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RESUMO 

 

Silva JA. Ritmos circadianos em ratos ganglionectomizados e pinealectomizados: um estudo 

molecular e comportamental. [tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. São Paulo: Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017. 
 

A melatonina (MEL), hormônio sintetizado pela glândula pineal apenas durante a noite, é um 

marcador circadiano interno. A sua produção depende de uma via neural temporizada pelos 

núcleos supraquiasmáticos (NSQs), que culmina na liberação rítmica noturna de noradrenalina 

na pineal, através de fibras simpáticas vindas do gânglio cervical superior (GCS). Sabendo que 

a pineal é essencialmente rítmica, foram estudados o oscilador molecular da glândula pineal de 

ratos após a remoção do GCS (GCSx) e seus efeitos nos osciladores moleculares do fígado e 

do NSQ. A GCSx alterou o oscilador molecular da pineal, além de reduzir e tornar arrítmica a 

via de síntese de MEL. O fígado, um oscilador periférico, manteve a robustez de seu oscilador, 

enquanto que o NSQ, oscilador central, teve sua expressão alterada, tanto no grupo GCSx, 

quanto após a remoção da pineal (PINX). O NSQ coordena os ritmos de atividade motora e 

temperatura, os quais exibiram alterações após a GCSx, sendo tais alterações ainda mais 

intensas após a PINX, com a redução da temperatura e aumento da atividade motora ao longo 

do tempo. Em conjunto, esses dados demonstram a complexidade do sistema circadiano e a 

importância da inervação simpática da pineal para direta ou indiretamente mantê-lo inalterado. 

 

Palavras-chave: Melatonina. Glândula pineal. Ganglionectomia. Pinealectomia. Ritmos 

biológicos. Genes relógio. Temperatura. Circadiano. Diário. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Silva JA. Circadian rhythms in ganglionectomized and pinealectomized rats: a molecular and 

behavioural study. [Ph. D. thesis (Human Physiology)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017. 
 

Melatonin (MEL), a hormone synthesized by the pineal gland on the dark phase, is an internal 

circadian marker. Its production relies on a neural pathway timed by suprachiasmatic nuclei 

(SCN), which ends with the rhythmic release of norepinephrine by sympathetic fibers from the 

superior cervical ganglia (SCG). Since the pineal gland is essentially a rhythmic structure, the 

aim of this study was to evaluate the molecular clock of pineal gland after the superior cervical 

ganglia ablation (SCGx) and its effects on liver and SCN molecular clocks. The SCGs modified 

the molecular clock of pineal gland and, in addition, the MEL synthesis pathway was decreased 

and became arrhythmic. Besides that, the molecular clock of liver maintained its robustness, 

while the SCN's, the master clock, was changed in SGCx and after pineal removal. The SCN 

coordinates the rhythms of motor activity and temperature. Those are changed after SCGx, 

although the removal of pineal gland had changed them more, decreasing the temperature and 

increasing motor activity over the time. Together, these data show the complexity of the 

circadian system and the relevance of pineal sympathetic innervation to, direct or indirectly, 

maintain it unaltered. 

 

Keywords: Melatonin. Pineal Gland. Ganglionectomy. Pinealectomy. Biological Rhythms. 

Clock genes. Temperature. Circadian. Daily. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Os ritmos 
 

Os ritmos biológicos estão presentes em todos os níveis de organização dos seres vivos, 

uma adaptação evolutiva que parece vir desde os primórdios.  

Os ciclos geofísicos estão presentes na Terra desde a sua constituição. E por bilhões de 

anos, ao girar ao redor de seu próprio eixo, há na Terra um regime cíclico de seus parâmetros 

geofísicos, como luz, temperatura e regime de marés. A matéria viva surgiu nesse ambiente 

rítmico, que exercendo uma importante pressão seletiva, contribuiu para a organização temporal 

dos seres vivos como vemos hoje (1). Antecipar tais alterações cíclicas permitiu aos seres vivos 

otimizar sua fisiologia e seus comportamentos garantindo-lhes a sobrevivência através da 

seleção natural. 

Essa ideia de antecipação temporal dos seres vivos, demorou a ser aceita pelos cientistas 

e estudiosos. O primeiro relato escrito sobre observações acerca de ritmos biológicos é antigo 

e data de 400 a.C., quando Andróstenes descreveu a abertura e fechamento cíclicos da folha do 

tamarindeiro (Tamarindus indica). E apesar de a história da cronobiologia não se dar de forma 

linear, por muitos séculos, o pensamento vigente era de que tal expressão de ritmicidade nos 

organismos se dava apenas em resposta às oscilações do meio ambiente.  

O primeiro a se opor publicamente a essa ideia foi Jean Jacques d’Ortous de Mairan, 

um astrônomo francês do século XVIII. Ao ver o movimento que sua planta fazia ao longo do 

dia, questionou-se sobre os efeitos causados pela ausência do estímulo ambiental de variação 

de luz. Sendo assim, de Mairan colocou a Mimosa pudica em uma caixa preta, a qual deixou 

na escuridão de seu porão. Mesmo na ausência de estímulos ambientais ele observou que a 

planta continuava se movimentando, e surpreendentemente, a abertura das folhas continuava 

coincidindo com o dia, enquanto que o fechamento coincidia com a noite. Como se, de alguma 

maneira, a planta fosse capaz de prever o ciclo ambiental mesmo sem ser exposta a ele. Ao 

expor sua teoria na Academia Real de Ciências em Paris, foi duramente criticado. Outros 

cientistas seguiram-se a ele, tentando provar que o ritmo biológico é gerado endogenamente. 

Complementando seu trabalho, em 1832, Augustin Pyrame de Candolle, um botânico suíço 

concluiu que essa mesma planta, quando privada de estímulos externos, abriam as suas folhas 

de 1 a 2 horas (h) mais cedo a cada dia. Apesar de não ser completamente compreendido na 

época, isso demonstrou que as plantas possuem um período endógeno, que apesar de próximo, 

não é igual ao do claro-escuro ambiental que é de 24 h. Compartilhando desse pensamento, 
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Darwin também acreditava que a movimentação das folhas das plantas era uma característica 

inerente ao organismo, e não apenas uma resposta a um estímulo ambiental (2,3). 

Esse pensamento só ganhou força na primeira metade do século XX, com os 

experimentos feitos com abelhas por August Forel (físico suíço), Ingeborg Beling (etologista 

alemão) e pelo grupo dirigido por Karl Ritter von Frisch (etologista alemão) (2). E a partir de 

então, uma série de importantes estudos para a cronobiologia foram realizados, fundamentando 

ainda mais essa área da ciência que era considerada mística.  

Entender, portanto, que os ritmos biológicos são gerados internamente é de fundamental 

importância para compreendê-los. E por ter se desenvolvido em um ambiente com flutuações 

constantes, esse oscilador interno passou a se ajustar a tais estímulos rítmicos do ambiente toda 

vez que eles acontecem. Esse ajuste a cada ciclo é o que mantém a sincronização dos osciladores 

biológicos do organismo com o meio ambiente (4). Os fatores ambientais capazes de ajustar 

essa ritmicidade endógena são chamados, na cronobiologia, de zeitgebers, proveniente do 

alemão, essa expressão significa “doador de tempo”. O zeitgeber mais potente na natureza é o 

ciclo de iluminação ambiental, porém outros eventos ambientais periódicos também são 

marcadores de tempo importantes, como os ciclos de temperatura, alimentação e outros (5).  

Classificados de acordo com sua frequência, se o ritmo ocorre a cada 24 ± 4 h, ele é 

chamado circadiano. Os ultradianos são os ritmos com período menor que 20 h, enquanto que 

os infradianos são os que tem períodos maiores que 28 h (4). Em mamíferos o sistema 

circadiano é composto por três elementos: uma via de entrada (representada pela informação 

ambiental que chega ao sistema do indivíduo), um marcapasso central (que em mamíferos é o 

núcleo supraquiasmático (NSQ), sincronizado pela informação ambiental e que promove a 

sincronização de outras estruturas) e a via de saída (representada pela ritmicidade dos processos 

fisiológicos e comportamentais do organismo) (6).  

