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LOCALIZAÇÃO E DISTRIBUIÇÃO DOS RECEPTORES DE MELATONINA 

EM DIFERENTES IDADES EMBRIONÁRIAS DE PREÁ (GALEA SPIXII 

WAGLER, 1831) 

 

LOPES, P. M. A. RECEPTORES DE MELATONINA EM EMBRIÕES DE PREÁ 

(Galea spixii Wagler, 1831). 2019. XXXf. Dissertação (Mestrado em Ciência Animal) 

– Universidade Federal Rural do Semi – Árido (UFERSA), Mossoró – RN, 2019. 

 

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar a localização e distribuição dos 

receptores de melatonina em diferentes idades embrionárias de preá (galea spixii 

wagler, 1831), com base em microscopia de luz e de imunofluorescência. Para 

desenvolvimento deste estudo, foram utilizados 9 preás fêmeas, adultas, com as quais 

foram formados três grupos com três fêmeas, obtidas no Centro de Multiplicação de 

Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Árido (CEMAS/UFERSA). 

Para experimentação, os animais foram eutanasiados seguindo o protocolo preconizado 

para roedores, após a aprovação pelo ICMBio e pela CEUA. As coletas dos embriões 

foram realizadas aos 20, 25, 30 dias de gestação, sendo coletados três embriões por 

idade gestacional, e esses embriões foram destinados ao processamento de microscopia 

de luz e imunofluorescência.  Em todos os órgãos estudados, encéfalo, pulmão, coração, 

fígado  e rim, observou-se marcação para os receptores de melatonina MT1 e MT2, 

apresentando marcações de diferentes intensidades entres as idades gestacionais e entre 

órgãos. Com relação ao encéfalo observou-se marcação nas diferentes estruturas que o 

compõem, além disso a estrutura que apresentou maior marcação para os receptores de 

melatonina foi o plexo coroide. Com relação ao pulmão, observou-se que a marcação 

dos receptores de melatonina ocorria principalmente nos brônquios e bronquíolos. 

Quanto ao coração, o miocárdio foi a região em que houve maior marcação de 

receptores de melatonina, porém de forma difusa. No fígado a marcação foi intensa em 

todas as idades gestacionais e as células que sofreram maior marcação foram os 

hepatócitos. No rim, independente da idade gestacional, a região tubular foi a que 

apresentou a maior intensidade de marcação. No que se refere à densidade de marcação 

imunofluorescente dos receptores de melatonina nos embriões de preá, observou-se que 

em órgãos como encéfalo, coração e rim houve variação significante na densidade de 

receptores quando comparamos as diferentes idades gestacionais avaliadas, já no fígado 
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e pulmão não se observou variância significativa entre as idades. Baseado nos 

resultados obtidos e discutidos pode-se concluir que os receptores de melatonina estão 

distribuídos por todos os órgãos estudados, sendo o fígado o órgão que apresentou a 

marcação mais intensa e maior densidade de marcação dos receptores de melatonina 

independente da idade gestacional. 

 

Palavras-chave: Imunofluorescência, Morfologia, Microscopia, Órgãos, Roedores. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os roedores possuem grande capacidade de adaptação ao meio ambiente, 

habitam variados climas e altitudes, como consequência de suas condições de 

adaptações fisiológicas. São mamíferos que possuem placentação variável, além disso, 

possuem tamanho e forma de dentição características, pois são desprovidos de caninos e 

possuem espaços entre incisivos e molares bem definidos (MOOJEN, 1952). Segundo 

Carleton e Musser (2005), os dentes incisivos destes animais estão em constante 

crescimento e, geralmente, possuem cinco e quatro molares em cada lado da maxila e da 

mandíbula, respectivamente, além de possuírem livre movimentação da mandíbula para 

frente, para trás e para os lados. 

O preá (Galea spixii) é um roedor pertencente à subordem Hystricomorpha, 

família Caviidae e subfamília Cavinae. Possui o corpo alongado, cabeça e os olhos 

grandes, orelhas curtas e arredondadas, é desprovido de cauda e apresenta uma pelagem 

de cor uniforme, sendo a superfície dorsal cinza escura e o ventre branco. Cabe 

destacar, sobre esse animal, que o mesmo possui características biológicas favoráveis à 

domesticação, como a reprodução em cativeiro, hábito gregário, poligamia e 

prolificidade, além de possuir uma carne saborosa, apreciada por parte da população 

sertaneja. Além disso, são roedores com hábitos noturnos, vivendo em grupos 

estruturados hierarquicamente que se alimentam de folhas, ramos e frutos de plantas 

rasteiras, raízes tubérculos e casca de árvores (MENDES, 1987; PINHEIRO et al., 

1989; BONVICINO et al., 2008, JÚNIOR et al., 2016).  

O preá possui curto período gestacional, alta prolificidade e elevado grau de 

desenvolvimento de filhotes, características reprodutivas que fazem do mesmo roedor 

com potencial para modelo experimental voltado a estudos com reprodução 

(OLIVEIRA et al., 2008). Os crescentes estudos com modelos reprodutivos de roedores 

têm se tornado uma ferramenta interessante para o conhecimento da biologia 

reprodutiva das espécies, favorecendo, consequentemente, a preservação e manutenção 

em cativeiro com vistas à domesticação. Além disso, permitem o desenvolvimento de 

estudos comparativos e mesmo podem favorecer que estas espécies tornem-se modelos 

para diversos tipos de pesquisas, tais como aqueles voltados à produção de células 

tronco embrionárias e mesmo para o entendimento de afecções que acometem fetos na 

vida pré-natal, como descreve Carter  (2007).  
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Estudos sobre a preservação e a exploração de animais silvestres nativos 

(PINHEIRO; ANDRADE; DA CUNHA, 2002), sobre a placentação (OLIVEIRA et al., 

2008), origem e distribuição dos nervos isquiáticos (OLIVEIRA et al., 2010) foram 

realizados em preás. Porém, verifica-se que, na literatura, não há estudos referentes à 

importância da melatonina e de seus receptores em preás.  

A melatonina é um hormônio produzido em diferentes regiões do organismo 

animal tais como glândula pineal, trato gastrointestinal e retina, sendo a pineal a região 

responsável por desencadear o pico noturno de melatonina circulante (PÉVET, 2003; 

HARDELAND et al., 2011; TOSINI et al., 2012; WIECHMANN, 1986). Esse 

hormônio é responsável pela regulação do ciclo circadiano através da placenta. Na 

fisiologia do embrião, ele é passado da mãe para o embrião, regulando o ciclo 

circadiano, reduzindo a secreção de cortisol pela glândula adrenal do feto e causa 

inibição das contrações das artérias cerebrais do feto. Além disso, quanto ao 

desenvolvimento embrionário, ele atua no controle das apoptoses de células 

embrionárias, inibindo a expressão de genes pró-apoptóticos e aumentando a expressão 

de genes anti-apoptóticos (CHAKIR et al., 2015; TORRES-FARFAN et al., 2004; 

SIMONNEAUX, 2011). Estas ações da melatonina sobre o embrião no período 

implantacional coincidem com a expressão dos receptores de melatonina nas células 

embrionárias (SHANG; ZHDANOVA, 2007). De acordo com Lacost et al. (2015), em 

mamíferos a melatonina produzida pela pineal e pelos diversos órgãos e tecidos possui 

ação em receptores que estão localizados tanto no sistema nervoso central quanto nos 

órgãos periféricos. 

As ações fisiológicas da melatonina são mediadas pela estimulação de dois 

receptores acoplados à proteína G de alta afinidade, MT1 e MT2 (DUBOCOVICH, 

2005). Ainda existe outro tipo de receptor, o MEL1C descrito em anfíbios, aves e peixes 

(VANECEK, 1998).  

Assim, considerando a escassez de informações sobre melatonina na espécie e  

sabendo da importância desta e de seus receptores, durante o desenvolvimento 

embrionário, tanto no que se refere ao sucesso implantacional quanto ao 

desenvolvimento dos órgãos em relação ao ciclo circadiano materno e ainda sobre as 

características reprodutivas do preá, cujo conhecimento da fisiologia do preá pode 

potencializar pesquisas para que este se torne modelo experimental, avaliou-se neste 

estudo a  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 CONSIDERAÇÕES SOBRE O PRÉA (Galea spixii )  

 

Segundo Riggs et al. (2009), a ordem Rodentia é apontada como a maior entre 

os mamíferos, tendo exemplares encontrados em todo o mundo, excetuando-se a 

Antártica e pequenas ilhas, onde a ordem não foi registrada. Simpson (1945) relatou que 

a ordem Rodentia é subdividida em três grupos, de acordo com a osteologia craniana, as 

especializações do músculo masseter, e as relações dessa estrutura com o conduto 

infraorbitário, que denominou estes grupos em Sciuromorpha, Myomorpha e 

Hystricomorpha. Segundo Wilson e Reeder (2005)  a subordem Sciuromorpha engloba 

esquilos e outros animais constituindo assim 62 espécies, a ordem Myomorpha inclui 

ratos-saltadores, ratos, hamsters e camundongos  totalizando 1559 espécies, enquanto a 

subordem Hystricomorpha inclui porcos-espinhos, capivaras, entre outros totalizando 

290 espécies. Os Hystricomorfos apresentam uma estrutura que é característica desse 

grupo que é a presença de subplacenta. Dessa forma, tendo como base essas 

características relatas acima, o préa é um roedor pertencente à subordem 

Hystricomorpha.  

O préa (Galea spixii) é um roedor da família Caviidae de corpo alongado, 

superfície dorsal cinza escura e ventre branco e cujos olhos são delimitados por  um 

anel de pelos brancos (OLIVEIRA et al., 2010). De acordo com Percequilo et al. (2007) 

o crânio desse roedor possui um forâmen infraorbital grande e também dentes incisivos 

de coloração amarela, um pré-molar e três molares. São encontrados em regiões que 

apesentam a caatinga como o principal bioma, tendo como predileção de habitat regiões 

de capinzais e serrotes de pedra (MOOJEN, 1952). Alimenta-se de ramos e frutos de 

plantas rasteiras, folhas, raízes e cascas de arvores (MENDES, 1987). Santos (2012), 

descreve que o preá apresenta um período de gestação de 48 dias e, de acordo com 

Eisenberg e Redfor (1989), a reprodução nessa espécie pode ocorrer em qualquer 

período do ano, tendo as fêmeas predileção por fazer ninhos em locais que sejam 

protegidos por pedras ou vegetação. Além disso, concebem em média dois filhotes, por 

gestação, que são bem identificados e apresentam pelos em todo seu corpo (OLIVEIRA 

et al., 2008). 
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2.2 PINEAL  

 

A glândula pineal, estrutura também conhecida como epífise cerebral, é uma 

pequena glândula endócrina presente no cérebro dos vertebrados, que secreta um 

hormônio derivado da serotonina responsável por modular os padrões de sono nos 

ciclos circadianos e sazonais. 

