como 0s causadores de tais mortes ( DRIPPS, 1965; PRICE &
DRIPPS, 1965; WOLLMAN & DRIPPS, 1965; WAYNFORTH, 1980).

As mortes maternas pos-operatérias foram mais frequentes no grupo
de méaes que sofreram pinealectomia + secg&o de nervo dptico. Nestes casos a
cirurgia foi mais longa, ocorreu maior manipulagdo de tecidos e a perda
sanguinea foi maior, além de um tempo de exposicdo ao anestésico mais
prolongado. Ao maior estresse cirlrgico soma-se que estes animais foram
desaferenciados em relagéo ao ritmo claro-escuro uma vez que tiveram seus
nervos opticos cortados, o que impediu o estimulo fotico de chegar até o
nucleo supraquiasmatico (AXELROD, 1992; GAUER, MASON-PEVET, PEVET,
1993; MOORE, 1996, 1997; AKIYAMA, 1998).

A remogéo da pineal também deixa o animal sem condig¢&o de informar

ao eixo hipotalmo-hipéfise e demais orgédos periféricos as variagbes ritmicas
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do ciclo claro-escuro (GAUER, MASSON-PEVET & PEVET, 1993; GILLETTE &
McARTHUR, 1996).

Na verdade as méaes e crias ficaram sem sinais aferentes dos
sincronizadores biologicos, principalmente o nicleo supraquiasmatico, ficando
durante um periodo critico sem informagées do principal estimulo ambiental
(DIAZ, 1995; FERNANDEZ, 1995; ZITOUNI, PEVET, MASSON-PEVET, 1997,
NAITOH, 1998), até outros centros cerebrais assumirem a fungao
sincronizadora novamente ( REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985).

Nos animais mantidos sob luz constante, temos alteragdo da
sincronizacao temporal pela exposigdo a um fotoperiodo continuo, existindo
inibig@o inicial da melatonina e alteragéo em seu efeito modulador da secrecéo
da prolactina, o que altera o ritmo circadiano do animal. Posteriormente a
inibigdo da melatonina deixa de ocorrer, com normalizagéo de sua secrecéo
(LEON, 1985; CASSONE, 1992). Existe, ainda, nesta situacdo, o estresse
induzido que vai alterar diversos eixos hormonais e modificar o comportamento
materno (RELKIN & ADACHI, 1972; ROMEO et al., 1990; MOOS & FREUND-
MERCIER, 1991; REGHUNGANADAN, REGHUNGANADAN, MARYA, 1991;
McCARTHY, CURRAN & SIEGEL, 1994, SHEPHARD & SHEK, 1997;
TECLEMARIAN-MESBAH, 1997; CHIODERA et al., 1998).

Posteriormente a liberacéo da melatonina sendo normalizada e com o
amadurecimento das crias, que aos poucos tornam-se aptas para se alimentar
com ragdo, nota-se que a mortalidade vai sendo diminuida e o peso da mae
normalizado (Tabela Il).Embora as maes submetidas a cirurgia de operagéo
simulada de pinealectomia + secgdo de nervo optico tenham aumentado,
estatisticamente (p< 0,05), o tempo de gestagdo em relagdo ao demais grupos
controle de coldnia e operagdo simulada, a diferenga ndo parece ter
significado biolégico visto que a variagéo € em fragdo de dia e que pode ser
atribuida ao estresse cirtirgico (Tabela 1) ( WAYNFORTH, 1980). Tal fato nédo
ocorre quando se avalia os animais com secgdo de nervo Optico, que
prolongou em, praticamente, um dia a gestagdo quando comparada a

operagéo simulada de secgdo de nervo Optico (Tabela |, p < 0,001).
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O parto é um processo que depende de um sincronismo entre feto e
mée e que se realiza gragas a um aumento subito e prolongado de ocitocina
circulante (YEN, 1991). A remogé&o da via fotoreceptora pode ter influido no
processo de liberagao de ocitocina, assim como na sincronizagao entre feto e
méae (REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985), uma vez que para detectar o
momento ideal do parto a mae deve receber estimulos do meio informando o
momento exato do fotoperiodo. Em maes desaferenciadas n&o existe sinal da
melatonina para o nucleo supraquiasmatico, e este é o principal marca-passo
neural do ritmo claro escuro ( MOORE, 1990, 1992,1996,1997).