A manutenção desse sistema se dá por uma relação estável entre o ritmo endógeno do 

organismo e os zeitgebers, e pela relação de fase mantida entre os diferentes processos 

biológicos rítmicos dos seres, o que garante a organização da ordem temporal interna do 

indivíduo. Alterações nessas relações de fase, podem levar à dessincronização, que quando 

mantida por muito tempo pode acarretar em desorganização da ordem temporal interna do 

organismo. Muitos trabalhos têm demonstrado que a sua manutenção é fundamental para a 

saúde e sua alteração pode levar a patologias. A Agência Internacional para Pesquisa em Câncer 

(International Agency for Research on Cancer -IARC) considerou a ruptura do sistema 

circadiano um provável agente carcinogênico (7), dentre as evidências viu-se que lesar o NSQ 

aumentou a velocidade de crescimento tumoral em camundongos (8) e que alterações em genes 
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envolvidos na manutenção da ritmicidade impedem a supressão de tumores e modulam o risco 

de desenvolvimento do câncer (9–12). Além disso, a desregulação do sistema circadiano 

também parece estar relacionado com alterações do padrão alimentar e de parâmetros 

metabólicos que podem promover quadros de obesidade e diabetes (13–16), mesmo quando o 

indivíduo ainda está sendo gerado pela sua mãe (17). 

Portanto, a presença de marcadores temporais, internos e externos, é fundamental para 

que não haja tal ruptura. Além da temperatura e do cortisol, outro importante marcador temporal 

interno é a melatonina, hormônio sintetizado durante a noite pela glândula pineal. 

 

1.2 A glândula pineal e seu hormônio melatonina 

 

O hormônio melatonina é produzido e secretado pela glândula pineal, presente em 

diversas classes de vertebrados. Sua localização varia de acordo com a espécie em questão. Em 

humanos, o órgão pineal se encontra na região central do encéfalo, especificamente no 

epitálamo, entre as comissuras habenulares e posterior (18), diferentemente do que é visto em 

roedores, nos quais é dividida em três partes: pineal profunda (entre as comissuras habenular e 

posterior, delimitando o recesso pineal), pedúnculo pineal e pineal superficial (19) (Figura 1), 

formando o complexo pineal.  

 

Figura 1 – Glândula pineal de ratos 

 

Representação gráfica de encéfalo de ratos, com ênfase na glândula pineal e suas porções: pineal superficial (seta 

vermelha), pedúnculo pineal (seta verde) e pineal profunda (seta azul).  

Adaptado de (20). 

 

Apesar das diferenças encontradas na anatomia desse órgão, a constituição histológica 

da glândula pineal permanece a mesma nas diferentes espécies. Por volta de 80% de sua 

estrutura é composta por pinealócitos, mas também apresenta células gliais (das quais algumas 

são astrócitos) e tecido conjuntivo (18). 
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Interessantemente, a melatonina é um hormônio ubíquo, presente em quase todos os 

seres vivos de procariotos e eucariotos (21). Em mamíferos, a produção de melatonina é 

circadiana e se dá exclusivamente durante a noite (22–24), independentemente do ciclo de 

atividade e repouso da espécie,  garantindo seu papel como sinalizador temporal interno.  

Muitas são as funções atribuídas à melatonina, entre elas estão a capacidade de 

sequestrar radicais hidroxilas (25), ser um importante antioxidante natural (26), mobilizar 

mecanismos reparadores do DNA, regular processos biológicos como atividades de enzimas, o 

transporte de elétron na mitocôndria e processos de apoptose (21), ajustar o ciclo sono/vigília, 

auxiliar o sistema imunológico e, principalmente, participar da organização temporal de ritmos 

biológicos, sendo um importante sincronizador circadiano e sazonal (18,27). 

A sincronização da produção de melatonina ao ciclo de iluminação ambiental depende 

de uma via neural que culmina na inervação simpática da glândula pineal (27,28). Essa via 

regulatória se inicia nos núcleos paraventriculares do hipotálamo (PVH), passando pela coluna 

intermédio lateral da medula espinhal (IML), de onde partem projeções pré- ganglionares para 

o gânglio cervical superior (GCS). A partir dessa estrutura, fibras simpáticas se projetam e, 

através do nervo carotídeo interno que, seguindo-se como nervo conário, inerva a glândula 

pineal liberando noradrenalina em seu interstício (27–30) (Figura 2), sendo esse o principal 

estímulo para a síntese de melatonina.  

Essa via acima mencionada é temporizada pelo oscilador central, o NSQ, que está 

sincronizado, através de uma via retino-hipotalâmico, ao ciclo de iluminação ambiental, 

garantindo que a produção de melatonina se dê exclusivamente durante a noite (24,31).  

 

Figura 2 – Via neural de regulação da produção de melatonina 

 

Representação gráfica da via neural que regula a produção de melatonina através da liberação de noradrenalina no 

interstício glandular da pineal. Essa via neural é temporizada pelo núcleo supraquiasmático, que por sua vez está 

sincronizado pelo ciclo de iluminação ambiental graças às informações captadas pela retina e projetadas através 
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da via retino-hipotalâmica até o NSQ. (VRH): via retino-hipotalâmica; (NSQ): núcleo supraquiasmático; (PVH): 

núcleo paraventricular do hipotálamo; (IML): Coluna intermédiolateral da medula espinhal; (GCS): gânglios 

cervicais superiores; (RCI): ramos carotídeos internos; (NC): nervos conários; (P): glândula pineal.  

Modificado de (32). 
 

Uma vez liberada no interstício glandular, a noradrenalina interage com seus receptores 

adrenérgicos. Quando ativado, o adrenorreceptor β1 promove, através da mediação da proteína 

G estimulatória, o aumento da quantidade intracelular de monofosfato cíclico de adenosina 

(AMPc) pela ativação da enzima adenilato ciclase (AC). Esse mecanismo é potencializado pela 

ativação do adrenoreceptor α (α1B). Quando isso acontece, sua proteína Gq ativa a fosfolipase 

C, que hidrolisa os fosfoinositídios de membrana, produzindo diacilglicerol (DAG) e trifosfato 

de inositol (IP3). O IP3, ao se ligar com seus receptores do retículo endoplasmático, induz a 

liberação de cálcio dessas organelas, aumentando sua concentração intracelularmente. Esse 

aumento de cálcio é caracterizado por um pico seguido de um platô. O cálcio e o DAG são 

importantes, pois serão os responsáveis por ativar a proteína quinase C (PKC), potencializando 

o aumento de AMPc. O cálcio intracelular e o AMPc são de fundamental importância na síntese 

de melatonina, pois irão participar da ativação da arilalquilamina-N-acetiltransferase 

(AANAT), enzima passo limitante da síntese de melatonina, como descrito posteriormente (33–

37). 

 A produção de melatonina se dá através de uma via catalítica, na qual a primeira enzima 

é a triptofano hidroxilase (TPH). Essa enzima é responsável por hidroxilar o aminoácido 

triptofano, transformando-o em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Tal substância é então 

descarboxilada pela descarboxilase de L-aminoácido (LAAD), dando origem à serotonina (5-

hidroxitriptamina, 5-HT). Essa por sua vez, sofre ação da AANAT, que transfere um 

grupamento acetil para a serotonina, tendo como produto final a N-acetilserotonina (NAS). Por 

fim, a NAS sofre ação da acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT, antigamente conhecida 

como HIOMT), que substitui o hidrogênio do grupamento hidroxila do carbono 5 do grupo 

indólico por um grupamento metil, formando a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (28). 