Guyton e Hall (2006), em seu tratado de fisiologia, descreve que a pineal é uma 

estrutura pequena em forma de cone com peso de 0,5 g que possui em seu interior uma 

massa e que se estende a partir da região posterior do diencéfalo formando o teto do 

terceiro ventrículo.  De acordo com Junqueira e Carneiro (2003), a pineal apresenta um 

núcleo central composto de lobos (parênquima) e uma superfície periférica (estroma) 

característico de glândula endócrina. Já Vollrath (1985) define a pineal como uma 

estrutura formada por uma agregação de tecido conjuntivo, glandular, vasos e nervos. 

Nessa glândula são encontrados dois tipo celulares, que compreendem os astrócitos e 

pinealócitos, sendo este último, o tipo celular que ocupa maior parte do parênquima da 

pineal de mamíferos e que possui maior papel na síntese de melatonina.  

Comumente a pineal ou epífise cerebral é morfologicamente dividida em 

porções nas diferentes espécies. Moller (1992) descreve que em roedores a mesma está 

dividida em três porções distintas que são elas, a pineal profunda, o pendúculo pineal e 

a pineal superficial. Moller e Baeres (2002) descreveram que no parênquima da 

glândula pineal de mamíferos estão localizados os pinealócitos responsáveis pela 

produção hormonal, células intersticiais e fagócitos perivasculares. 

 

2.3 MELATONINA: 

 

A melatonina é o hormônio produzido pela glândula pineal que tem como 

funções básicas a indução ao sono e regulação do metabolismo diário dos animais, ou 

seja, é o hormônio que regula o ciclo biológico de quase todos os animais quando 

dormindo ou em atividade, o que se denomina de ritmo circadiano. 

A melatonina é amplamente distribuída em plantas, organismos unicelulares, 

algas, bactérias, invertebrados e vertebrados (IRITI et al., 2010; STEHLE et al., 2011). 

Dada a sua ampla distribuição e influência sobre o fenótipo das espécies, a mesma é 

considerada  uma substância com funções pleiotrópicas. JUNG-HYNES et al. (2010) e 

PARADIES et al. (2010) afirmam que esse hormônio, por ser amplamente distribuído 

nas espécies, corresponde a uma substância que possui diversas ações em diversos 
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órgãos. Reiter et al. (2013) justificam que a capacidade que a melatonina apresenta de 

atravessar facilmente as membranas celulares e barreiras fisiológicas é umas das 

explicações para sua ampla distribuição em órgãos, tecidos e fluidos.  

A melatonina é um hormônio comum em todos os vertebrados. Esse hormônio 

foi isolado inicialmente a partir de extratos de glândula pineal bovina em 1958, segundo 

cita LERNER et al. (1958). Este é classificado fisiologicamente como um neuro-

hormônio indolaminérgico com peso molecular de 232kda, produzido principalmente 

pela glândula pineal, mas também pelo corpo ciliar da íris, glândulas lacrimais e 

harderianas, retina, linfócitos, intestino grosso, fígado, testículos e ovários, sendo a 

glândula pineal que, de forma exclusiva, é responsável pelo ritmo circadiano da 

melatonina no sangue (PONTES et al., 2006; CRUZ, 2016). 

 As fontes extrapineais da melatonina possuem importância significativa para a 

ação autócrina e/ou parácrina desse hormônio, embora tenha contribuição mínima para a 

concentração plasmática da melatonina (CLAUSTRAT, BRUN, CHAZOT, 2005). 

Sua síntese pela pineal é influenciada significativamente pelo ciclo diário de luz 

e escuro, tem como base as mudanças de duração do fotoperíodo ambiental e sua 

secreção é proporcional a duração do período de escuridão, conforme relata Reiter 

(2005). 

A melatonina é sintetizada exclusivamente à noite, iniciando com a conversão de 

triptofano em 5 hidroxitriptofano por meio da ação da enzima 5-triptofano hidroxilase. 

A medida que ocorre a conversão do triptofano os pinealócitos passam a capturar o 5-

hidroxitriptofano do sangue e o convertem em serotonina, que é convertida em N-acetil-

serotonina por ação da enzima arilalquilamina N-acetiltranferase. Finalmente, a 

hiroxindol-O-metiltranferase atua sobre a N-acetilserotonina convertendo-a em 

melatonina (TAMURA et al., 2009; NETO, 2008) (Figura 1). 
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Figura 1 - Via biossintética da melatonina. Representação da via de síntese de melatonina, 

desde do triptofano até a formação da melatonina. Adaptado de Reiter et al. (2000). 

 

Ao mesmo tempo em que a melatonina vai sendo sintetizada, vai se difundindo 

na corrente sanguínea e, em função dos gradientes de concentração, vai atravessando as 

paredes dos capilares e membranas de órgãos afins. De acordo com Reiter et al., (2013), 

a melatonina difunde-se facilmente entre as membranas celulares e barreiras 

fisiológicas, a exemplo da barreira hematoencefálica, aspecto que segundo os 

pesquisadores explica sua abundante distribuição em órgãos, tecidos e fluidos. 

A melatonina está envolvida numa variedade de processos neuroendócrinos, 

neurofisiológicos e celulares, desempenhando papel fundamental na regulação dos 

ritmos circadianos, no envelhecimento, na fisiologia gastrointestinal, regulação do ciclo 

sono-vigília, do sistema imunológico, cardiovascular, regulação de temperatura 

corporal, no crescimento tumoral, no metabolismo de lipídeos e carboidratos. Além 

disso, também está envolvida nos processos reprodutivos (HIRIART et al., 2012). Nos 

sistemas reprodutivos, esse hormônio está envolvido mecanismos relacionados à 

sazonalidade, como pode ser observado em ovelhas, no bisão, no ferret, no cavalo, no 
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hamster e ratos selvagens (ARENDT et al., 1995). Além disso, no caso da fêmea do 

hamster sírio, pode causar depressão nos níveis do hormônio folículo estimulante 

(FSH), o que diminui o desenvolvimento folicular desencadeando anestro nesta espécie, 

levando a uma característica de sazonalidade reprodutiva.  

 

2.4 CICLO CIRCADIANO: 

 

 O ciclo circadiano ou ritmo circadiano corresponde ao período de tempo em que 

determinado indivíduo alterna um conjunto de atividades fisiológicas. Por exemplo, as 

atividades de digestão de alimentos, o estado de vigília e sono, o processo de renovação 

das células e o controle da temperatura do organismo. O controle fisiológico do ciclo 

circadiano tem origem no sistema nervoso central (SNC), no núcleo supraquiasmático. 

Este núcleo gera um ciclo circadiano intrínseco e independente de períodos de 

iluminação que dura cerca de 24 horas. Devido à falta de precisão e a pouca variação 

deste controle do ciclo circadiano, ocorreram mudanças durante o processo evolutivo, 

tornando-o sincronizado aos níveis e variações de luz durante o dia (SAPER, 2013; 

SLAT; FREEMAN; HERZOG, 2013).  

 O ritmo circadiano é controlado a partir do SNC, que responsável pela 

sinalização, aos tecidos periféricos por meio do sistema nervoso autónomo (SNA). 

Durante um período de 24 horas, na periferia, o SNA é responsável por regular as 

alterações na fisiologia das células a nível molecular. Dependendo do tipo de célula, até 

20% dos genes podem apresentar independência deste sistema de sincronização. Sendo 

assim, para que a expressão dos demais genes seja ideal, o ritmo circadiano deve ser 

regulado com precisão pelo SNC. Por isso, quando há alteração nos períodos de luz 

durante o dia, os ritmos celulares também são afetados de forma negativa em sua 

fisiologia (AKHTAR et al., 2002; PANDA et al., 2003). 

Embora o ciclo circadiano seja controlado pelo SNC, o mesmo também é 

regulado pela a ação da melatonina secretada pela glândula pineal, conforme já 

explicitado. Este ciclo é um mecanismo universal, ocorrendo em todos os vertebrados 

(STANKOV; REITER, 1990). Possivelmente, o controle do ciclo circadiano por um 

hormônio, no caso da melatonina, necessita da presença de receptores. Há pelo menos 

dois receptores de membrana conhecidos para melatonina, MT1 e MT2, que estão 
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amplamente distribuídos no corpo animal (HARDELAND et al., 2012; SLOMINSKI et 

al., 2012). 

 

2.5 MECANISMOS DE AÇÃO E RECEPTORES DE MELATONINA: 

 

 A melatonina é uma molécula que possui vários mecanismos de ação, pelo fato 

de ser uma molécula com ampla conservação ao longo da cadeia evolutiva e por deter 

diversos efeitos endócrinos e parácrinos (SHIDA et al., 1994). A ação da melatonina nas 

células dos mamíferos, para Macchi e Bruce (2004), pode ocorrer quando a mesma se 

liga à proteínas intracelulares como a calmodulina ou por sequestro de radicais livres ou 

por ligações a receptores nucleares da família orphan, bem como por meio de ligação a 

receptores de melatonina presentes à membrana plasmática.  

Várias tentativas de purificação de receptores de membrana para a melatonina 

foram realizadas com material a partir de fontes consideradas ricas em proteínas 

receptoras de melatonina (cérebro de lagarto, cérebro de frango, ovelha e rato ) sendo 

todas mal sucedidas. O primeiro receptor de melatonina de alta afinidade isolado com 

sucesso foi clonado usando uma biblioteca de cDNA construída de melanóforos 

dérmicos de Xenopus e de uma estratégia de clonagem de células mamíferas que 

expressavam os receptores (Ebisawa et al., 1994). Este cDNA de receptor de melatonina 

derivado do Xenopus codifica uma proteína de 420 aminoácidos com sete regiões 

transmembranas, consistentes com a classificação deste tipo de receptor dentro da 

superfamília de receptores acoplados a proteína G (Ebisawa et al., 1994). A 

Identificação de uma sequência do receptor Xenopus permitiu a homologia de métodos 

de triagem, levando à identificação subsequente de três tipos de receptores de 

melatonina de vertebrados (Reppert et al. 1996). 