O nucleo supraquiasmatico emite aferéncias para © nucleo
paraventricular, no nucleo paraventricular temos a via hipotalamo-hipofisaria
gue se origina na por¢do magnocelular e termina na neuro-hipéfise, onde
libera ocitocina e vasopressina. Além do controle hormonal o nucleo
paraventricular tem um papel na modulagdo do fotoperiodo, uma vez que
lesbes ai localizadas podem prevenir as alteragbes gonadais induzidas em
animais com fotoperiodos aumentados experimentalmente, e inibir os picos
, 1985, MOORE, 1990,

1992,1996,1997). O nucleo paraventricular emite ainda de sua porgdo

noturnos de melatonina (HASTINGS et al

parvocelular eferéncias, que terminam ao nivel da coluna intermédio lateral da
medula toracica alta com a ocitocina tendo ai uma agdo de neurotransmissor
inibidor, que quando liberado age sobre os neurbnios do sistema nervoso
autdbnomo, bloqueando a produg¢do de melatonina. Formando talvez uma alga
modulatéria do sistema nervoso central em relagédo a pineal (HASTINGS et al.,
1985). Esta hipotese de via encontra-se esquematizada na Figura 14.

Na modulacdo do trabalho de parto estdo envolvidos diversas algas
hormonais que liberam ou inibem hormonios e comportamentos, com evidente
necessidade de sincronizacédo entre a mae o feto e o meio. Embora n&o
tenhamos encontrado a conex&o direta (alga ou eixo hormonal) envolvendo a
pineal e a agdo do nucleo supraquiasmatico no controle podemos supor a
existéncia de tais ligagdes (MOOS & FREUND-MERCIER, 1991; CHIODERA,
et al.,, 1998)
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Nos animais desaferenciados o atraso no parto pode entdo ser
atribuido em parte pela ruptura destes mecanismos modulatérios (HASTINGS
et al., 1985 YEN, 1990; JAFFE, 1990, MOORE, 1990, 1992, 1996,
1997;DAWSON & van den HEUVEL, 1998, JUSZCZAK, 1998).

A importancia da luminosidade correta faz-se também notar quando se
verifica que animais que n&o foram estressados pela cirurgia, mas que ficaram
sob regime de luz constante, também prolongaram o tempo de gestacdo
(p=0,015), quando comparados com o controle (tabela Il). A fotoinibicdo leva o
animal a um estado de desrregulacdo do eixo hipotalmo-hipdfise, com,
inicialmente, diminuicao dos niveis de melatonina e aumento das pB-endorfinas
hipotalamicas, o que leva a uma desmodulagdo do eixo reprodutivo,
provavelmente, também, perturbando o inicio do trabalho de parto
(HASTINGS, 1985, JAFFE, 1990; LIU et al, 1991; REGHUNGANADAN,
REGHUNGANADAN, MARYA, 1991; CASSONE, 1993).

O peso corporal materno diminui ao longo da lactacdo, devido ao
consumo de nutrientes corporais que sdo convertidos em leite com o fim de
alimentar as crias (BRONSON, 1988). Nota-se que o peso das maes
submetidas ao regime de luz constante foi maior no dia do parto (tabela 1),
entretanto, os animais deste grupo foram os que menos consumiram ragéo (p <
0,01 — tabela lll), no periodo correspondente ao de lactagéo plena das crias
(parto ao 14° dia de lactagdo). A reducdo no consumo de racéo provavelmente
é causada pela alteragédo no ritmo bioldgico que € consequéncia da alteragdo
da fotoperiodicidade.. Modificagdes da fotoperiodicidade alteraram o ritmo de
secrecdo hormonal, e o desequilibrio hormonal leva a um comportamento
materno andmalo, com contatos alterados com a cria, embora ndo mude em
muito seu padrdo (LEON, 1985).



Coluna
intermédio
lateral da

medula

Figura 14. Vias de ligag&o entre o nticleo supraquiasmatico e a ocitocina e sua
possivel sincronizagdo do parto. Setas tracejadas seriam a via de ligagao
proposta ligando o controle do trabalho de parto pela luz. Construido através
de informagées de HASTINGS et al.,1985; Yen, 1991, MOOS & FREUND-
MERCIER, 1991; CHIODERA, 1998).

86




alimentar de maior consumo de alimentos e agua a noite, tais mudancas
podem ser refletidas diretamente no ganho ponderal dos filhotes conforme
demonstra o experimento de LEON (1985).