A TPH apresenta ritmo circadiano de sua atividade na glândula pineal de ratos, 

apresentando maiores valores durante a noite. Esse aumento se deve, pelo aumento da 

transcrição e síntese protéica, assim como pela ativação da enzima por fosforilação. Ambos são 

induzidos pelo estímulo noradrenérgico que aumenta os níveis de AMPc e PKA, culminando 

na fosforilação da proteína CREB (cAMP response element biding), um fator de transcrição que 

promove a transcrição do gene que codifica a TPH ao se ligar ao sítio CRE (cAMP response 
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elements sites). Além disso, a fosforilação da enzima também pode ser realizada pela PKA, pela 

quinase dependente de cálcio e calmodulina (CAMK) e pela PKC (33,34,36,38,39).  

A AANAT, responsável pela acetilação da serotonina, apresenta diferentes 

características de acordo com a espécie. Em ratos essa enzima está presente em diversos tecidos, 

como retina, intestino, fígado, pele, entre outros (33), permitindo a produção local de 

melatonina. A expressão do gene que codifica essa enzima apresenta variação rítmica, sendo 

maior durante a noite, assim como a atividade de seu correspondente proteico. Durante a noite, 

esse aumento chega a ser 150 vezes se comparado aos valores diurnos em ratos (33,40–42). Um 

dos mecanismos de ativação da transcrição do gene da Aanat se dá através da fosforilação do 

CREB pelo AMPc após estímulo adrenérgico. O pCREB se liga ao sítio CRE da região 

promotora da Aanat, estimulando sua transcrição (39,42). Além do pCREB, outros fatores de 

transcrição também podem se ligar à região promotora da Aanat, levando à sua transcrição, 

como a proteína ativadora 1 (Activator Protein 1: AP-1), o antígeno relacionado ao Fos 2 (Fos-

related antigen 2: Fra2) e a Cone-rod Homeobox (CRX) (43). 

Por fim, a última enzima da via de síntese, a ASMT/HIOMT. Seu nome foi recentemente 

modificado para ASMT, a fim de especificar sua ação sobre a metilação da NAS, convertendo-

a em melatonina. Sua atividade proteica aumenta 1,5 vezes durante a noite, enquanto sua 

expressão gênica aumenta 2 vezes durante essa fase. O ritmo circadiano do RNAm da 

HIOMT/ASMT é dependente da estimulação adrenérgica, da ativação do receptor β- 

adrenérgico e do aumento na concentração de AMPc. Já a regulação do ritmo de atividade da 

enzima HIOMT/ASMT parece ser dependente de eventos pós-transcricionais, induzidos por 

neurotransmissores que aumentem o cálcio (44,45) não estando diretamente relacionada com a 

noradrenalina assim como sua transcrição gênica. 

 De acordo com o visto, na regulação de todas as enzimas da via, podemos encontrar um 

elo em comum: a importância da estimulação noradrenérgica cíclica na glândula pineal, 

permitindo a manutenção do perfil rítmico deste órgão e de sua produção hormonal. 

 

1.3 Remoção do gânglio cervical superior 

 

O gânglio cervical superior é o gânglio mais alto da cadeia paravertebral de onde parte 

a inervação simpática da cabeça e do pescoço (46), incluindo face e estruturas intracranianas, 

como a glândula pineal, através dos nervos carotídeos internos e externos. Suas ramificações 

inervam não só a pineal superficial, mas também a pineal profunda, e a ablação bilateral do 

gânglio leva a uma redução significativa da quantidade de fibras simpáticas nessas duas regiões 
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(47), e no pedúnculo pineal (48) por meses, reduzindo consideravelmente a liberação de 

noradrenalina no interstício da glândula. 

Vários estudos demonstram que a remoção bilateral do gânglio cervical superior é capaz 

de modificar significativamente a via de síntese de melatonina e, consequentemente, a sua 

produção. A enzima AANAT sofre importantes alterações, não só em sua expressão gênica, 

mas também em sua atividade. De acordo com a literatura, após 10 dias de ganglionectomia, o 

ritmo circadiano de expressão gênica da Aanat em ratos foi abolido, assim como naqueles 

animais que sofreram lesão no núcleo supraquiasmático ou no núcleo paraventricular, 

demonstrando a importância dessa via neural para a manutenção de seu ritmo (49,50). O mesmo 

resultado foi visto na pineal superficial e profunda de hamsters (51). Seguindo a flutuação vista 

na expressão gênica, a atividade de AANAT e produção de melatonina também apresentaram 

abolição em seus ritmos, não havendo diferenças entre a produção diurna e noturna (49,51). 

Nesses trabalhos observou-se também um pequeno aumento da expressão gênica de Aanat 

durante o dia, o equivalente a aproximadamente 12% da produção noturna de animais intactos. 

Mesmo após 21 dias, a ganglionectomia continua tendo o seu efeito de abolir o ritmo e reduzir 

a atividade da AANAT durante a noite e aumentar levemente sua atividade durante o dia (52).  

Ao serem tratados com isoproterenol (agonista β adrenérgico), os animais 

ganglionectomizados apresentaram reversão do quadro e aumento da expressão gênica de Aanat 

(50). Semelhantemente, glândulas pineais de ratos ganglionectomizados mantidas in vitro 

tiveram a atividade de AANAT aumentada após tratamento com noradrenalina quando 

comparadas com a atividade vista nesses animais (52), demonstrando que os efeitos observados 

de redução e abolição de ritmo, foram de fato devido à ausência de estimulação noradrenérgica. 

Não houve diferença nos resultados obtidos entre animais no qual houve a simulação da cirurgia 

e animais intactos (51,52). 

A ganglionectomia não altera apenas a AANAT, mas também leva a alterações na última 

enzima da via, a ASMT/HIOMT. Viu-se que a remoção bilateral do gânglio cervical reduziu a 

atividade de ASMT/HIOMT e alterou o momento em que houve sua maior atividade. E assim 

como o visto para a AANAT, o tratamento com agonistas que ativam a sinalização 

noradrenérgica alterou esse quadro (53).  

Esses dados em conjunto indicam que a presença de estimulação noradrenérgica de 

maneira rítmica, proveniente do gânglio cervical superior, é fundamental para a expressão 

rítmica circadiana e sazonal, além de garantir a quantidade de produção fisiológica de 

melatonina diária. A ausência da inervação simpática, através da ganglionectomia, altera 

radicalmente a síntese de melatonina, fazendo com que essa intervenção cirúrgica seja um bom 
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modelo para estudar o papel da inervação simpática no controle neural da produção de 

melatonina pela glândula pineal de mamíferos. 

 

1.4 Ritmicidade e o oscilador molecular 

 

A síntese de melatonina apresenta variação circadiana e sazonal, com produção 

ocorrendo apenas durante a noite. Essa periodicidade é garantida através da temporização e 

sincronização de osciladores encontradas em todas as células. Uma vez temporizado e 

sincronizado pelos osciladores do NSQ, considerado como oscilador central em mamíferos, os 

osciladores da glândula pineal permanecem sincronizados com o ciclo de iluminação ambiental.   

O núcleo supraquiasmático foi destacado como oscilador central pelo fato de que lesões 

bilaterais levaram à abolição de ritmos importantes, como atividade, temperatura, alimentação 

e ingestão hídrica (54–57), demonstrando que são regulados por essa estrutura. A princípio, 

pensava-se que os osciladores circadianos estavam presentes apenas em células do NSQ, mas 

hoje sabe-se que também podem ser encontrados em tecidos periférico, como o coração, rim e 

fígado, e que o núcleo supraquiasmático é um importante coordenador da expressão rítmica 

desses osciladores através de sinais neurais e humorais (22,23,58) (Figura 3), garantindo a 

ritmicidade dos processos fisiológicos em mamíferos. 