De acordo com Aguiar (2002) três subtipos de receptores de melatonina de alta 

afinidade (Mel1a, Mel1b e Mel1c) foram clonados, sendo o primeiro destes Mel1c  isolado 

a partir de melanóforos de Xenopus laevis, logo em seguida foram isolados os subtipos 

Mel1a, Mel1b em mamíferos. Estes receptores, foram inicialmente, divididos em duas 

classes e denominados como ML-1 e ML-2, com base em diferentes cinéticas de ligação 

e de afinidade em ensaios realizados com 2-[125I]-iodo melatonina, entre outros 

ligantes como Luzindol e 4P-PDOT (TAMURA, 2009).  
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Os receptores do tipo ML-1 são aqueles com alta afinidade à melatonina e que se 

caracterizam por ser encontrados em todos os tipos de vertebrados. Eison e Mullins 

(1993), citam que o primeiro receptor desse tipo foi encontrado na retina de coelhos, 

mas que também são encontrados nas artérias mesentéricas caudais de ratos, no núcleo 

supraquiasmático, pars tuberalis, entre outras estruturas. Já o ML-2 são receptores de 

melatonina de baixa afinidade, descritos inicialmente em cérebro de hamster (EISON E 

MULLINS, 1993) e, posteriormente, em cérebro de galinha por Dubocovich et al. 

(1995).  

Posteriormente esses receptores tiveram suas nomenclaturas mudadas, o receptor 

ML1 passou a ser dividido em MT1, MT2 e Mel 1c e o receptor ML-2 em MT3. Até o 

momento em mamíferos são retratados dois tipos de receptores acoplados a proteína G, 

o MT1 e o MT2. Os receptores de melatonina apresentam estruturas moleculares, 

localizações cromossômicas e características farmacológicas (SLAUGENHAUPT et al., 

1995; REPPERT et al., 1996; DUBOCOVICH et al., 1997). Em relação à estrutura 

molecular, os receptores MT1 e MT2 possuem 7 hélices transmembranares hidrofóbicas 

e são formados por grandes cadeias de aminoácidos, apresentando respectivamente 350 

e 362 aminoácidos em suas constituições, conferindo aos mesmos um peso molecular de 

39 kDa e 40 kDa, respectivamente (SONG et al., 1997; RIVERA-BERMUDEZ et al., 

2004; NAVAJAS et al., 1996). Deupi et al. (2007) relatam que ambos os receptores de 

melatonina pertencem a classe dos receptores acoplados à proteína G e que a homologia 

de sequencia entre os receptores ocorre principalmente nos domínios transmembranares. 

Além disso, segundo Petit et al. (1999) esses receptores promovem a inibição da 

adenililciclase e consequentemente a diminuição dos níveis de AMPc. 

 Os receptores de melatonina MT1 e MT2 já foram identificados no hipotálamo 

de ratos (WU et al., 2013 LACOSTE et al., 2015) e em outras áreas do cérebro (DREW 

et al., 2001; LACOSTE et al., 2015; REPPERT et al., 1995). De acordo com Masana et 

al . (2002), os receptores MT1 são inicialmente encontrados em células de músculo liso 

vascular, enquanto que os receptores MT2 são encontrados tanto em células endoteliais, 

quanto em células de musculo liso vascular. 

No estudo referente à expressão dos receptores MT1 e MT2 em tecidos de ratos 

de linhagem Sprague-Dawley, os autores afirmam que os mRNAs dos receptores de 

melatonina MT1 e MT2 são encontrados no hipotálamo, retina e intestino delgado 

fígado e nó sinoatrial do coração, sendo expresso abundantemente no hipotálamo 

(SALLINEN et al., 2005). 
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De acordo com Ekmekcioglu et al. (2003), no que se refere ao sistema 

cardiovascular, o receptor MT1 já foi encontrado em artérias coronárias humanas, 

enquanto que o receptor  MT2 foi descrito no coração humano e artérias coronárias e 

aorta. O receptor MT1 também foi relatado em coração de ratos e em artéria caudal de 

ratos, respectivamente, por (ABETE et al., 1997) e (VISWANATHAN et al., 1990). 

Através de ensaios de ligação com 2- [125 I] iodomelatonina revelados por 

autorradiografia realizada em cérebro de tartaruga pintada (Chrysemys picta), verificou-

se que os receptores de melatonina possuem distribuição densa e estão espalhados nas 

áreas visuais do cérebro e na glândula pineal (LARSON-PRIOR et al., 1996).   

Em estudos com ratos da linhagem Long Evans foi verificada a presença dos 

receptores MT1 disseminados pelo sistema nervoso central (SNC) e parte do quiasma 

óptico, e quanto aos receptores MT2 não foi identificado a presença deles no SNC 

( WALY e HALLWORTH, 2015). Estudos realizados por Hunt et al. (2001) com 

hipotálamo de ratos demostrou a expressão dos receptores de melatonina MT1 e MT2 

no SNC por autoradiografia com 2- [ 125I ] iodomelatonina e por hibridização in situ.  

De acordo com Fujieda et al. (1999) em trabalho referente a expressão de 

receptor de melatonina MT1 em retina de Ratos Wistar, o receptor MT1 foi localizado 

imunocitoquimicamente nas camadas plexiforme interna e externa da retina, sendo 

que em embriões de duas semanas identificou maior marcação na camada  externa. 

Este mesmo autor e Colaboradores, em 2000, identificaram a presença do receptor 

MT1 em células neuronais da retina de porquinho da índia. Já em estudo com Ratos 

Sprague-Dawley, Yang et al. (2011) relataram a expressão do receptor de melatonina 

MT2 nos gânglios e células bipolares da camada nuclear interna da retina. 

Estudos feitos na parte tubular da adenohipófise de hamster europeu revelaram 

através de hibridização in situ a expressão do mRNA de MT1 em toda a extensão 

rostro-caudal (DARDENTE et al., 2003).  

Estudando a glândula pituitária de machos e fêmeas de rato Wistar, Klosen et 

al. (2002) detectaram a expressão do receptor MT1 na pars tuberalis (parte tubular) da 

hipófise e também identificaram a expressão desse receptor na parte rostral da pars 

distalis (parte distal) da hipófise. 

Utilizando camundongos transgênicos, Adamah-Biassi et al. (2014) relataram a 

expressão do receptor de melatonina MT1 em diversas regiões do cérebro, incluído o 

órgão subcomissural, algumas regiões do epêndima que reveste os ventrículos, o 

hipocampo, o cerebelo, parte tubular da hipófise, a habênula e sua comissura, e 
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também no aqueduto cerebral. Imbesi et al. (2008) descreveram em cérebro de 

camundongos, a expressão do receptor MT1 no cerebelo, hipotálamo, gânglios da 

base, hipocampo e no sistema nervoso central (SNC).  

Naji et al. (2004) em estudos com camundongos suíços, utilizando PCR 

relataram a expressão de receptores de melatonina MT1 no cérebro, fígado e rim, e 

expressão do receptor MT2 apenas no cérebro. Nesse mesmo estudo, utilizando a 

técnica de Southern blot foi identificado a presença dos receptores MT1 no coração e 

pulmão, enquanto que a expressão dos receptores MT2 ficou restrita ao pulmão. 

Os receptores de melatonina também são encontrados no sistema imune. Pozo 

et al. (1997), em estudos com ratos, identificaram a presença do receptor MT1 no 

timo, baço e também nas células CD4, CD8 e B. JÁ os receptores MT2 não foram 

expressos em nenhum destes tipos de células. Estudos realizados em camundongos 

por CARRILLO-VICO et al. (2003) revelaram a presença de receptores MT1 no timo 

e no baço e do  receptor MT2 apenas no timo. 

Silva (2014), no estudo referente à localização do receptor Mel1a em embrião e 

retinas de Kinosternon Scorpoides utilizando imunohistoquímica, relatou que esse 

receptor está presente em embriões de 21 dias, em regiões da maxila e mandíbula, na 

íris, no contorno externo do olho, na fissura coroide, no pescoço, nos membros 

anteriores e posteriores, na carapaça e também na cauda em brotamento. Por meio de 

autorradiografia, mostrou-se a ligação específica 125I–iodomelatonina no corpo íris-

ciliar de coelhos defendendo assim a presença de receptores de melatonina nessa região 

(OSBORNE e CHDLOW, 1994). 

A melatonina possui importante função no desenvolvimento embrionário, 

principalmente por seus efeitos ligados a apoptose do embrião durante os processos de 

implantação (DAI et al., 2008). Estas ações estão ligadas aos genes BAX, caspase-3 e 

Bcl-2, onde a melatonina atua diminuindo a expressão dos dois primeiros, que são genes 

pró-apoptóticos e aumentando a expressão do Bcl-2 que atua de forma anti-apoptótica 

nas células embrionárias. O papel antioxidante da melatonina é evidenciado pelo 

aumento nos níveis de glutationa intracelular, redução da produção de espécies reativas 

de oxigênio, melhorando os processos que antecedem a implantação, bem como 

promove a eficiência do processo implantacional (REITER et al., 2009; GAO et al., 

2012; MOHSENI et al., 2012). Durante o período de gestação há passagem de 

melatonina materna para o embrião por meio das trocas placentárias, fazendo com que o 

ritmo circadiano da melatonina materna esteja ligado à geração dos ritmos circadianos 
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no feto, como é observado principalmente na glândula adrenal fetal (SIMONNEAUX, 

2011). Ligada a esta informação tem-se que a melatonina materna diminui a produção 

de cortisol na glândula adrenal fetal em uma espécie de macaco (TORRES-FARFAN, 

2004) e que em ovelhas esta promove efeitos inibidores sobre as contrações das artérias 

cerebrais do feto, que são estimuladas pela noradrenalina, também produzido pela 

adrenal, que além de inibir a liberação de glicerol pelo tecido adiposo multilocular 

promove a redução da secreção de cortisol pela adrenal fetal (MILLER et al., 2005). 

Variações nos níveis de melatonina na circulação materna devido às alterações 

no período de luz foram relatadas em ovinos (YELLON, 1987) e ratos (DEGUCHI, 

1972). De acordo com os autores estas variações podem causar danos consideráveis ao 

embrião, tendo em vista que o período de implantação embrionária coincide com a 

expressão dos receptores de melatonina nas espécies mamíferas em geral (SHANG; 

ZHDANOVA, 2007), especialmente os receptores MT1 e MT2 que atuam por inibição 

da adenilatociclase  (DUBOCOVICH, 2007). 
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3 OBJETIVOS  

3.1 OBJETIVO GERAL: 

 

Avaliar a localização e distribuição dos receptores de melatonina em diferentes 

idades embrionárias de de preá (Galea spixii Wagler, 1831). 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

a) Descrever a morfologia embrionária do preá, a fim de estabelecer um padrão 

para a identificação dos receptores de melatonina; 

b) Localizar os receptores de melatonina nas diferentes idades gestacionais por 

meio da técnica de Imunofluorescência; e  

c) Avaliar a densidade de receptores de melatonina nos diferentes sistemas e em 

diferentes idades embrionárias (20, 25 e 30 dias) no preá. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 LOCAL DE AMOSTRAGEM: 

 

O material destinado ao estudo dos receptores de melatonina (MT1 e MT2) em 

embriões de preá (Galea spixii Wagler, 1831) foi obtido do Centro de Multiplicação de 

Animais Silvestres (Figura 2) da Universidade Federal Rural do Semi-Árido, criado 

pela portaria ESAM Nº 154/89 em 29 de setembro de 1989 e registrado junto ao 

IBAMA como criadouro científico sob número 1478912. O mesmo está situado na 

cidade de Mossoró-RN entre as coordenadas geográficas 5º11’S e 37º20’W Gr, com 

altitude ao redor de 16 m acima do nível do mar e ocupando uma área de 20 ha. Este 

possui como objetivo fomentar pesquisas voltadas a preservação e manutenção de 

espécies silvestres em cativeiro, especialmente daquelas que tenham interesse sócio-

econômico.  