Os graficos de 1 a 12 mostram claramente que o procedimento
cirdrgico é estressante para as mées e crias, pois ocorre maior nimero de
mortes entre os grupos submetidos & cirurgia do tipo operagdo simulada,
quando comparados ao grupo controle ( p< 0,001 ). Portanto, tornou-se
necessaria a comparagéo de mortes de filhotes entre pares de grupos: controle
de colodnia X luz constante e cirurgias efetivas X cirurgias simuladas.

A secgdo de nervo optico ndo influiu sobre a sobrevivéncia das crias
do sexo masculino, quando comparada a operagao simulada e,
comparativamente aos demais procedimentos experimentais, foi 0 que menos
mortes causou (17,5%, tabela IV). Pode-se dizer que provavelmente, a parte o
estresse cirurgico, a recuperagdo do ritmo bioldgico é rapida e ha uma
adaptacdo a um novo ritmo circadiano (WAYNFORTH, 1980: REPPERT,
DUNCAN & GOLDMAN, 1985).

A mortalidade de crias do sexo masculino foi mais acentuada no grupo
de méaes pinealectomizadas, no periodo do 15° ao 25° dia de vida, enquanto
que as crias de maes.submetidas a pinealectomia + secgédo de nervo optico,
tenderam a morrer mais nos primeiros dias de vida. J& aquelas submetidas a
luz constante, tiveram maior percentual de morte durante o periodo de
lactacéo plena (44,2% de mortes), (tabela IV).

A luz constante modifica 0 comportamento materno e alimentar das
maes. Em relagdo ao tempo de contato com as crias esta disponibilidade néo é
diminuida, porem a constancia do contato é afetada, levando a um baixo
rendimento ponderal do filhotes (LEON, 1985)

Quando se avaliam as mortes de crias do sexo feminino (tabela V),
verifica-se 0 mesmo comportamento ocorrido com os filhotes machos em
relacdo aos grupos controles de coldnia e de operagao simulada. Entre as
fémeas, ocorreu maior indice mortes nos primeiros 5 dias de lactagcdo, em crias

de méaes que foram submetidas a pinealectomia + seccéo de nervo optico. No

87



conjunto entretanto, animais submetidos a operacdo simulada tiveram um
numero de mortes semelhantes.

As crias do sexo feminino, de maes submetidas a luz constante tiveram
54% de mortes durante o periodo de lactagéo plena.

As causas provaveis de morte das crias podem ser explicadas pelo
menor consumo de leite no periodo de lactacéo plena, por redugdo na sua
produgéo pela mée, por alteracdo no comportamento materno que ndo permite
0 seu consumo ou por alteragéo no comportamento da propria cria que néo
mamou adequadamente ou por alteragdo da qualidade do leite (LEON, 1985).

A dessincronizagdo age diretamente nos picos de secregdo de
melatonina, levando a alteragdo no comportamento materno, que é mediado
também pela prolactina (DIAZ et al., 1995). A pinealectomia diminui os niveis
de prolactina em ratos, alterando o comportamento materno e a producéo
basal de leite (RELKIN & ADACHI, 1972; REPPERT et al, 1985, NUMAN,
1994; ZITOUNI, PEVET & MASON-PEVET, 1996).

Os fetos sendo dependentes dos estimulos maternos, para sua propria
sincronizag@o, podem ter seus ritmos alterados, e seu comportamento
alimentar prejudicado ou mesmo ter um baixo aproveitamento dos nutrientes
ingeridos.

Pode também ter ocorrido alteragdo na qualidade do leite j& que é
dependente do estado nutricional materno e de condigbes basais do
metabolismo hormonal envolvido na produgéo e ejecéo do leite, fatores estes
ligados a sincronizagéo dos ritmos endogenos ultra-radianos (TUREK & van
CAUTER, 1988).

O peso corporal de machos e fémeas dos grupos controles de coldnia
e de operagdo simulada néo foi diferente ao nascimento. A partir do 5° dia, os
grupos de mées submetidos a operacgdo simulada, ndo foram diferentes entre
si mas o foram em relagdo ao controle de colénia (tabelas VI e VII), o que
indica que o estresse cirurgico contribui para a modificagdo do peso das crias.
Dada a diferenga encontrada procedeu-se a comparagéo dos grupos aos ares:

cirurgia efetiva X cirurgia simulada e luz constante X controle de colonia.