A base molecular dos osciladores, centrais e periféricos, compreende um grupo de 

genes, que através de alças transcricionais e traducionais sustentam o sistema circadiano de 

expressão gênica. Em mamíferos, Bmal1 (Brain and muscle ARNT-like1), Clock (Circadian 

Locomotor Output Cycles Kaput), Rev-erbα (Reverse strand of the c-erbα gene), Per (Period) 

1, 2 e 3, Cry (Chryptochrome) 1 e 2 foram considerados genes relógio. Além deles, o sistema 

circadiano também conta com os genes controlados pelo relógio como, por exemplo, o Dbp (D-

box binding protein) (59), para a sua manutenção. 

Portanto, para que a ritmicidade seja mantida esses genes estão envolvidos em 

basicamente duas alças de retroalimentação (Figura 4).  
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Através de sinais neurais e humorais, o núcleo supraquiasmático, considerado oscilador central, é capaz de, 

juntamente com outros fatores, coordenar a expressão rítmica dos osciladores periféricos, como coração, rins e 

fígado, garantindo a sincronização e a manutenção da ritmicidade de processos fisiológicos. A via de saída também 

contribui para a regulação da expressão rítmica dos osciladores. 

Modificado de (6) 

 

Alças primária e secundária do oscilador molecular de mamíferos. Na alça primária, o complexo CLOCK:BMAL1 

ativa a transcrição dos genes Per e Cry, que quando retornam co núcleo regulam a sua própria expressão através 

Figura 3 - Regulação dos osciladores periféricos pelo oscilador central 

Figura 4 - Modelo do oscilador molecular em mamíferos 
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da inibição da ação de CLOCK:BMAL1. Na alça secundária há a regulação da expressão de Bmal1, através da 

ação de ROR que ativa sua transcrição e REVERB que a inibe. O correto funcionamento dessa maquinaria garante 

a expressão de genes controlados pelo relógio, que sustentam a ritmicidade de processos biológicos. 

Modificado de (60). 

 

A alça primária envolve os genes Bmal1, Clock, Per1, Per2, Per3, Cry1 e Cry2. 

Primeiramente, os genes Clock e Bmal1 são transcritos e traduzidos, no citoplasma ocorre a 

heterodimerização das proteínas CLOCK e BMAL1, formando o complexo CLOCK/BMAL1 

que migra para o núcleo e pode se ligar à região ativadora de transcrição de diversos genes 

alvos. Na alça primária esse complexo se liga às regiões E-boxes (sequências específicas de 

DNA encontrados na região promotora) dos genes Pers e Crys ativando sua transcrição, o que 

culmina na tradução dessas proteínas. Quando as proteínas PER1 e PER2 se acumulam no 

citoplasma formam um complexo negativador juntamente com proteínas CRY1 e CRY2, que 

entrando no núcleo suprime a atividade do complexo CLOCK/BMAL1, impedindo assim sua 

ação indutora da transcrição dos genes relógio. Essa supressão da atividade ocorreria através de 

dois mecanismos distintos. No primeiro, ocorre o a inibição, propriamente dita, da atividade do 

complexo CLOCK:BMAL1, através da ligação de CRY1 no heterodímero CLOCK:BMAL1 

(repressão tipo bloqueio) que ocorre no início da fase circadiana (ZT0). No segundo modelo 

proposto, a repressão seria através da dissociação do complexo CLOCK:BMAL1 do sítio de 

transcrição realizada pela ligação do complexo PER2:CRY1, formando um novo complexo 

transiente PER2:CRY1:CLOCK:BMAL1 que ocorreria durante a noite (Figura 4) (61). 

Para o funcionamento da alça secundária, há o envolvimento dos genes Bmal1, Rev-

erbα/β e Rorα/β. O complexo ativador CLOCK/BMAL1 também pode promover a transcrição 

dos genes Rev-erbα/β e Rorα/β. Após transcrição e tradução, os ROR α/β migram para o núcleo 

e agem ativando a transcrição do gene Bmal1, diferentemente de REV-ERBα/β que migram 

para o núcleo e atuam inibindo a transcrição do gene. Dessa forma essas proteínas são 

reguladoras da expressão de Bmal1, realizando a sintonia fina desse oscilador intracelular 

(22,23,58,62).  

Outras proteínas secundárias, que são controladas por genes do relógio, aumentam a 

complexidade do feedback e aumentam a amplitude do ritmo, como a proteína DBP (proteína 

ligante do elemento D albumina). O complexo BMAL1/CLOCK aumenta a transcrição do gene 

Dbp através de presença de um E-box no seu segundo íntron mostrando, portanto, que o gene 

Dbp é controlado pelos genes do relógio (58). 

Como já mencionado, esse oscilador molecular não está presente apenas no NSQ, mas 

também está em praticamente todas as regiões neurais centrais estudadas, além de praticamente 

todas as regiões periféricas, como fígado, coração, rins, músculos, tecido adiposo, entre outros 
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(23,63–65).  Os genes relógio, presentes na glândula pineal, são responsáveis pelo metabolismo 

glandular que leva à síntese de melatonina (66).  

 

1.5  Expressão de genes relógio na glândula pineal 

 

Em glândula pineal de roedores, já foi vista a presença da expressão dos genes relógio 

que não só garantem a função rítmica da glândula, mas também agem diretamente sobre a via 

de síntese de melatonina, controlando por exemplo, o ciclo de atividade da AANAT  (59,65–

68).  

A sinalização noradrenérgica garante a correta síntese de melatonina agindo sobre as 

enzimas da via, mas também garante o perfil rítmico da glândula pineal por meio da regulação 

dos genes relógio lá presentes. Simonneaux et al. (2004)(59), viram, em ratos Wistar, a variação 

circadiana dos genes Bmal1, Per1, Per3, Cry1 e Cry2 com adequada relação de fase entre eles. 

Ao serem tratados com isoproterenol (agonista β adrenérgico), viu-se o aumento da expressão 

dos genes Per1 e Cry2, sugerindo que o perfil rítmico desses genes pode ser disparado pela 

noradrenalina. Corroborando esse dado, a injeção de propranolol (antagonista inespecífico 

receptores β adrenérgicos) durante a fase de claro por 3 h reduziu a expressão de Per1 e Cry2, 

enquanto que os genes Bmal1 e Rev-erbα não foram afetados (67). 

Experimentos in vitro, também demonstram a influência de noradrenalina sobre a 

expressão dos genes relógio na glândula pineal. Fukuhara, Dirden e Tosini (2002) (69) viram 

que o tratamento das glândulas com noradrenalina após o quinto dia de cultura aumentou a 

expressão de Per1, mas não de Per2. Esse efeito também foi visto quando astrócitos medulares 

de ratos foram tratados com essa catecolamina, havendo o aumento de Per1, mas não de Per2 

e Clock (70), demonstrando que os genes relógio respondem diferentemente à estimulação 

noradrenérgica.  