Previamente às coletas, o projeto foi submetido ao Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio) e Comissão de Ética e Bem-Estar Animal 

(CEUA) para aprovação.  

 

Figura 2 - Vistas da entrada do Centro de Multiplicação de Animais Silvestres. 

Fonte: Bezerra  (2014). 
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4.2 ESPÉCIE ESTUDADA 

 

O preá (Figura 3), conhecido como preá do campo nas regiões do seridó e oeste 

do estado do Rio Grande do Norte, é um pequeno roedor de orelhas pequenas, 

desprovido de cauda e com peso médio de 500 g e que possui pele com coloração dorsal 

mesclada de cinza e amarelo. Além disto, circundando a região orbicular do olho 

observa-se uma discreta faixa de pelos brancos. Suas patas anteriores apresentam quatro 

dígitos e as posteriores três dígitos (BONVICINO et al., 2008). Possuem hábito terrestre 

e são ativos em pequenos intervalos do início e final do dia e habitam a caatinga, 

campos cultivados e lajeiros (STREILEIN, 1982). 

Quanto a sua taxonomia o preá foi descrito por Mojem (1952) como pertencente 

ao: 

Reino: Animalia  

Filo: Chordata  

            Classe: Mammalia 

Ordem: Rodentia 

Subordem: Hystricomorpha  

Família: Caviidae  

Subfamília: Cavinae  

Gênero: Galea 

Espécie: Galea spixii, Wagler, 1831. 

 

 

Figura 3 - Fotografia do preá: Fonte: Rebouças (2017) 
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: 

 

Após autorização da execução do projeto pelo ICMBio (SISBIO – 66001-1) e 

pelo CEUA/UFERSA – 07/2018 foram selecionados aleatoriamente três grupos de 

preás com três fêmeas e um macho, que foram mantidos em recintos distintos com 

dimensões de 5 m
2
, onde foram alimentados com ração para roedores da marca 

(Campestre) contendo (umidade (Máx) 120g/kg, proteína bruta (Min) 140g/kg, extrato 

etéreo (Min) 20g/kg, fibra bruta (Máx) 200g/kg, cálcio (Máx) 15g/kg, cálcio (Min) 

12,75g/kg, matéria mineral (Máx) 140g/kg, fósforo (Mín) 3.000mg/kg, fibra em 

detergente ácido 150g/kg), frutos, grãos de soja, milho e água ad libitum, de modo que 

cada grupo tivesse o mesmo manejo alimentar. 

Para identificação dos animais, as fêmeas foram marcadas com tintura capilar de 

cor preta (Wella Koleston - Espuma Color Intense - Preto Azulado 28) tingindo 

diferentes regiões anatômicas: torácica, pélvica, lateral e dorso. Para tanto, cada fêmea 

recebia uma identificação única de modo a não haver repetições entre os animais de um 

mesmo grupo.  

Identificadas as fêmeas, em cada grupo, foi adicionado um macho de forma a 

possibilitar a cópula e consequente fecundação. Para que houvesse o controle do dia em 

que os animais copulavam foram realizadas, diariamente, citologia vaginal. 

 

4.4 CITOLOGIA VAGINAL:  

 

Para identificação do dia em os animais copulavam foi realizado diariamente o 

exame colpocitológico das fêmeas de cada grupo por meio de esfregaços em lâmina de 

vidro confeccionados a partir do fluido vaginal coletado por meio de swab estéril. Para 

isto os animais eram contidos manualmente, higienizados na região vulvar com auxílio 

de algodão embebido em solução salina 0,9% e swabs lubrificados na mesma solução, 

que eram introduzidos na vagina do animal em um angulo de mais ou menos 45° 

seguido de movimentos circulares por toda a vagina de modo a coletar o fluido vaginal. 

 Após a coleta o material era distendido em lâmina de vidro e seco à temperatura 

ambiente. Em seguida era submetido a procedimento de coloração com a utilização do 

corante panótico rápido Instant-Prov (New Prov®) de acordo com as recomendações 

preconizadas pelo fabricante. Já coradas e secas as lâminas eram analisadas, quanto à 



34 
 

presença de espermatozoides, com o auxílio de microscópio de luz (Olympus CX 31 

RBSFA).  

Confirmada a presença de sêmen nas lâminas as fêmeas eram separadas do 

grupo, a fim de evitar erros na estimativa das idades de gestações caso as fêmeas 

viessem a repetir cio assim como descrito por Bezerra (2014). Foi considerado o dia 

zero da gestação aquele em que identificou-se a presença de espermatozoides ao exame 

das amostras colpocitológicas (Figura 4). Após, 15 dias da identificação da presença de 

espermatozoide nos esfregaços dos animais eram então realizado exame de palpação 

nos animais, para constatação da gestação.  

 

 

Figura 4 - Confirmação da cópula pela presença de espermatozoides na 

citologia vaginal. Após 24 horas, considerava-se o primeiro dia de gestação. 

Em A, espermatozoides de preá. Objetiva de 100X. Barra = 10 µm 

 

4.5 PROCEDIMENTO ANESTÉSICO: 

 

 Os animais eram separados e no dia anterior a coleta eram submetidos a jejum 

sólido de doze horas e líquido de seis horas. No momento da coleta os animais eram 

pesados e submetidos a procedimento anestésico. Para tanto, era administrado como 

medicação pré-anestésica a associação de cloridrato de xilazina (Xilazin
®
 2% na dose 

de 1mg.Kg
-1

, fabricante Syntec) e cloridrato de cetamina (Quetamina
®
 10% na dose de 

15mg.Kg
-1

, fabricante Vetnil) ambos por via intramuscular, após espera de tempo hábil 

A A 
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(10min.) era administrado o anestésico tiopental 1g (Tiopental sódico
®
 1g na dose de 

25mg.Kg
-1

, fabricante Richmond, DivisiónVeterinaria S.A.) por via endovenosa como 

fármaco indutor da anestesia. Atingido o plano anestésico seguia-se com a 

administração de Cloreto de Potássio (Cloreto de potássio
®
 19,1% na dose de 2,56 

mEq.Kg
-1

, fabricante Halexistar) também por via endovenosa, confirmando-se o óbito 

do animal após identificada  parada cardiorrespiratória (BEZERRA, 2014). 

 

4.6 COLETA DO MATERIAL: 

 

Após óbito do animal era realizada uma incisão longitudinal mediana pós-

umbilical, de modo a expor o útero gravídico, que era então seccionado para retirada 

dos sacos gestacionais e posterior coleta de embriões. 

As coletas dos embriões foram realizadas considerando-se os dias 20, 25 e 30 

dias de gestação para o preá. Foram coletados três embriões por idade gestacional, 

sendo estes destinados a processamento para microscopia de luz convencional e 

imunofluorescência. 

De cada embrião coletado foram obtidas secções medianas com o intuito de 

diminuir a área a ser processada e concentrar ao máximo nas regiões de interesses. Estas 

secções eram fixadas em solução de paraformaldeído 4% tamponado com tampão 

fosfato de sódio 0,1M e pH 7,4, quando destinados a processamento de microscopia de 

luz e reações de imunofluorescência.  

 

4.7 MICROSCOPIA DE LUZ: 

 

 As amostras foram processadas no Laboratório de Morfofisiologia Animal 

Aplicada da UFERSA, utilizando-se a metodologia descrita por Tolosa et al. (2003), 

adaptando-a quando necessário devido a natureza do material. 

 Os embriões foram fixados por 48 h em solução de paraformaldeído 4% 

tamponado com solução de fosfato de sódio 0,1M e pH 7,4 e em seguida foram lavados 

em água corrente para retirada do excesso do fixador e submetidos ao processo de 

desidratação, sendo imersas em álcoois com concentrações crescentes, variando de  60 a 

100%, por um período de uma hora  em cada álcool. Após a desidratação, o material foi 

diafanizado. Para tanto, o material foi imerso em dois banhos de xilol (Xileno P.A. – 
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ACS; DINAMICA®) por uma hora cada e em seguida foi realizada a parafinização 

(inclusão) das amostras, eram imersas em dois banhos de parafina histológica (Synt
®
, 

granulada com ponto de fusão 58ºC a 62ºC, lote: 138199) em estufa a temperatura de 

60°C, sendo o primeiro banho com duração de uma hora e o segundo por um período de 

doze horas, em parafinas distintas. Após esta parafinização, as amostras foram incluídas 

em uma nova parafina para confecção dos blocos.  

Finalizada a parafinização e após completa solidificação da parafina foram 

obtidos cortes de cinco micrometros (5µ) de espessura (Micrótomo LEICA RM 2125 

RT), que eram coletados em lâminas de vidro e levados a estufa a 60°C por até doze 

horas para desparafinização e aderência às lâminas. Posteriormente, as secções 

histológicas foram imersas em dois banhos de xilol por dez minutos cada, reidratadas 

em álcool (100%, 95%, 70%), durante três minutos em cada álcool e em seguida em 

água corrente, de modo a garantir total reidratação. Por último, as secções foram 

coradas segundo técnicas para Hematoxilina e Eosina (HE) e montadas com Permount
®
 

(FISH-SP15-500). Finalmente, o material foi analisado e as imagens mais 

representativas foram fotomicrografadas em microscópio óptico (Olympus CX 31 

RBSFA) com câmera acoplada (Leica ICC50 HD). 

 

4.8 IMUNOFLUORESCÊNCIA: 

 

Para realização da técnica de imunofluorescência cortes de 5 µm de espessura 

foram aderidos a lâminas silanizadas (STAR FROST®) e levados a estufa a 60 °C por 

12 horas, após esse período o material foi desparafinado em xilol, sendo imersos em três 

banhos de cinco minutos em cada em xilol (Xileno P.A. – ACS; DINAMICA®) e 

hidratado em álcool, sendo dois banhos em álcool 100% e dois banhos em álcool 90% 

todos com duração de quinze minutos, e em seguida em água deionizada por um 

minuto, sob agitação.  