88



Entre os machos, os filhos de méaes dos grupos com secgéo de nervo
Optico e pinealectomia + secgdo de nervo optico, perderam peso entre os dias
5 e 14 de vida p6s natal. Estes filhotes estdo nos grupos onde a informacé&o do
fotoperiodo né&o é transmitida 8 mae e consequentemente ao filhote.

O feto & dependente da sincronizacdo materna seja pelo efeito da
melatonina, que atravessa facilmente a barreira placentaria, ou por efeito
mediado pelo nucleo supraquiasmatico materno via inervagao simpéatica, com
aferéncia até as terminagcdes nervosas da placenta. Esta dependéncia sera
mantida até cerca do 4° dia de vida pds-natal quando se inicia a inervacédo do
nucleo supraquiasmatico da cria e com a geragéo de ritmos que aparecerdo a
partir do 6° dia de vida. Assim, a alteragdo da fotoperiodicidade, alterando a
sincronizagé&o do ritmo biolégico materno contribui para a dessincronizacéo
dos ritmos das crias podendo leva-las a um consumo insuficiente de leite e
perda de peso ( REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985, MOORE, 1990,
1992, 1996, 1997).

Os filhotes de mées que foram pinealectomizadas ou foram submetidas
a pinealectomia + secgdo de nervo optico, estdo sem informacdes quanto ao
fotoperiodo do ritmo claro-escuro, uma vez que ndo tém como receber
informagbes pela melatonina materna nem via nicleo supraquiasmatico. Além
disso, como seu ntcleo supraquiasmatico é ainda imaturo, a desorientagéd
temporal em seus processos biologicos é fator importante na ruptura da
homeostase, implicando em alteragbes em seus ritmos, principalmente o
hormonal. Além de que, como j& se mencionou anteriormente, a pinealectomia
diminui os niveis de prolactina em ratos, alterando o comportamento materno e
a produgéo basal de leite (RELKIN & ADACHI, 1972; REPPERT, DUNCAN &
GOLDMAN, 1985; NUMAN, 1994; ZITOUNI, PEVET & MASON-PEVET, 1996).

Associado a estes fatores o estresse materno maior no grupo de
pinealectomia + secgéo de nervo éptico, provavelmente contribuiu para uma
maior mortalidade na fase dos primeiros dias de vida.

E interessante observar que a principal via do controle do estresse, a

secrecdo do fator liberador de corticotrofina, origindrio do nucleo
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paraventricular, estimula a nivel central, a secrecdo do hormonio
adrenocorticotréfico pela hipdfise. O fator de liberagéo de corticotrofina quando
em concentragbes ideais induzidas pelo estresse a nivel do nucleo
paraventricular participa na estimulagdo do hormonio adrenocorticotrofico e f3 -
endorfinas nos tecidos hipofisarios. A presenga do fator de liberacdo de
corticotrofina no nucleo paraventricular interliga funcionalmente o fator de
liberacéo de corticotrofina, a ocitocina e a vasopressina. Tais ligagées colocam
0 nucleo paraventricular como um dos locais da integracdo entre respostas
autondmicas e as neuroendadcrinas ao estresse que intervém no controle do
comportamento de reproducéo (LIU, B. et al., 1991: YEN, 1992: CORODIMAS,
1993; FORSELING et al., 1993; KALSBEECK et al., 1996; KENNAWAY, 1997).

Os filhotes machos dos grupos controle tem peso semelhante ao
nascimento (tabela VI). Durante o experimento ocorreu variag&o no peso das
crias, com aumento no 5° dia nas de operagdo simulada de pinealectomia,
ocorrendo o mesmo no 14° dia. No desmame, crias de maes submetidas a
operacéo simulada de secgdo de nervo Optico, tiveram peso menor que o
controle de coldnia. A variagéo ponderal menor dos filhotes submetidos as de
operagbes simuladas possivelmente tem ligacdo ao estresse cirurgico Os
maiores escores ponderais do grupo de operagéo simulada de pinealectomia
pode ser explicado por variagbes proprias de cada grupo, ligadas a méae e a
caracteristicas individuais mais adaptadas superando a injuria cirdrgica
(KALSBEEK, 1996; JUSZCZAK, 1998).