Todos esses estudos in vitro foram feitos com estimulação aguda da sinalização 

noradrenérgica. Quando tais genes foram avaliados circadianamente, de fato viu-se que a 

estimulação aguda com noradrenalina não alterou as expressões de Bmal1, Per2, Cry2 e Rev-

erbα, de modo que esses se mostraram arrítmicos. Porém, quando essas glândulas foram 

mantidas em cultura com tratamento temporizado de noradrenalina, mimetizando o ciclo que 

ocorreria no animal in vivo, viu-se a manutenção do ritmo e da fase de expressão desses genes 

relógio (71), demonstrando que pelo menos in vitro a ausência de sinalização adrenérgica altera 

o sistema circadiano da glândula pineal, além da própria síntese de melatonina que também fica 

alterada. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Esses trabalhos em conjunto demonstram que o oscilador molecular está presente na 

glândula pineal e é essencial para sua fisiologia e função. E apesar de estar clara a importância 

da noradrenalina nesse processo, ainda não está definida a maneira que ela age modulando a 

expressão dos genes relógio de forma global in vivo, portanto, uma análise do funcionamento 

do oscilador molecular da glândula pineal se torna imprescindível. Na literatura há dados que 

correlacionam o rompimento do sistema circadiano com alterações metabólicas em diferentes 

tecidos periféricos (72). Sendo a melatonina um hormônio ubíquo e com ação cronobiótica, 

qualquer alteração no órgão produtor desse hormônio poderá se refletir em alguma alteração no 

resto do organismo, principalmente alterações em outros osciladores, como o núcleo 

supraquiasmático, que apresenta receptores para melatonina (73). Além disso, modificações no 

oscilador do núcleo supraquiasmático pode alterar a ritmicidade de outros territórios no 

organismo, já que é responsável por coordenar a ritmicidade de osciladores periféricos e por 

controlar processos biológicos rítmicos fundamentais, como ciclo de atividade/repouso e 

temperatura. Sendo assim, este trabalho se torna essencial para melhorar a compreensão de se 

e como a ausência de sinalização noradrenérgica na glândula pineal pode afetar o sistema 

circadiano da própria pineal e de outras estruturas centrais e periféricas.  
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3 OBJETIVOS 

 

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo principal estudar a influência da 

sinalização noradrenérgica sobre o funcionamento do oscilador intracelular da glândula pineal 

através da ganglionectomia e suas influências na fisiologia deste órgão, além de elucidar as 

relações entre este oscilador periférico localizado centralmente e outros no organismo, como o 

núcleo supraquiasmático e o fígado. 

 

3.1 Objetivos específicos 
 

a) Avaliar a importância da inervação simpática para o oscilador molecular da glândula 

pineal, através da análise gênica dos elementos envolvidos neste oscilador após a 

ganglionectomia de curto (10 dias) e longo prazo (12 semanas) do animal; 

b) Avaliar a importância da inervação simpática para a fisiologia da glândula pineal, 

através da análise gênica circadiana de elementos envolvidos na síntese de melatonina 

após a ganglionectomia de curta e longo prazo do animal; 

c) Avaliar a os efeitos da ausência da sinalização noradrenérgica na glândula pineal, a curto 

e longo prazo, além dos efeitos da pinealectomia à longo prazo sobre o oscilador 

molecular do núcleo supraquiasmático; 

d) Avaliar os efeitos da ausência da sinalização noradrenérgica na glândula pineal, a curto 

e longo prazo, além dos efeitos da pinealectomia à longo prazo, sobre o oscilador 

molecular de um oscilador periférico, o fígado; 

e) Avaliar possíveis alterações a longo prazo nos ritmos de atividade e temperatura de 

animais ganglionectomizados e pinealectomizados. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Animais 

 

Os animais utilizados para experimentação foram ratos albinos da linhagem Wistar (250 

- 300 g) provenientes do Biotério de Produção de Ratos (ICB, Rede USP de Biotérios), 

mantidos no biotério do Laboratório de Neurobiologia e utilizados de acordo com certificados 

aprovados pela CEUA ICB (números 199/11/CEUA e 86/2016) e normas estabelecidas pelo 

CONCEA, sob ciclo claro/escuro de 12 / 12 h e temperatura regulada (23 ± 2 ºC). Durante todo 

o período experimental, os animais tiveram acesso a água e comida à vontade. 

 

4.2 Desenho experimental  

 

Para a avaliação da influência da inervação simpática na regulação do oscilador 

intracelular da glândula pineal e possíveis alterações fisiológicas, foram realizados três 

experimentos. 

No primeiro deles (Figura 5), os animais foram divididos em dois grupos: 

ganglionectomizados e controles. A eutanásia circadiana por decapitação ocorreu 10 dias após 

a intervenção cirúrgica, tempo necessário para que a glândula pineal sofresse completa 

desnervação simpática (51,74) e passasse a ser considerada, do ponto de vista da inervação 

simpática, uma estrutura exclusivamente pós sináptica. Durante a eutanásia foram coletados 

soro, glândula pineal, fígado e núcleo supraquiasmático. 

 

Figura 5 - Desenho experimental: ganglionectomia de curto prazo (10 dias) 
 

 

Ao atingirem dois meses de idade os animais foram divididos em dois grupos. O grupo ganglionectomia (GCSx) 

foi submetido à remoção bilateral do gânglio cervical superior, enquanto que o grupo controle foi submetido apenas 

à anestesia na mesma dosagem que os animais operados. Após 10 dias do procedimento cirúrgico, houve a 

eutanásia circadiana por decapitação em 6 pontos ao longo das 24 h. Esses pontos correspondem aos ZTs 4, 8, 12, 

16, 20 e 24. Sendo que ZT 0 representa o início da fase de claro; ZT 4 representa 4 h após a transição da fase de 

escuro para a fase de claro; ZT 12 representa o início da fase de escuro; ZT16 corresponde a 4 h após a transição 

da fase de claro para a fase de escuro, e assim por diante). Foram coletados o soro, a glândula pineal, o fígado e o 

núcleo supraquiasmático. 

Fonte: do próprio autor. 
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Os núcleos supraquiasmáticos foram retirados imediatamente após a decapitação e 

retirada do cérebro da caixa craniana. Os cérebros foram cortados coronalmente, tomando como 

referência anterior do corte, o limite imediatamente anterior ao quiasma óptico e, 

posteriormente, a eminência mediana. Neste corte, sob visão direta com microscópio cirúrgico, 

40 x de aumento, localizou-se os núcleos supraquiasmáticos que foram retirados por dissecção. 

Análises histológicas prévias, feitas para padronização da técnica em nosso grupo com o 

material neural restante, mostrou a retirada dos núcleos desejados. 

Para que as análises rítmicas fossem realizadas, a eutanásia dos animais foi realizada 

em intervalos regulares de 4 h. Para uniformizar os horários do ciclo circadiano sincronizado 

pelo claro-escuro ambiental, convencionou-se usar a nomenclatura ZT, referente a Zeitgeber 

Time. Em ciclos claro-escuro de 12 h/12 h o ZT 0 representa a transição da fase de escuro, para 

a fase de claro, enquanto que o ZT 12, a transição da fase de claro para a fase de escuro. Dentro 

dessa lógica, ZT 1 representa 1 hora após o início da fase de claro, ZT 2 representa 2 h e assim 

por diante. 

No segundo experimento (Figura 6), ao atingirem dois meses de idade os animais 

também foram divididos em três grupos experimentais: controles (CTL), pinealectomia (PINX) 

e ganglionectomia (GCSx). A eutanásia circadiana aconteceu 12 semanas após as intervenções 

cirúrgicas e durante esse tempo houve o acompanhamento de peso e consumo alimentar. Foram 

coletados o soro, a glândula pineal, o núcleo supraquiasmático e o fígado. 

 

Figura 6 – Desenho experimental: ganglionectomia de longo prazo (12 semanas) 

 

Ao atingirem dois meses de idade, os animais foram divididos em três grupos: ganglionectomizados, controles e 

pinealectomizados. Após 12 semanas do procedimento cirúrgico, houve a eutanásia circadiana por decapitação, em 6 pontos 

ao longo das 24 h. Esses pontos correspondem ao ZTs 4, 8, 12, 16, 20 e 24. Foram coletados o soro, a glândula pineal, o fígado 

e o núcleo supraquiasmático. Durante o período do protocolo experimental, houve o registro de peso e consumo 

alimentar. 

Fonte: do próprio autor. 

 

Por fim, no terceiro experimento (Figura 7), foi implantado um transmissor individual 

nos animais com 2 meses de idade para a leitura telemétrica dos dados de atividade e 

temperatura. Após 2 semanas, os animais foram divididos em 3 grupos: controle (CTL, que só 



38 

 

recebeu anestesia), ganglionectomia (GCSx) e pinealectomia (PINX). Após 12 semanas de 

coleta os animais foram eutanasiados. 