Realizada a hidratação, o excesso de líquido foi aspirado dos cortes seguindo-

se a etapa da recuperação antigênica. Para tanto, os cortes histológicos foram 

submetidos a tratamento térmico em aparelho de micro-ondas (Eletrolux®, MEF-28) 

em potência máxima (60 Hz) com as lâminas imersas em tampão citrato 10 mM e pH 

6.0, durante 10 min. Na sequência, com o material já em temperatura ambiente, as 

lâminas foram lavadas  três vezes em água deionizada durante dois minutos cada em 
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lavagem para então, após aspiração do excesso de líquido dos cortes, realizar-se o 

bloqueio das ligações inespecíficas incubando as amostras com UltraCruz® Blocking 

Reagent (sc-516214) por 30 min em câmara úmida.  

Passados 30 minutos as secções foram lavadas três vezes em PBS 0.1M e pH 

7.2, durante cinco minutos cada lavagem, após  aspirado o excesso de líquido foram 

incubadas com o anticorpo primário (MEL-1A/B-R (B-8): sc-398788) durante 12 horas 

em câmara úmida a 4 °C. Em seguida, foram realizadas três lavagens em PBS 0.1M e 

pH 7.2 durante cinco minutos para cada lavagem e, após  aspirado o excesso de líquido 

e foi realizada a incubação com anticorpo secundário ligado ao fluoróforo Isotiocianato 

de fluoresceína (m-IgGκ BP-FITC: sc-516140) por uma hora em câmara úmida. Por 

fim, as secções foram lavadas novamente em PBS conforme descrito anteriormente e 

em seguida foram montadas utilizando UltraCruz® Mounting Medium (sc-24941). 

Para visualizar os fluorocromos, o tecido embrionário imunomarcado foi 

examinado com um sistema capturador de imagens acoplado a microscópio apropriado 

(Olympus BX51). As regiões anatômicas de interesse foram escolhidas aleatoriamente 

para inspeção. De cada idade gestacional foram analisados três embriões. As imagens de 

2048 x 2048 pixels foram registradas usando objetiva de imersão de óleo de 40x e 100x 

e um fator de zoom constante de 1. As configurações para a aquisição de imagem pelo 

programa de contagem de fótons eram constantes e usadas para obtenção de imagens da 

imunorreatividade do receptor de melatonina e a correspondente rotulação hormonal da 

mesma seção.  

A avaliação semi-quantitativa da série de imagens foi realizada com o software 

de análise de imagem Fiji. Para análise, a marcação hormonal das células foi definido 

um limiar automático e ou um filtro médio de 5 pixels. Por um operador automatizado, 

as partículas foram localizadas na imagem binária e a coloração hormonal livre de 

demarcação dos núcleos foi determinada como regiões de interesse. A intensidade 

média de fluorescência da marcação do receptor de melatonina foi medida nestas 

regiões de interesse definidas para ter um indicador indireto para a densidade de 

receptores de melatonina. Os valores médios determinados pela coloração do receptor 

nas diferentes idades gestacionais foram analisados estatisticamente. 
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4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA:  

 

Os dados foram analisados estatisticamente e expressos em média ± desvio 

padrão e avaliados pelo programa estatístico SigmaPlot for Windows (SigmaPlot; Systat 

Software Inc®) versão 12.0. Todos os dados foram primariamente avaliados quanto à 

normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e homocedasticidade, por Levene. Para 

evidenciar a diferença estatística entre os grupos experimentais, quando os dados foram 

paramétricos, utilizou-se o teste t para medidas independentes e Mann-Whitney quando 

não paramétricos. Valores de P < 0.05 foram considerados significativos. 
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5 CAPÍTULO 1- LOCALIZAÇÃO E DISTRIBUIÇÃO DOS RECEPTORES DE 

MELATONINA EM DIFERENTES IDADES EMBRIONÁRIAS  DE PREÁ 

(GALEA SPIXII WAGLER, 1831) 

Localização e Distribuição dos Receptores de Melatonina em diferentes idades 

embrionárias  de Preá (Galea spixii Wagler, 1831) 
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ABSTRACT  

Background: Wild animal research provides support for the preservation of species and 

their maintenance in captivity, as it generates data for taking measures to increase the 

chances of survival of these animals. Melatonin is very important for development 

because it acts to control embryonic cell apoptosis, inhibiting the expression of 

proapoptotic genes and increasing the expression of embryonic anti-apoptotic genes. 

Several studies on the morphology of cavities have been performed, but none cite 

melatonin receptors in embryos of this species. 

Materials, Methods & Results: To develop this study, 9 adult female prey were used, 

with which three groups with  three females were obtained, obtained from the Center for 



52 
 

Wild Animals Multiplication of the Federal Rural University of Semi-Arid (CEMAS / 

UFERSA). For experimentation, the animals were euthanized following the 

recommended rodent protocol, after approval by ICMBio and CEUA. Embryo 

collections were performed at 20, 25, 30 days of gestation, and three embryos were 

collected by gestational age. These embryos were destined for processing for light 

microscopy and immunofluorescence. In all the studied organs, brain, lung, heart, liver, 

kidney, markings were observed for MT1 and MT2 melatonin receptors, presenting 

markings of different intensities between gestational ages and between organs. 

Regarding the brain, the different structures that compose it were marked, and the 

structure that presented the highest mark for melatonin receptors was the choroid 

plexus. Regarding the lung, it was observed that the labeling of melatonin receptors 

occurred mainly in the bronchi and bronchioles. As for the heart, the myocardium was 

the region in which there was greater labeling of melatonin receptors, but diffusely. In 

the liver the marking was intense at all gestational ages and the cells that had the highest 

marking were the hepatocytes. In the kidney, regardless of gestational age, the tubular 

region presented the highest intensity of marking. Regarding the immunofluorescent 

labeling density of melatonin receptors in the cavy embryos, it was observed that in 

organs such as brain, heart and kidney there was a significant variation in receptor 

density when comparing the different gestational ages evaluated, already in the liver and 

lung no significant difference was observed between ages. 

Discussion: Melatonin receptors were distributed in all organs studied at different 

gestational ages. As already described by other authors in the brain region, melatonin 

receptors in brain encephalons also showed wide distribution. In the heart its wide 

distribution may be related to the protective function of this hormone on the cardiac 

muscles. In the liver, the receptors were labeled more intensively, and the presence of 
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these receptors in the liver of mice has also been reported. Similar to that observed in 

guinea pig kidney, receptor labeling in the tubular region of the kidney also occurred in 

advance, with receptor labeling in the proximal tubules. Regarding the density of 

melatonin receptors, differences in labeling density were observed between gestational 

ages, and this difference was related to metabolic needs in different cell groups. 

Keywords: Immunofluorescence, Morphology, Microscopy, Organs, Rodents. 

Descritores: Imunofluorescência, Morfologia, Microscopia, Órgãos, Roedores.  

INTRODUÇÃO 

 

O preá (Galea spixii) é um roedor pertencente à subordem Hystricomorpha, 

família Caviidae e subfamília Cavinae. Possui orelhas pequenas, ausência de caudas e 

possui uma coloração dorsal mesclada de cinza com amarela [3]. Vale salientar, sobre 

esse animal, que o mesmo possui características biológicas favoráveis à domesticação, 

como a reprodução em cativeiro, hábito gregário, poligamia e prolificidade, além de 

possuir uma carne saborosa, apreciada por parte da população sertaneja [8,10].  

A melatonina é um hormônio produzidos em vários locais no organismo animal 

dos quais podemos mencionar, trato gastrointestinal, olho, testículos, ovários, e em 

maior parte sua produção é de origem da pineal [15]. Esse hormônio é fundamental na 

regulação do ciclo circadiano, no desenvolvimento embrionário, no envelhecimento, na 

fisiologia gastrointestinal, do sistema imune, no metabolismo dos lipídeos e 

carboidratos, e do sistema cardiovascular [6]. As ações fisiológicas da melatonina são 

mediadas pela estimulação de dois receptores acoplados à proteína G de alta afinidade, 

MT1 e MT2 [5]. 



54 
 

Assim, considerando a importância científica e também considerando a escassez 

de informações sobre melatonina no preá e diante da importância desta e de seus 

receptores, durante o desenvolvimento embrionário, tanto no que se refere ao sucesso 

implantacional quanto ao desenvolvimento dos órgãos em relação ao ciclo circadiano 

materno e ainda sobre as características reprodutivas do preá, cujo conhecimento da 

fisiologia do preá pode potencializar pesquisas para que este se torne modelo 

experimental, objetivou-se então, avaliar a localização e distribuição dos receptores de 

melatonina em diferentes idades embrionárias de preá (Galea spixii Wagler, 1831), 

assim como, descrever a morfologia de alguns órgãos para estabelecer um padrão para 

identificação dos receptores de melatonina e também avaliar densidade desses 

receptores em diferentes sistemas. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Animais  

O material para o presente estudo foi proveniente do Centro de Multiplicação de 

Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Árido, licenciado junto ao 

IBAMA como criadouro científico (Registro n° 1478912). Foram utilizados 9 preás 

fêmeas adultas, na qual foram divididas em grupos de  3 animais, formando assim 3 

grupos. Em cada grupo foi adicionado um macho para que houvesse a cópula e 

consequente ficassem gestantes. Foi realizado citologia vaginal para diagnosticar o dia 

da cópula, e foi considerado o dia zero da gestação aquele em que identificou-se a 

presença de espermatozoides no esfregaço vaginal. O experimento foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais conforme processo nº 23091. 0131160/2018-90. 

 

Procedimento anestésico e Coleta do Material  
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O material destinado ao estudo dos receptores de melatonina foi coletado em 

diferentes idades gestacionais, aos 20, 25 e 30 dias de gestação. Para isso os animais 

foram submetidos a jejum sólido e líquido, pesados e pré-medicados com a associação 

de cloridrato de xilazina
1
 (1mg.kg–1) e cetamina

2
 (15mg.kg–1) seguida da indução 

anestésica com tiopental sódico (25mg.kg–1)
3
 e administração de cloreto de potássio

4
 

2,56mEq.kg–1 ambos por via intravenosa. Constatada a morte do animal, realizou-se 

uma incisão longitudinal mediana pós-umbilical, de modo a expor o útero gravídico, 

que era então seccionado para retirada dos sacos gestacionais e posterior coleta de 

embriões 

Microscopia de Luz 

Os fragmentos coletados foram processados no Laboratório de Morfofisiologia 

Aplicada da UFERSA, onde as amostras destinadas a microscopia de luz foram fixadas 

em solução de paraformaldeído 4% tamponado por 48h e transferidos para uma série de 

concentrações crescentes de álcoois (70-100%). Posteriormente, foram diafanizados em 

xilol e incluídos em parafina (Synt®, granulada com ponto de fusão 58ºC a 62ºC, lote: 

138199). O material foi cortado em cinco micrometros (5µ). Por fim foram corados 

segundo a técnica de hematoxilina e eosina (HE), sendo as imagens mais representativas 

fotomicrografadas em microscópio óptico (Leica ICC50 HD). 