A variagdo ponderal dos filhotes submetidos a luz constante mostra
uma oscilagdo que repete o experimento de LEON (1985). Inicialmente tem
peso maior ao nascimento e este peso ainda é mantido no 5 dia e no 14°.
Essa diferenca ndo tem explicagdo, exceto por caracteristicas aleatorias.
Porem no desmame tiveram seu peso reduzido em relacdo ao controle de
coldnia, esta perda estaria associada as alteracbes no comportamento
materno, pois ja foi relatado que o tempo de contato com a cria, apesar de néo
variar tanto, leva a ter filhotes menos pesados ao final do experimento. O

efeito da luz constante também é sentido ao nivel central uma vez que
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inicialmente temos comprovada inibigdo do pulso de melatonina (MOORE,
1997), e liberagdo de B-endorfinas (JAFFE, 1990). A luz constante inibindo a
liberac&o de melatonina e aumentando as B-endorfinas, levam a uma alteracéo
na produgdo de prolactina, isto implica em alteracdo direta tanto no
comportamento materno, como na produgéo de leite. O baixo escore ponderal
final mostrou que ndo houve tempo para os filhotes recuperarem peso durante
0 intervalo observado. Filhotes de maes submetidas a pinealectomia néo
tiveram variagbes ao longo do experimento (tabela V). Ja o grupo submetido a
seccao de nervo Optico teve um comportamento de perda de peso, se
comparado com seu controle, até o 5° dia de vida, uma vez que tais filhotes
tiveram seu ritmo desrregulado pela falta de informagdo materna quanto ao
fotoperiodo ( REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985; JAFFE, 1990: YEN,
1990). No dia do desmame a situacdo inverteu-se com filhotes pesando
menos, sem ter sido possivel encontrar uma correlagéo que explicasse o fato.

Os filhotes de mé&es pinealectomizadas + secgdo de nervo optico,
apresentaram peso menor que as submetidas a operacdo simulada de
pinealectomia + secgdo de nervo Optico. Como causa pode-se considerar o
fator dessincronizador da méae e das crias que altera os ritmos biologicos e a,
alteragdo no comportamento materno com menor produgdo ou alteracdo na
liberagdo de prolactina. Com o crescimento e amadurecimento dos filhotes,
estes assumiram seu ritmo e ao iniciar alimentagdo com ragéo, se tornaram
menos dependentes da mée e consequentemente igualaram seu peso a média
do controle (REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985)).

No grupo controle os filhotes fémeas néo tiveram variagdo ponderal,
exceto no grupo de ratas de operagédo simulada de seccdo de nervo optico,
que tiveram seu peso reduzido em relagéo ao controle de coldnia, (tabela VII).

O comportamento de evolugdo ponderal dos filhotes fémeas tem
caracteristicas semelhantes nos intervalos estudados, com a diferenca apenas
nas fémeas submetidas & pinealectomia + secgéo de nervo 6ptico, que tiveram
seu peso reduzido ao final do periodo de observagdo, em comparagéo com o

grupo controle. A explicagéo para tais dados remete, novamente, a questédo de
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que em animais submetidos a pinealectomia + secgdo de nervo optico, existe
interrupcdo do principal fator de sincronizagdo ou seja a informacéo fotica,
associada a baixa producéo de melatonina e alteracéo direta na liberacdo de
prolactina e desmodulagdo de outros neurotransmissores. Além de um maior
estresse que o grupo sofreu com o procedimento mais invasivo e prolongado
(CHIODERA, et al.,1998; JUSZCZAK, 1998).

Do ponto de vista de consumo de leite em filhotes machos (tabela Vi),
a ingesta foi menor nos grupos de pinealectomia e pinealectomia + secgéo de
nervo optico, sendo sentido ai o efeito do estresse sob a lactacéo (YEN, 1990,
NAITOH et al.,, 1998), da supress&o da informacgédo fotica sobre a mée e o
efeito direto da pinealectomia sobre o processo lactacional com baixa
producgao de prolactina, afetando o consumo.

No grupo de luz constante, novamente temos resultados semelhantes
a experimentos prévios (LEON, 1985), que relata que o fotoperiodo continuo
leva a inibig&o inicial da sintese de melatonina (BINKLEY, 1992), liberac&o de
neurotransmissores antagonicos e alteragdo no comportamento materno (
BINKLEY, 1992; CASSONE, 1992)

Em relacéo ao filhotes fémeas houve menor ingesta também no grupo
submetido a secgdo de nervo dptico, luz constante e pinealectomizados,
(Tabela iX). Todos tiveram em comum a alteragdo na sincronizagdo e
informacgéo do fotoperiodo, além de estarem submetidos a um estresse maior
que seus controles ( CASSONE, 1992; KALSBEEK, 1996; JUSZCZAK, 1998).