 

Figura 7 – Desenho experimental: avaliação dos ritmos de atividade e temperatura 

Ao atingirem dois meses de idade, foi implantado nos animais um transmissor individual que permite a coleta de 

dados de temperatura e atividade do mesmo. Tal leitura controle ocorreu por duas semanas, quando então os 

animais foram submetidos ao protocolo de ganglionectomia, ou pinealectomia, ou apenas anestesia. Em seguida, 

voltaram para o registro telemétrico por mais 12 semanas. Após esse período os animais foram eutanasiados por 

decapitação. Durante o período do protocolo experimental, houve o registro de peso e consumo alimentar. 

Fonte: do próprio autor. 

 

Todo material biológico coletado foi imediatamente congelado a -80 ºC para análises 

posteriores.  

 

4.3 Ganglionectomia 

 

Para a realização da ganglionectomia (GCSx) os animais foram anestesiados com uma 

mistura de Anasedan® (Vetbrands, Brasil), composto por xilazina, e Dopalen® (Vetbrands, 

Brasil) composto por cloridrato de quetamina. A mistura foi aplicada intraperiotonealmente na 

concentração de 0,15 ml/ 100 g (sendo 0,9 mg/100 g de xilazina e 11,2 mg/100 g de quetamina). 

Os animais controles também receberam a anestesia, já que a quetamina aplicada durante o 

período de atividade do animal reduz o nível de melatonina durante o primeiro dia após a 

aplicação e promove uma redução da atividade motora, com alteração do momento em que se 

vê o ponto de máxima da atividade durante três dias (75). 

Depois de anestesiados houve a remoção parcial da pelagem da região cervical ventral 

do animal a ser operado e o mesmo foi posicionado em decúbito dorsal em um suporte cirúrgico. 

Primeiramente houve uma incisão longitudinal mediana na região ventral do pescoço 

para a exposição da fáscia cervical superior (Figura 8A). Uma vez exposta, a mesma sofreu 

uma incisão longitudinal mediana para exposição das glândulas mandibulares que foram 

afastadas lateralmente para exposição do músculo esterno-hióideo (Figura 8B). Novamente 

uma incisão longitudinal mediana foi realizada nesse músculo, expondo-se a traquéia e os feixes 

nervosos e vasos adjacentes (Figura 8C). Com o auxílio de um afastador o corte foi mantido 
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devidamente aberto e as primeiras estruturas a serem visualizadas foram a traquéia e a laringe 

(Figura 8D). Com o auxílio de uma pinça envolta em algodão úmido com salina a região foi 

divulsionada, afastando-se o tecido conjuntivo que atrapalha a visualização das estruturas. 

Ainda com o auxílio da pinça envolta em algodão, o nervo vago e a artéria carótida comum 

foram isolados cuidadosamente. Nesse momento foi prioritário o cuidado com estruturas 

sensíveis e essenciais, como o nervo laríngeo recorrente. Uma vez isoladas, com o auxílio de 

uma linha cirúrgica houve o enlaçamento dessas estruturas. Por um breve instante esse laço foi 

tracionado para que o gânglio cervical superior pudesse ser exposto e visualizado (Figura 8E). 

Com o auxílio de uma pinça cirúrgica ponta reta e fina o gânglio foi pinçado e puxado para fora 

da cavidade vagarosamente e cuidadosamente (Figura 8F) para que não houvesse rompimento 

e nem perfuração da carótida. Após a retirada do GCS a linha cirúrgica pôde ser retirada.  

Removido de um dos lados, todo o processo foi realizado novamente para a retirada do 

gânglio cervical superior do lado oposto.  

Após a remoção bilateral, foram feitos os procedimentos necessários ao fechamento da 

incisão cirúrgica. Após a sutura, a assepsia do local foi realizada e os animais foram 

adequadamente aquecidos para que durante o retorno da anestesia não sofressem com a 

hipotermia. Imediatamente ao acordarem, os animais receberam uma dose de analgésico.  

 Como o esperado, horas após a cirurgia observou-se a ptose palpebral bilateral nos 

animais, característico da remoção aguda dos gânglios cervicais superiores. Por esse motivo 

esperou-se um período de 10 dias para a realização de qualquer manipulação experimental, 

garantindo assim a completa degeneração anterógrada das fibras pós-ganglionares e o completo 

cessar da liberação de noradrenalina pelos terminais neuronais nos tecidos alvos, como a 

glândula pineal e o músculo de Müller. O resultado visual da ausência de inervação deste 

músculo é a ptose palpebral bilateral com redução da abertura ocular (Figura 9). A observação 

bilateral da ptose palpebral (além da própria inspeção do gânglio excisado) foi a garantia de 

que houve, de fato, a remoção bilateral do gânglio cervical superior (76). 
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Figura 8 – Remoção bilateral do gânglio cervical superior 

 
 

(A) Primeira incisão superficial longitudinal na região inter mandibular (RIM) para exposição da fáscia cervical 

superior (FCS). (B) Incisão longitudinal na fáscia superficial para exposição das glândulas mandibulares (GM). 

Essas são afastadas para a exposição do músculo esterno-hióideo (MEH). (C) Incisão longitudinal do MEH. (D) 

Utilização do afastador para exposição da cavidade cervical. (L) laringe; (T) traqueia. (E) Laçamento do nervo 

vago (NV) e artéria carótida comum (ACC) para exposição do gânglio cervical superior (GCS). (F) Gânglio 

cervical superior removido (figura aumentada).  

Fonte: do próprio autor. 

 

Figura 9 – Ptose palpebral 

 
Animal controle e ganglionectomizado por 10 dias, com indício de sucesso na remoção do GCS, através da 

observação da ptose que é caracterizado pela queda da pálpebra superior de ambos os lados. 

Fonte: do próprio autor. 
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4.4 Pinealectomia 

 

Para a realização da pinealectomia (PINX) os animais foram anestesiados com uma 

mistura de Anasedan® (Vetbrands, Brasil) composto por xilazina, e Dopalen® (Vetbrands, 

Brasil) composto por cloridrato de quetamina. A mistura foi aplicada intraperiotonealmente na 

concentração de 0,15 ml/100 g (sendo 0,9 mg/100 g de xilazina e 11,2 mg/100 g de quetamina).  

 Em seguida, a cabeça do rato foi posicionada e fixada em um aparelho estereotáxico 

(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EUA). Como primeiro procedimento, houve a abertura 

do escalpo seguindo a linha média do animal, a fim de expor a sutura lambda. Com o auxílio 

de uma broca circular, fez-se a trepanação circular do osso craniano tendo-se como referência 

o encontro entre as suturas lambda e a linha média do crânio. O disco ósseo foi então 

delicadamente elevado para exposição da glândula pineal, a qual foi removida cuidadosamente 

com o auxílio de uma pinça cirúrgica. Após a remoção, a calota foi reposicionada e o escalpo 

suturado.  

Após a sutura, a assepsia do local foi realizada e os animais foram adequadamente 

aquecidos para que durante o retorno da anestesia não sofressem com a hipotermia. 

Imediatamente ao acordarem, os animais receberam uma dose de analgésico.  

 

4.5 Extração de RNA 

 

4.5.1 Glândula pineal e núcleo supraquiasmático 

 

Para que fosse realizada a extração do RNA, as glândulas pineais e os núcleos 

supraquiasmáticos foram mantidos em gelo seco para que seu RNA não degradasse. Em seguida 

cada tecido foi homogeneizado em 800 µL de Trizol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, 

California, EUA) com o auxílio de um pistilo. Esse macerado foi então deixado durante 5 

minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se a cada amostra 160 μL de clorofórmio e as 

amostras foram submetidas a homegeneização no Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, EUA). 