 

Imunofluorescência 

Para a identificação dos receptores de melatonina em preás realizou-se 

imunofluorescência em cortes de 5 µm de espessura foram aderidos a lâminas 

silanisadas (STAR FROST® ) na sequência removeu-se a parafina e reidratou-se os 

cortes para a realização da recuperação antigênica por tratamento térmico em aparelho 

de micro-ondas (Eletrolux® MEF-28) com as lâminas imersas em tampão citrato 10 
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mM e pH 6.0, durante 10 min. Na sequência, realizou-se bloqueio das ligações 

inespecíficas incubando as amostras com UltraCruz® Blocking Reagent (sc-516214) 

por 30 min em câmara úmida. Para então incubar com o anticorpo primário (MEL-

1A/B-R (B-8): sc-398788)
5
 ― 12 horas em câmara úmi a a 4 °C  No  ia segui te, era 

realizada a incubação com anticorpo secundário
6
 ligado ao fluoróforo Isotiocianato de 

fluoresceína (m-IgGκ BP-FITC: sc-516140) por uma hora em câmara úmida e por fim, 

as lâminas eram montadas utilizando UltraCruz® Mounting Medium (sc-24941) e 

analisadas em microscópio para fluorescência (Olympus BX51). As imagens de 2048 x 

2048 pixels foram registradas.  A avaliação semi-quantitativa da série de imagens foi 

realizada com o software de análise de imagem Fiji. Para análise, a marcação hormonal 

das células foi definido um limiar automático e ou um filtro médio de 5 pixels. Por um 

operador automatizado, as partículas foram localizadas na imagem binária e a coloração 

hormonal livre de demarcação dos núcleos foi determinada como regiões de interesse. A 

intensidade média de fluorescência da marcação do receptor de melatonina foi medida 

nestas regiões de interesse definidas para ter um indicador indireto para a densidade de 

receptores de melatonina. Os valores médios determinados pela coloração do receptor 

nas diferentes idades gestacionais foram analisados estatisticamente. 

Análise estatística 

Os dados foram analisados estatisticamente e expressos em média ± desvio 

padrão e avaliados pelo programa estatístico SigmaPlot for Windows (SigmaPlot; Systat 

Software Inc®) versão 12.0. Todos os dados foram primariamente avaliados quanto à 

normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e homocedasticidade, por Levene. Para 

evidenciar a diferença estatística entre os grupos experimentais, quando os dados foram 

paramétricos, utilizou-se o teste t para medidas independentes e Mann-Whitney quando 

não paramétricos. Valores de P < 0.05 foram considerados significativos. 
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RESULTADOS 

ENCÉFALO: 

Aos 20 dias de gestação já foi possível observar no encéfalo de preás a presença 

de quatro distintas regiões que originarão o encéfalo adu to  Devi o ao formato em “C” 

do embrião a região correspondente ao telencéfalo apresentava-se em uma porção 

ventral do encéfalo sendo caracterizada por uma vesícula telencefálica de parede 

espessa com aspecto de epitélio pseudoestratificado que era marcada mais intensamente 

que o tecido que a circundava (Figura 1 A e C). O diencéfalo e mesencéfalo (Figura 1 

A) não apresentavam limites evidentes entre si e caracterizavam-se pela presença de 

grandes vesículas com paredes delgadas e com tecido de alta celularidade ao redor com 

moderada intensidade de marcação imunofluorescente (Figura 1 D e E). Já o 

metencéfalo (Figura 1 B) apresentava uma região cortical de maior celularidade e 

também de maior intensidade na marcação para receptores MT1 e MT2 para melatonina 

e um plexo coroide (Figura F) em desenvolvimento marcado intensamente para estes 

receptores. 

Aos 25 dias de gestação o encéfalo de preás apresentava-se composto por quatro 

principais regiões distintas formadas por vesículas envoltas por tecido nervoso e 

caracterizadas principalmente por sua localização e organização celular e que eram 

marcadas de maneira distintas para os receptores de melatonina. A região mais cranial 

denominada de telencéfalo (Figura 1G) apresentava pequenas vesículas envoltas por 

tecido nervoso organizado de modo semelhante a um epitélio pseudoestratificado, que 

se marcava intensamente pela imunofluorescência as receptores de melatonina, em 

especial na região em contato direto com a luz da vesícula, e ao redor observava-se um 

tecido de moderada celularidade e com células espaçadas que apresentaram baixa 

expressão dos receptores MT1 e MT2. Depois o diencéfalo (Figura 1H) caracterizou-se 
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por apresentar uma grande vesícula central envolta por tecido nervoso que em sua 

porção ventral apresentava baixa celularidade que apresenta baixa expressão de 

receptores de melatonina, com exceção de uma região em seu assoalho onde se 

originará a porção nervosa da hipófise (Figura 1K) que apresenta uma marcação mais 

intensa, já em sua porção mais dorsal observou-se uma maior concentração celular 

evidenciada pela maior concentração de núcleos e em relação a distribuição dos 

receptores de melatonina estes eram mais evidentes na região cortical desta porção do 

encéfalo. O mesencéfalo apresentou morfologia semelhante ao observado para o 

diencéfalo, com florescência moderada por toda região (Figura 1I e L). Já o metencéfalo 

(Figura 1J) caracterizou-se pela presença do plexo coroide (Figura 1M) bastante 

evidente e apresentando intensa fluorescência quando comparado as demais regiões do 

tecido nervoso. 

Aos 30 dias de gestação o encéfalo de preás apresentava-se como uma estrutura 

de morfologia mais contínua e compacta (Figura 1 N) sem a presença das características 

vesículas observadas aos 25 dias de gestação. Além disso, a marcação 

imunofluorescente para os marcadores de melatonina MT1 e MT2 concentraram-se na 

região do córtex. Na região do telencéfalo as pequenas vesículas dão lugar a uma única 

e grande vesícula de parede delgada que se marcava intensamente em comparação ao 

tecido que a envolvia. Já o diencéfalo (Figura 1 O) apresentou-se como uma região 

uniforme de baixa celularidade que é evidenciada pelo espaçamento entre os núcleos e 

de baixa expressão de receptores de melatonina , a não ser pela região de neuro-hipófise 

que apresentava mais intensa marcação imunofluorescente. O mesencéfalo mantinha a 

vesícula envolta por uma parede que era marcada moderadamente pela 

imunofluorescência para os receptores de melatonina e na sequência apresentava um 

tecido mais compacto em comparação ao diencéfalo e também mais fortemente 
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marcado (Figura 1 P). Por fim o metencéfalo apresentava morfologia aproximando-se a 

do cerebelo já desenvolvido com marcação mais intensa em sua região cortical e com 

presença de plexo coroide mais extenso e com sua marcação mantida em relação a idade 

anteriormente estudada. 
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Figura 1 – Fotomicrografia do encéfalo de embriões de preás. Imagens de A a F representam 20 dias de gestação, de G a M 

representam 25 dias de gestação e de N a P representam 30 dias de gestação. Em A, observa-se uma vesícula telencéfalica 

(região circunscrita), o diencéfalo ([ ]) e o mesencéfalo ({}). Em B, observa-se o metencéfalo (região circunscrita) com o 

plexo coroide no seu interior. Em C, observa-se intensa fluorescência na vesícula telencéfalica. Em D, observa-se marcação  

moderada dos receptores de melatonina na região cortical do diencéfalo. Em E, observa-se uma região do mesencéfalo com 

marcação fluorescente moderada. Em F, observa-se marcação intensa dos receptores MT1 e MT2 no plexo coroide. Em  G, 

observa-se o telencéfalo. Em H, observa-se o diencéfalo com um vesícula central (+). Em I, observa-se mesencéfalo com 

grande concentração de células . Em J, observa-se o metencéfalo com o plexo coroide (região circunscrita) no seu interior. Em 

K, observa-se a porção nervosa da hipófise com intensa marcação. Em L, observa-se o mesencéfalo com fluorescência 

moderada. Em M, notou-se intensa fluorescência do plexo coroide. Em N, tecido nervoso mais compacto do encéfalo. Em O, 

observa-se o tecido nervoso do diencéfalo. Em P, observa-se marcação fluorescente do mesencéfalo. 
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PULMÃO: 

O pulmão do preá aos 20 dias de gestação apresentavam bronquíolos terminais 

com tecido com aspecto de epitélio pseudoestratificado com núcleos apicais que 

coincidem com a região de maior intensidade na marcação para receptores de 

melatonina e o bronquíolo era circundado por uma camada de células delgadas 

concêntricas marcadas intensamente pela imunofluorescência para receptores MT1 e 

MT2 (Figura 2 A e B). No estroma observava-se um tecido compacto com células 

basofílicas que não se marcava pela imunofluorescência para receptores de melatonina e 

era permeado por capilares sanguíneos. 

No pulmão aos 25 dias de gestação observou-se uma maior quantidade de 

brônquios e bronquíolos no estroma pulmonar, assim como observou-se distinção entre 

suas estruturas morfológicas, em especial no que se refere a altura do epitélio, onde nos 

brônquios principais observou-se um epitélio com aspecto pseudoestratificado 

constituído por células cilíndricas e com núcleos centrais, enquanto que nos bronquíolos 

terminais obserou-se um epitélio com células mais cúbicas e núcleos basais. Não 

observou-se grande diferença na intensidade da marcação para receptores de melatonina 

em nestes diferentes bronquíolos, além disso ambos (brônquios e bronquíolos) eram 

circundados por uma camada de células achatadas e concêntricas que também eram 

responsivas a imunofluorescência (Figura 2 C e D). Essas estruturas estavam rodeadas 

por tecido conjuntivo embrionário que fazia a sustentação e ao contrário do que se 

observava na idade anterior eram visualizadas populações celulares distintas, no entanto 

não houve diferença na intensidade da marcação para receptores de melatonina.  