A andlise dos percentuais de filhotes que efetivamente ingeriram leite,
aferido pela diferenca de peso corporal antes e apos 30 minutos de
aleitamento, 0 os que n&o consumiram (diferenca de peso, zero ou negativo),
(COWIE & FOLLEY, 1947), mostra que entre os grupos de filhotes machos ndo
houve diferencas significativas. Isto significa que o comportamento da cria no
sentido de amamentac&o foi semelhantes. Entre as fémeas somente o grupo,
de operagéo simulada de secgéo de nervo éptico, mais filhotes deixaram de
ingerir leite. A este achado néo foi possivel associar nenhum fator causal,

sendo considerado casual.
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Na avaliag&o do inicio da puberdade ha evidencias que o fotoperiodo
influencia fortemente a maturacdo sexual, confirmando estudos prévios em
ratos ( DIAZ et al., 1995; FERNANDEZ et al., 1995).

A descida dos testiculos foi o indicador do inicio da puberdade em
machos. Em nenhum dos grupos houve descida antes do 14° dia, indicando
que nenhum procedimento levou liberagdo de fatores que induzissem a
puberdade precoce (quadro 2). Os grupos controles ndo tém diferenca entre si
a maioria dos animais teve seu inicio de puberdade em tempo semelhante ao
de animais da coldnia de onde se originaram (PETERS & GUERRA, 1996).. A
secgdo de nervo Optico, suprimindo o estimulo fético sobre o nucleo
supraquiasmatico e a liberagdo de melatonina, fez com que 42% de filhotes
apresentassem descida de testiculos entre 14 a 18 dias de vida,
caracterizando a influéncia da estimulo materno para o inicio da puberdade
dos filhotes, conforme estudos prévios (DIAZ, et al., 1995: FERNANDEZ et
al.,1995).

As crias de maes submetidas a luz constante e pinealectomia + seccgéo
de nervo optico, apresentam descida dos testiculos apds o 21° dia de vida, um
atraso na puberdade de quase um dia, quando comparados aos controles, a
outros grupos operados e com os dados historicos da coldnia do Centro de
Biologia da Reproducdo da UFJF (PETERS & GUERRA, 1996). Nos dois
casos as maes ndo transmitem corretamente informagées sobre o fotoperiodo,
e ndo ha controle do nucleo supraquiasmatico do filhote. Em hamster, a partir
do 15° dia de vida j& ocorre resposta do sistema nervoso central ao
fotoperiodo (REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN, 1985). Se ocorrer o mesmo
no rato, pode ser que ele sincronize sua puberdade independentemente do
controle materno e que isso cause um retardo na puberdade.(REPERRT et al.
1985,DIAZ et al., 1995, FERNANDES et al. 1995 KENNAWAY & ROWE,
1995).

Quanto a abertura vaginal nos grupos controle de coldnia e operacgoes

simuladas temos que, exceto pelos grupos de operagdo simulada, (que teve
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metade dos animais com abertura vaginal ente 31 e 35 dias de vida e a outra
metade entre 36 e 40 dias de vida) ndo houve diferenca significativa entre os
demais grupos (Quadro 3).

As ratas submetidas a luz constante e pinealectomia + secgédo de
nervo optico tiveram, em 100% dos casos atraso na abertura vaginal, que
ocorreu, apos 45 dias de vida. Tempo maior que o observado nos demais
grupos e em comparagdo com o controle histérico da colénia do Biotério do
Centro de Biologia da Reproducédo da UFJF (PETERS & GUERRA, 1996). O
retardo no inicio da puberdade foi, provavelmente, induzido pela
dessincronizagdo do fotoperiodo a que estes filhotes foram expostos, alterando
a sincronizagao exercida pela pineal nas glandulas sexuais. Além de, no caso
de crias de méaes que ficaram expostas a luz constante, o efeito direto sobre o
ritmo circadiano da propria cria (REPERRT et al. 1985; DIAZ et al.,, 1995;
FERNANDES et al.,1995; KENNAWAY & ROWE, 1995; NAITOH et al., 1998).
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Resumindo os dados mais conspicuos obtidos no trabalho pode-se dizer que:

1. Os procedimentos cirdrgicos por si s sdo estressantes para as
mées e para as crias elevando a taxa de mortalidade em ambas,
sendo o mais lesivo destes a pinealectomia + seccédo de nervo
Optico.