Essa mistura foi deixada mais uma vez em temperatura ambiente durante 10 minutos (com 

homogeneização a cada 2 minutos) e então levada à centrífuga refrigerada (5417R, Eppendorf, 

Alemanha) durante 15 minutos a 4 ºC e a uma velocidade de 12000 g. Em seguida, o 

sobrenadante aquoso foi transferido para uma nova série de tubos Eppendorfs® com 10 μg de 

glicogênio. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente e em cada uma foi 

acrescentado 400 μL de isopropanol. Após misturá-las por inversão, as amostras foram 

acondicionadas a -20 ºC por um período de até 24 h.  
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Após esse período, as amostras foram levadas para a centrífuga durante 20 minutos a 4 

ºC e à velocidade de 12000 g, para a formação do precipitado. Após a centrifugação jogou-se 

fora o sobrenadante e adicionou-se ao precipitado 800 µL de álcool etílico gelado a uma 

concentração de 75%. A seguir as amostras foram levadas à centrífuga durante 10 minutos a 4 

ºC, à velocidade de 12000 g. O precipitado foi então localizado e o sobrenadante descartado, as 

amostras foram deixadas por 10 minutos em temperatura ambiente para que o álcool 

anteriormente adicionado evaporasse por completo. Após esse período, foi adicionado em cada 

amostra 12 μL de H2O deionizada previamente tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) para 

dissolução do precipitado. As amostras sofreram então uma rápida centrifugação para garantir 

a completa dissolução do precipitado e foram armazenadas a -80 ºC. 

 

4.5.2 Fígado 

 

Para que fosse realizada a extração do RNA, os fígados foram mantidos em gelo seco 

para que seu RNA não degradasse. Em seguida cada tecido foi homogeneizado em 1 mL de 

Trizol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) com o auxílio do Polytron. Esse 

macerado foi então deixado durante 5 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se em cada 

amostra 200 μL de clorofórmio e as amostras foram submetidas a homegeneização no Vortex-

Genie 2 (Scientific Industries, EUA). Essa mistura foi deixada mais uma vez em temperatura 

ambiente durante 3 minutos e então levada à centrífuga refrigerada (5417R, Eppendorf, 

Alemanha) durante 15 minutos a 4 ºC e em uma velocidade de 12000 g. Em seguida, o 

sobrenadante aquoso foi transferido para uma nova série de tubos Eppendorfs®. Às amostras 

foi adicionado 500 μL de isopropanol e as mesmas foram deixadas 10 minutos à temperatura 

ambiente. Após esse período, foram levadas para a centrífuga durante 10 minutos a 4 ºC e à 

velocidade de 12000 g para a formação do precipitado. Após a centrifugação jogou-se fora o 

sobrenadante e adicionou-se ao precipitado 1 mL de álcool etílico gelado a uma concentração 

de 75%. A seguir as amostras foram levadas à centrífuga durante 5 minutos a 4 ºC, à velocidade 

de 7500 g. O precipitado foi localizado e o sobrenadante descartado, as amostras foram deixadas 

em temperatura ambiente, para que o álcool anteriormente adicionado evaporasse por completo. 

Após esse período, adicionou-se 50 μL de H2O deionizada previamente tratada com DEPC para 

dissolução do precipitado. As amostras sofreram então uma rápida agitação, a fim de garantir a 

completa dissolução do precipitado. Em seguida, foram armazenadas a -80 ºC. 

Após a extração de RNA, as amostras de todos os tecidos sofreram tratamento com 

DNase utilizando-se o kit Turbo DNA-free™ (Ambion, Austin, Texas, EUA) de acordo com 
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as especificações do fabricante. Portanto, à cada amostra foram adicionados 1,2 μL da enzima 

Turbo DNase e 1 μL de Tampão Turbo DNase. Posteriormente foram misturadas por inversão 

e levadas à centrífuga para uma rápida centrifugação. Em seguida, foram deixadas a 37 ºC por 

30 min. Ao término desse período foram imediatamente colocadas em gelo e sofreram a adição 

de 2,2 μL do reagente de inativação do kit. Todos os tubos foram mantidos em temperatura 

ambiente por 5 minutos com constante homogeneização. A seguir foram centrifugados por 1,5 

minutos à velocidade de 10000 g. O sobrenadante foi transferido para uma nova série de tubos 

Eppendorfs® e o precipitado foi então descartado.  

As amostras de RNA, agora livres de DNA, foram quantificadas e analisadas quanto à 

sua pureza e integridade, por espectrofotometria nos comprimentos de onde de 260 a 280 nm 

pelo NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, EUA).  Os dados obtidos a 

partir dessa análise foram utilizados para calcular o volume necessário oriundo da extração de 

RNA total para a conversão de 1 μg de RNA em cDNA e também para aferir a qualidade da 

amostra. Amostras com razão 260/280 acima de 1,8 foram utilizadas. 

 

4.6 Obtenção de cDNA 

 

Após a extração, amostras de 1 µg de RNA total foram submetidas à reação de 

transcrição reversa com primers randômicos. Para tal, utilizou-se o kit SuperScript™ III 

Antisense Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) de acordo com as 

especificações do fabricante. Às amostras foram adicionados: tampão da enzima (50 mM de 

Tris-Hcl pH 8,3, 75 mM de KCl, 3 mM de MgCl2), DTT (10 mM), mistura de dNTPs (10 mM 

cada), primers randômicos (150 ng), inibidor de RNAse (40 U) e a enzima SuperScript III, 

obtendo um volume final de 20 µl. As amostras foram incubadas no termociclador MyGene™ 

Series Gradient (Long Gene®, China) por 5 minutos à 65 ºC, seguida de 10 minutos à 25 ºC, 

com aquecimento para 42 ºC por 75 minutos e 70 ºC por 15 minutos para desnaturação da 

enzima. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20 ºC. 

 

4.7 Análise da expressão gênica por reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real   

 

A análise da expressão gênica foi realizada através da técnica de PCR em tempo real 

utilizando o aparelho QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR (Thermo Fischer Inc., Walthan, 

MA, USA). Os ensaios foram realizados em duplicata utilizando 0,96 μL de cDNA (5 ng / μL) 

previamente sintetizado, adicionado à mistura da reação contendo 3 μL de Power SYBR® Green 
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(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), 3,25 de água Ultra-Pure™ Distilled Water 

(Gibco, EUA) e 400 nM dos primers específicos parra cada gene. 

Os primers utilizados foram desenhados de modo que sua localização lhes permitisse 

flanquear um íntron, impossibilitando a amplificação de DNA genômico. A eficiência dos pares 

de primers foi testada e determinada por reação de PCR em tempo real 

utilizando diluições de cDNA. A determinação da eficiência se deu pela análise de regressão 

linear feita utilizando o software 7500 2.0.3 (Applied Biosystems, Foster City, California, 

EUA). Todos os pares de primers usados foram considerados adequados quando apresentaram 

eficiência entre 1,8 e 2,0.   

Para a avaliação da expressão rítmica foram analisados os genes Bmal1, Clock, Cry1, 

Cry2, Per1, Per2, Dbp e Rev-erbα em todos os tecidos. Especificamente para a glândula pineal 

também foram avaliados os genes Adrα1B, Adrβ1, Tph, Aanat e Hiomt (Asmt). 

Todos os pares de primers foram desenhados a partir da sequência genômica de rato 

disponível no GenBank® (NCBI – NIH, EUA) e fabricados pela IDT e Exxtend. A tabela com 

as sequências genômicas dos primers utilizados encontram-se na Tabela 1. 

Em cada placa, também foi adicionado um poço denominado testemunho. Esse poço 

continha a mesma amostra de cDNA (no caso um pool de todas as amostras) em todas as placas, 

afim de se manter um controle entre placas e possibilitar a normalização entre blocos 

experimentais quando necessário. 
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Tabela 1 – Sequência dos primers utilizados. 