Aos 30 dias de gestação observou-se uma considerável diminuição no espaço 

ocupado pelo estroma no tecido pulmonar sendo este espaço tomado por uma grande 

quantidade de bronquíolos com epitélio cúbico e com intima relação com os capilares 
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sanguíneos anteriormente não observado, e estes pequenos bronquíolos evidenciaram-se 

por apresentarem uma marcação menos intensa para os receptores de melatonina em 

comparação aos bronquíolos maiores e compostos por células cilíndricas (Figura 2 E e 

F). Já no estroma deste órgão, mesmo reduzido, foi possível observar a presença de 

ilhas de células que se marcavam intensamente para os receptores de melatonina. 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Fotomicrografia do pulmão de embriões de preás. Em A, C e E imagens de microscopia 

de luz representativas de coloração HE aos 20, 25, 30 dias de gestação, respectivamente. Em B, D, 

F imagens de fluorescência representativas aos 20, 25, 30 dias de gestação, respectivamente. Em A, 

observa-se a presença de bronquíolos terminais (BT) em um estroma abundante. Em C, observa-se 

brônquios (b) e bronquíolos (BT) rodeados por tecido conjuntivo. Em E, observa-se a presença de 

brônquios (b) e bronquíolos (BT) em um estroma bem reduzido. Em B, D e E observa-se a 

marcação para os receptores de melatonina.  
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CORAÇÃO 

Aos 20 dias de gestação esse órgão apresentava-se ainda em processo de 

desenvolvimento com duas regiões tubulares distintas, uma com aspecto mais delgado  

com característica endotelial separado de um tubo muscular primitivo por tecido 

conjuntivo embrionário. Nesta idade gestacional não foi possível determinar a presença 

das câmaras, principalmente devido a comunicação presente entre essas regiões e os 

septos ainda não formados (Figura 3A). A imunofluorescência para os receptores de 

melatonina MT1 e MT2 apresentou-se uniforme em todo o órgão, marcando de forma 

difusa e  moderada por toda a estrutura cardíaca primitiva (Figura 3B). 

Aos 25 dias de gestação apresenta dois campos cardíacos (átrio primitivo) e 

(ventrículo primitivo) evidentes (Figura 3C), com a presença de um pericárdio de tecido 

conjuntivo que circunda toda a área cardíaca. Apresenta as três camadas já bem 

desenvolvidas epicárdio, miocárdio e endocárdio. Observou-se ainda que o ventrículo se 

apresenta como uma estrutura com bastante celularidade, enquanto que o átrio 

apresenta-se com vários espaços preenchidos por células sanguíneas típicas. Porém, em 

toda a extensão do miocárdio do ventrículo primitivo houve marcação dos receptores de 

melatonina com maior intensidade quando comparado com o de 20 dias, porém também 

uniforme (Figura 3D). Observou-se que no átrio houve a marcação de células de suas 

paredes, com menor intensidade do que a marcação que ocorreu na região ventricular. 

Aos 30 dias de gestação o coração apresentava quatro câmaras cardíacas distintas, 

átrio direito e átrio esquerdo ainda em desenvolvimento, enquanto os ventrículos direito 

e esquerdo estavam já delimitados e encontravam-se separados pelo septo 

intraventricular (Figura 3E), também observamos histologicamente as três camadas do 

coração: pericárdio, miocárdio e endocárdio. Também foi observado a presença da 

válvula bicúspide. O pericárdio apresentava-se como uma camada composta por tecido 
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conjuntivo que revestia todo a superfície externa do coração e fracamente marcada pela 

imunofluorescência para receptores de melatonina. O epicárdio é a camada mais externa 

do órgão, e era composto por um epitélio pavimentoso simples e fazia contato com a 

superfície visceral do diafragma. O miocárdio era camada mais espessa e na sua 

composição estavam presentes fibras musculares cardíacas e alguns vasos de pequeno 

calibre espalhados por sua extensão, neste tecido os receptores de melatonina MT1 e 

MT2 expressavam-se de forma difusa, o que levou a uma marcação distribuída por toda 

a área (Figura 3F). O endocárdio era constituído por uma camada endotelial sustentada 

por um tecido conjuntivo frouxo que também se marcava fracamente. 
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FÍGADO 

Aos 20 dias de gestação observou-se o fígado dos embriões apresentavam um 

parênquima hepático envolto por uma cápsula de tecido conjuntivo embrionário, e seu 

Figura 3 - Fotomicrografia do coração de embriões de preás. Em A, C e E imagens de microscopia 

de luz representativas de coloração HE aos 20, 25, 30 dias de gestação, respectivamente. Em B, D, 

F imagens de fluorescência representativas aos 20, 25, 30 dias de gestação, respectivamente.  Em 

A, observa-se um túbulo com septo (*) ainda não formado com a presença de bastante células 

sanguíneas no seu interior. Em C, observa-se  a presença do átrio primitivo (AP) e ventrículo 

primitivo (VP). Em E, observa-se  a região ventricular  com presença da trabécula septomarginal 

(TS). Observa-se também a presença da válvula bicúspide (VB). Em B, D e F evidencia-se a 

marcação que ocorreu de forma difusa nas regiões , embora tenha marcado em diferentes 

intensidade. 
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interior apresenta aspecto compacto, com células muito próximas umas das outras, 

sendo constituído principalmente por hepatócitos caracterizados por apresentarem 

formato variável desde células redondas à poliédricas com núcleo central e basofílico e 

citoplasma ligeiramente acidófilo ou ainda não corado em alguns poucos casos, também 

se observava a presença de hepatoblastos, células com núcleo grande e pouco 

citoplasma, todavia não observou-se diferença na marcação para receptores de 

melatonina nestes diferentes tipos celulares, sendo que a marcação no fígado ocorreu de 

maneira uniforme, com uma intensa marcação celular no parênquima hepático (Figura 4 

A e B). 

Aos 25 dias de gestação o parênquima hepático estava revestido por uma 

camada de tecido conjuntivo, e nele apresentavam-se vários hepatócitos de núcleo 

basofílico muito próximos uns aos outros e às vezes observava-se a formação de 

cordões celulares. Além disso, também foi observado hepatoblastos. Juntos dos 

hepatócitos entremeados por tecido conjuntivo, também identificou-se vasos sanguíneos 

(Figura 4 B). A marcação dos receptores de melatonina MT1 e MT2 no fígado ocorreu 

de forma intensa nos hepatócitos  e também nos hepatoblastos, além disso, observou-se 

a delimitação dos vasos sanguíneos (Figura 4 D).  

Aos 30 dias de gestação, observou-se no parênquima hepático vários lóbulos 

delimitados por septos de tecido conjuntivo e também se notou presença da veia centro 

lobular na região central de cada lóbulo, bem como, observou-se a presença hepatócitos 

de forma predominantemente poliédrica distribuídos por toda região parenquimatosa do 

órgão. Observou-se que a marcação dos receptores de melatonina MT1 e MT2 era de 

forte intensidade no citoplasma dos hepatócitos de forma homogênea e com distribuição 

uniforme, e em alguns locais houve fluorescência de cordões de hepatócitos. Os vasos 
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sanguíneos presentes no parênquima hepático também foram bem marcados (Figura 4 E 

e F). 

 

 

 

 

 

RIM 

Aos 20 dias de gestação observou-se o rim como uma estrutura elíptica 

apresentando túbulos com epitélio cúbico, delimitados e na região central do órgão e 

Figura 4 - Fotomicrografia do fígado de embriões de preás. Em A, C e E imagens de 

microscopia de luz representativas de coloração HE aos 20, 25, 30 dias de gestação, 

respectivamente. Em B, D, F imagens de fluorescência representativas aos 20, 25, 30 dias de 

gestação, respectivamente. Em A, observa-se o parênquima hepático repleto de células, tais 

como hepatoblastos (seta), além disso, observou-se micro região de células sanguíneas (*) em 

processo de maturação. Em B, D e F observa-se intensa marcação nas células que compõem o 

parênquima hepático. Em C, observa-se a presença de hepatoblastos (seta), vasos sanguíneos 

(Vs) e grande quantidade de hepatócitos. Em E, parênquima hepático. 
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envolvidos por um estroma com células redondas e basofílicas. Não houve como 

delimitar região medular e região cortical. A estrutura estava recoberta por tecido 

conjuntivo embrionário com presença de células epiteliais simples pavimentosas (Figura 

5A). No que se refere a marcação por imunofluorescência para receptores de melatonina 

neste órgão, observou-se marcação evidente na região de túbulos, além de algumas 

células marcadas na região do parênquima, e também na camada mais externa do rim 

que apresentava composta por tecido conjuntivo também houve marcação (Figura 5B).  

Aos 25 dias de gestação o rim dos embriões estudados, apresentou-se como uma 

estrutura elíptica, na região parenquimatosa do órgão observou-se uma diferença na 

quantidade de células e também no tecido conjuntivo que fazia sustentação dessas 

células. Foi identificado a presença de túbulos em maior quantidade em relação idade 

anterior e que ocupavam uma região periférica, porém também se observava a presença 

de túbulos na região central apresentando lúmen menor (Figura 5C). Com relação a 

marcação para receptores MT1 e MT2, notou-se que a mesma foi forte na região tubular 

e também nos glomérulos em formação do órgão no qual apresentaram um citoplasma 

bem evidenciado (Figura 5D). A camada de tecido conjuntivo que reveste o órgão 

também apresentou marcação bem destacada. 

Aos 30 dias de gestação o rim dos embriões estudados, apresentou formato 

ovalado, estava envolvido por uma capsula de tecido conjuntivo com a presença de uma 

camada de tecido epitelial simples pavimentoso (mesotélio), ficou evidenciada uma  

camada periférica com coloração basófila, o córtex, já a medula possui uma coloração 

menos basófila e estava localizada na região central. No córtex, observou-se 

corpúsculos renais formados pelos glomérulos renais (aglomerado de capilares) e o 

tecido epitelial, além disso, notou-se a presença de túbulo contorcido proximal e 

também túbulo contorcido distal. Na medula observou-se a presença de tecido 
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conjuntivo frouxo, próximo a região de limite com a medula notou-se a presença de 

vasos sanguíneos. Em direção ao centro da região medular  identificou-se a presença da 

alça do néfron tanto porção descendente quanto a ascendente e na região central da 

medula evidenciou-se uma estrutura circular com tecido conjuntivo na luz proveniente 

da medula (Figura 5E). A expressão dos receptores de melatonina MT1 e MT2 foi 

determinada pela marcação de algumas regiões do órgão. A marcação por 

imunofluorescência foi evidenciada no epitélio dos glomérulos da região cortical que 

apresentaram intensa fluorescência. Na região central do órgão observou-se a marcação 

das células que compõem a alça de Henle ou alça do néfron. O tecido conjuntivo que 

apoia os túbulos do órgão também foi marcado, porém com menor intensidade do que 

as regiões tubulares (Figura 5F).  
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Figura 5- Fotomicrografia do rins de embriões de preás. Em A, C e E imagens de microscopia de 

luz representativas de coloração HE aos 20, 25, 30 dias de gestação, respectivamente. Em B, D, 

F imagens de fluorescência representativas aos 20, 25, 30 dias de gestação, respectivamente. Em 

A, observa-se um parênquima renal bem compacto com a presença túbulos renais (seta preta ). 