2. A duragédo da gestagdo é prolongada em um dia quando a rata
tem seu nervo optico seccionado.

3. A exposicdo a luz constante faz com que a mae reduza o
consumo de ragao.

4. A exposicéo materna e das crias causou nas crias:

a) Redugéo do peso ao término do periodo de lactagéo.
b) Mortalidade maior em crias de ambos os sexos.
c) Menor consumo de leite.

d) Atraso na puberdade de machos e fémeas.
5. A remogéao da pineal materna causou entre as crias.

a) aumento da mortalidade entre machos e fémeas.

b) Menor consumo de leite.
6. A secgéo de nervo 6ptico materno acarretou entre as crias.
a) Perda de peso, em machos no intervalo entre o 5° o 14° dia

de vida pds-natal.

b) Menor consumo de leite entre fémeas.
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7. Associagdo de pinealectomia + seccéo de nervo optico materno

produziu as seguintes alteracoes.

a) Maior indice de mortalidade entre fémeas no intervalo do
nascimento ao 5° dia de vida.

b) Perda de peso de machos, no intervalo do 5° ao 14° dias
de vida pos-natal e de fémeas, e na época do desmame.

c) Menor consumo de leite entre os machos.

d) Atraso na puberdade de machos e fémeas .

Tais dados concordam com a literatura, quando se infere que a mae
traduz o estimulo do fotoperiodo e este é importante para sincronizar os ritmos
do feto e das crias na fase inicial da vida neo-natal, sendo a natureza do sinal
materno veiculada pelos dois sistemas de sincronizacdo ou seja, pela
secrecao de melatonina e via sistema nervoso autbnomo pela sincronizacéo
mediada pelo nucleo supraquiasmatico (REPPERT, DUNCAN & GOLDMAN,
1985; HASTINGS, et al., 1985, JAFFE, 1990, MOORE,1990;YEN, 1990:
MOOSS & FREUND- MERCIER (1991); AXELROD, 1992, MOORE, 1992,
MOORE 1996, MOORE 1997; DIAZ, et al. 1998).
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6. CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

. A remocgao da pineal, a seccdo do nervo optico, a combinagdo de ambos
procedimentos e a exposi¢céo a luz constante, reduziu a sobrevivéncia de
crias e causou morte entre as méaes. Parte dos efeitos devem-se ao ato

cirurgico per se.

. A luz constante prolongou em um dia a duragdo da gestagdo o que
evidencia que a fotoperiodicidade tem participagdo na sincronizagdo do

parto.

. A pinealectomia + sec¢do de nervo O6ptico induziu maior indice de
mortalidade entre as crias nos 5 primeiros dias de vida enquanto que a
exposicdo a luz constante o fez no intervalo de 6 a14 dias. No primeiro
caso supOe-se que tenha ocorrido um efeito cumulativo de estresse
materno, associado a perda temporaria do ritmo circadiano que
posteriormente retornou. No segundo, a alteragdo da fotoperiodicidade
parece ter efeito sobre mé&e e cria, alterando a sincronizagcédo dos ritmos

biologicos.

A mortalidade das crias pode ter sido consequéncia da redugédo do
consumo de leite. Ha indicios de que tal resultado ndo se deva ao
comportamento da cria, em busca de alimento, mas sim por reduc&o na

producéo de leite (sintese, secre¢éo ou ejegdo).

A desaferenciacdo da via fotica materna pela pinealectomia, seccdo de
nervo optico ou a combinagdo de ambos, alterou a sincronizagé&o endogena
materna, fetal ou ambas, acarretando mais mortalidade das crias e perda
de peso, possivelmente por redugédo do consumo de leite. Tal reducdo
provavelmente ndo se deve ao comportamento das crias, visto que o

numero das que mamaram e das que ndo mamaram foi semelhante.
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Sugere-se que possa ter havido redugéo na produgdo de leite (sintese,

secregao ou ejecédo).

A puberdade de machos e fémeas sofrem atraso em maes submetidas a
pinealectomia + secgdo de nervo optico e a luz constante, o que comprova
a importancia do fotoperiodo e da sincronizagdo materna no processo de

puberdade em ratos.
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