Em B, D e E observa-se a marcação mais intensa na região dos túbulos . Em C, observa-se o 

parênquima renal com a presença de vários túbulos (seta). Em E, observa-se  o rim na qual fica 

evidenciado a região cortical (CTX) e região medular (M) e outras estruturas que compõem o 

rim : túbulo (seta preta) e glomérulo renal (seta vermelha) e também o hilo renal (H).  
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DENSIDADE DE MARCAÇÃO DOS RECEPTORES DE MELATONINA 

 

Tabela 1: Densidade da marcação dos receptores de melatonina MT1 e MT2 em 

diferentes órgãos dos embriões e diferentes idades gestacionais. Valores estão expressos 

em percentual. 

 ÓRGÃO Encéfalo Coração Fígado Rim Pulmão 

ID
A

D
E

 

G
E

S
T

A
C

IO
N

A
L

 

20 20,4±0,27a 57,2 ±6,00a 65,5±23,0a 19,0±6,6ª 24,6±7,18a 

25 21,96±7,9a 40,33±2,3b 77,65±23,3a  18,8±7,6ª 21,3±6,4a 

30 26,9±9,32b 19,74±3,9c 68,3±26,1a 33,77±4,0b 27,1±4,4a 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem entre si a 5% de probabilidade 

pelo teste t de Student. 

 

 No que se refere à densidade de marcação imunofluorescente dos receptores de 

melatonina nos embriões de preá, observou-se que em órgãos como encéfalo, coração e 

rim houve variação significante na densidade de receptores quando comparamos as 

diferentes idades gestacionais avaliadas, já no fígado e pulmão não se observou 

diferença significativa entre as idades (Tabela 1). De maneira mais detalhada verificou-

se que no encéfalo não houve diferenças significativas entre as densidades de marcação 

dos receptores nas idades de 20 e 25 dias de gestação, porém, quando comparamos as 

duas menores idades com a idade de 30 dias, observamos diferença significativa na 

densidade de receptores, sendo que a maior densidade foi observada na idade de 30 dias. 

Quando se comparou as idades gestacionais avaliadas neste estudo, observou-se que no 

coração houve diferença estatística para a densidade de marcação dos receptores MT1 e 

MT2 sendo que a maior densidade dos receptores de melatonina foi aos 20 dias de 

gestação e esta diminuiu progressivamente à medida que a idade avançava sendo que a 

diferença estatística foi observada em todas as idades avaliadas. O fígado foi o órgão 

que apresentou a maior densidade de receptores MT1 e MT2 para melatonina observada 

neste estudo, porém ao comparar-se a marcação no fígado entre as idades estudadas 

verificou-se que não havia diferenças estatísticas na densidade dos receptores em 
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estudo. Comportamento semelhante foi observado no pulmão onde também não se 

verificou diferença estatística entre as idades analisadas. Por fim, o rim foi o órgão que 

apresentou menor densidade dentre os órgãos avaliados e ao comparar-se as diferentes 

idades gestacionais verificou-se que não havia diferenças significativas entre as idades 

de 20 e 25 dias. Porém, aos 30 dias de gestação a densidade de marcação dos receptores 

foi maior quando comparado com as menores idades.  

 

DISCUSSÃO 

 

Os receptores de melatonina apresentaram-se distribuídos em todos os órgãos 

estudados nas diferentes idades gestacionais. Assim como já descrito por outros autores 

na região encefálica estes receptores distribuem-se amplamente nas regiões dorsomedial 

e ventromedial do núcleo hipotalâmico, região pré-óptica, núcleo paraventricular, 

hipocampo, área postrema, amigdala e córtex cerebral [15]. No preá observou-se ampla 

distribuição especialmente no córtex cerebral e por serem embriões não foi possível 

diferenciar regiões mais detalhadas. No córtex cerebral, região de maior evidencia da 

fluorescência para MT1 e MT2 em embriões de preá, [1] estudando a distribuição dos 

receptores MT1 para melatonina em cérebro de camundongos relatam principalmente a 

presença de receptores MT1 no córtex cerebral, assim como observado em todas as 

idades embrionárias avaliadas neste estudo. Além disso, os autores citam importante 

distribuição dos receptores de melatonina na  hipófise, em especial na pars tuberalis, a 

expressão destes receptores na hipófise foi observada também em preás, porém a região 

específica da hipófise, pois o órgão ainda estava em desenvolvimento nas idades 

gestacionais deste estudo. 

No coração de preás, em todas as idades gestacionais estudadas a marcação para 

receptores de melatonina foi difusa e inespecífica. Neste contexto, [2] tratando das 
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funções da melatonina, relatam que esta apresenta funções ligadas a ação sobre locais de 

ligação pertencentes a família de receptores de transcrição nuclear (ROR/RZR) que 

podem levar a esta marcação difusa e inespecífica neste órgão. Além disso, [12] relatam 

a ação da melatonina ligada a seus receptores no miocárdio cardíaco, indicando uma 

função protetora deste hormônio sobre a musculatura cardíaca e, consequentemente, 

uma extensa distribuição dos receptores para melatonina neste tecido.  

Com relação a marcação dos receptores ter ocorrido de forma difusa e 

inespecífica no coração do preá, corrobora com os resultados descritos por [21] que 

afirmam que os receptores de melatonina é expresso em todos os tecidos extra-pineais 

(timo, baço, fígado, rim e coração) de ratos Wistar, sem haver diferença de expressão 

por regiões. Em estudos com camundongos avaliando os efeitos da melatonina contra a 

lesão isquêmica, [7] relatam a presença de receptores de melatonina MT1 e MT2 no 

miocárdio detectados por imunofluorescência, resultados semelhantes aos obtidos no 

estudo com preá que também identificou a presença desses receptores no coração, 

sugerindo assim que como nos camundongos são importantes para cardioproteção, 

também podem ser importante no preá. Nossos resultados estão de acordo com [6] que 

relatou a presença de receptores de melatonina no sistema cardiovascular e também vai 

ao encontro de resultados obtidos por [18] em Hamster Sírio que relatam a presença de 

locais de ligação à para a melatonina no coração. 

O fígado foi o tecido mais intensamente marcado para os receptores de 

melatonina MT1 e MT2 em todas as idades gestacionais estudadas nesta pesquisa. Não 

observou-se na literatura comparação no que diz respeito a intensidade ou quantificação 

de número de receptores para melatonina no fígado em relação a outras espécies, porém, 

[17] estudando a expressão de receptores de melatonina em órgãos periféricos relatam a 

abundante presença de receptores para melatonina no fígado de camundongos, inclusive 
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validando a presença tanto de receptores MT1 quanto de MT2, anteriormente ligado 

somente a tecido nervoso. Do mesmo modo, [19] relatam a presença de receptores MT2 

em hepatócitos de ratos,  Além disso, [9] estudando a distribuição de subfamílias de 

receptores para melatonina indicam que o fígado é um dos órgãos onde estes receptores 

preferencialmente são expressos, sendo essa uma possível explicação para a maior 

expressão dos receptores neste órgão em preás. Além disso, [4] sugerem que a 

melatonina atua como antinflamatório endógeno para o fígado em situações de alto 

requerimento metabólico, sendo assim os processos de desenvolvimento embrionário 

ligados a produção de substâncias no fígado também podem causar essa maior 

expressão por este órgão. [24] relatou que a  ação da melatonina no fígado é de grande 

importância, visto que, uma parte dos compostos que são apresentados a esse órgão 

podem ser tóxicos ou causar sobrecarga hepática, então a abundancia dos receptores de 

melatonina nesse órgão do preá também pode está relacionado com a ação antioxidante 

e, consequentemente, carácter hepatoprotetor do hormônio. Nossos resultados, quanto à 

presença de receptores de melatonina no fígado de preá, corrobora com os descritos por 

Naji et al. (2004) que afirmam haver a expressão de receptores MT1 no fígado de 

camundongos.  [13] relata em sua pesquisa que o receptor MT1 está presente no fígado 

sendo localizado principalmente na área pericentral dos lóbulos do órgão, resultado que 

corrobora com a pesquisa feito em preás que identificou marcação dos receptores de 

melatonina no fígado em todas a idades gestacionais do estudo. Corroborando nosso 

estudo, também já foram descritos a presença de receptores de melatonina no fígado em 

Rato Wistar [10], Rato Norvegicus [20] e Rato Suíço [16]. 

O pulmão e o rim do preá aos 20, 25 e 30 dias de gestação apresentaram 

comportamento semelhante em relação a marcação imunofluorescente para receptores 

de melatonina com marcação mais intensa especialmente na região tubular dos órgãos, 
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[22] estudando expressão de receptores para melatonina em rim de porquinho da índia 

evidenciaram a presença destes receptores na região basolateral das células dos túbulos 

renais e em especial nos túbulos proximais, isto foi observado em preás nos túbulos 

renais porém só foi possível diferenciar em túbulos proximais aos 30 dias de gestação. 

Identificamos a presença de receptores de melatonina no pulmão de preá, corroborando 

com os resultados relatados por [17] que afirma haver expressão tanto do receptor MT1 

quanto do receptor MT2 no pulmão de camundongos. 

Quanto a densidade de marcação dos receptores de melatonina em cada órgão 

observou-se que a maior densidade entre os órgãos em todas as idades foi encontrada no 

fígado assim como de modo geral a idade em que se observou maior densidade foi aos 

25 dias de gestação. De acordo com [25], estudando a distribuição e densidade de 

receptores de melatonina em pâncreas, a diferença na densidade se dá devido as 

diferentes necessidades metabólicas nos distintos grupos celulares, assim como pela 

ação antioxidante da melatonina, sendo assim, pode-se dizer que órgãos com maior 

atividade tendem a apresentar maior densidade de receptores de melatonina, sendo 

assim, o fígado por apresentar alta atividade metabólica espera-se que apresente maior 

densidade de receptores de melatonina assim como observado neste estudo.  

 

CONCLUSÃO 

 

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que os receptores de 

melatonina estão distribuídos por todos os órgãos estudados, sendo o fígado o órgão que 

apresentou a marcação mais intensa independente da idade gestacional.  

Baseado nos dados discutidos supõe-se que o fígado é o órgão do embrião que 

apresenta a maior necessidade metabólica, por isso nesse estudo foi observado a maior 

densidade dos receptores de melatonina. 
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ANEXOS A - COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA 

 



82 
 

 

ANEXO B - AUTORIZAÇÃO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE                  

CIENTÍFICA (ICMBio) 
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