Primer NºAcesso Sequências Fragmento 

Aanat NM_012818.2 5’ – CCGGAGGATGCCACCA – 3’ 

5’ – CCGGATCTCATCCAAGTGGA – 3’ 
89bp 

Adrα1b NM_016991.2 5’ – GGGTCTACATCGTGGCCAAG – 3’ 

5’ – CCTCATGAAAGTTCTTGGAGT – 3’ 
114bp 

Adrβ1 NM_012701.1 5’ – TCTCCGCGCTGGTGTCCTTC – 3’ 

5’ – GAAATCGCAGCACTTGGGGT – 3’ 
101bp 

Bmal1 NM_024362.2 5’ – CCGATGACGAACTGAAACACC – 3’ 

5’ – TCTTCCCTCGGTCACATCCT – 3’ 
77bp 

Clock NM_021856.1 5’ – AGAACTTGGCGTTGAGGAGTCT – 3’ 

5’ – GTGATCGAACCTTTCCAGTGCT – 3’ 
117bp 

Cry1 NM_198750.2 
5’ – TTCGCCGGCTCTTCCAA – 3’ 

5’ – ATTGGCATCAAGGTCCTCAAGA – 3’ 
74bp 

Cry2 NM_133405.1 
5’ – TCAGCGTGAATGCAGGCA – 3’ 

5’ – AGGGCAGTAGCAGTGGAAGAAC – 3’ 
76bp 

Dbp NM_012543.2 
5’ – CTGCAGGGAAACAGCAAGC – 3’ 

5’ – GAGGGCAGAGTTGCCTTGC – 3’ 
76bp 

Gapdh NM_017008.4 
5’ – GGGCAGCCCAGAACATCAT – 3’ 

5’ – CCGTTCAGCTCTGGGATGAC – 3’ 
76bp 

Hdac1 NM_001025409.1 
5’ – TGGTCTCTACCGAAAAATGGAAA – 3’ 

5’ – GTCGTCGCTGTGGTACTTGGT – 3’ 
78bp 

Hiomt NM_144759.2 
5’ – CCGCACCCACTTCCTGTC – 3’ 

5’ – CAAGAATGAAGAGCTCAGCGC – 3’ 
100bp 

Hprt1 NM_012583.2 
5’ – CTCCTCAGACCGTTTTCCC – 3’ 

5’ – TCACTAATCACGACGCTGGG – 3’ 
75bp 

Per1 NM_001034125.1 
5’ – CTGCCTCAGGCCCTCGA – 3’ 

5’ – GTCCGAGTGGCCAGGATCTT – 3’ 
71bp 

Per2 NM_031678.1 
5’ – GCAGCCTTTCGATTATTCTCCC – 3’ 

5’ – GGACCAGCTAGTGTCCAGTGTG – 3’ 
75bp 

Ppia NM_017101.1 
5’ – AAGACTGAGTGGCTGGATGG – 3’ 

5’ – GGCTTCCACAATGCTCATGC – 3’ 
72bp 

Rev-erbα NM_145775.1 
5’ – AGGTGACCCTGCTTAAGGCTG – 3’ 

5’ – ACTGTCTGGTCCTTCACGTTGA – 3’ 
81bp 

Rpl37a NM_001108801 
5’ – CGCTAAGTACACTTGCTCCTTCTG – 3’ 

5’ – GCCACTGTTTTCATGCAGGAAC – 3’ 
93bp 

Nessa tabela estão listados os primers utilizados, desenhados a partir das informações obtidas pelo GenBank™ 

(NCBI – NIH, Bethesda, EUA), sendo informadas também as sequências sense e antisense, além do tamanho dos 

fragmentos amplificados. 

Fonte: NCBI – NHI, Bethesda, EUA. 

 

Para a amplificação do material contido na placa, os seguintes parâmetros de 

amplificação foram utilizados: etapa inicial de ativação da enzima mantendo as amostras à 50 

ºC durante 1 minutos e 95 ºC por 10 min. Em seguida as amostras foram submetidas a 40 ciclos 

que incluíram a desnaturação à 95 ºC por 15 s, seguido por anelamento dos primers e a extensão 

a 60 ºC por 1 minuto. Finalmente após essa série de ciclos, foram submetidas à 1 ciclo para 



46 

 

análise do melting que consistiu em 95 ºC por 15 s, 60 ºC por 1 minuto e posterior aumento 

gradativo da temperatura até atingir 95 ºC. 

As curvas de melting foram determinados pelo software do equipamento e quando se 

observou múltiplos picos de temperatura de melting a placa foi desconsiderada e as etapas do 

processo até então foram reavaliados para solução do problema. 

Para análise dos resultados obtidos pela PCR utilizou-se o método de 2-ΔCT adaptado de 

(77). Para a obtenção do delta, a média geométrica dos CTs dos genes constitutivos foi subtraída 

do CT (cycle treshold, calculado pelo software do aparelho) de cada amostra. 

Para a normalização das amostras de glândula pineal utilizou-se como genes 

constitutivos: Rpl37a, Hdac1 e Ppia. Para a normalização das amostras de fígado foram 

utilizados os genes: Rpl37a, Hprt1 e Ppia. E, finalmente, para a normalização das amostras de 

núcleo supraquiasmático foram utilizados: Hprt1, Hdac1 e Gapdh. 

 

4.8 Análise da atividade e temperatura por telemetria 

 

Para a aquisição dos dados de atividade e temperatura utilizou-se um sistema de 

telemetria (RESPIRONICS, Mini Mitter, Oregon, USA). Com um transmissor individual (E-

mitter) implantado na cavidade abdominal do rato e uma placa receptora (ER-4000) localizada 

na base de cada gaiola, a atividade motora e a temperatura de cada animal puderam ser coletadas 

(78). O intervalo de aquisição de dados foi de 1 minuto utilizando o software VitalView (Mini 

Mitter, Oregon, USA). Os dados foram coletados por 14 semanas, as duas primeiras semanas 

foram consideradas como o período basal da atividade e temperatura do próprio animal. Ao 

término deste período, os animais foram submetidos às manipulações experimentais e as coletas 

prosseguiram por mais 12 semanas.  

Para a realização dos actogramas, termogramas e a análise por periodograma foi 

utilizado o software El Temps (v. 1,292+, Diéz-Noguera, Barcelona, Espanha) a partir dos dados 

brutos obtidos na telemetria. 

A análise dos parâmetros circadianos rítmicos foi realizada através da utilização do 

software COSANA (Benedito Silva, São Paulo, Brasil), gerados a partir de uma curva média 

diária baseada em uma média semanal para cada animal e parâmetro (temperatura e atividade). 

Primeiramente, para a realização dessa curva média, fez-se a somatória dos dados de atividade 

e a média da temperatura a cada hora. Em seguida, a cada semana foi feita a média de cada hora 

a fim de obtermos a curva média diária representativa da semana.  
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Cada curva média foi submetida ao COSANA que foi responsável pela análise Cosinor, 

que ajusta, pelo método dos quadrados mínimos, uma curva cosseno aos dados e testa 

estatisticamente se a amplitude da curva obtida foi diferente ou não de zero. Foi considerado 

como variação rítmica significante quando p < 0,05. Além disso, para cada série temporal, a 

acrofase (instante referente ao ponto de máximo da curva ajustada), o mesor (valor médio da 

curva ajustada) e a amplitude (diferença entre o mesor e o pico de máxima da curva ajustada) 

foram calculados (Figura 10).  

 

 
Representação gráfica dos parâmetros rítmicos obtidos após o ajuste da curva diária de um parâmetro biológico 

pelo método Cosinor. Mesor: valor médio da curva ajustada; Acrofase: momento em que se dá o ponto de máxima; 

Amplitude: diferença entre o mesor e o valor máximo da curva ajustada. 

Modificado de (79). 

 

4.9 Análise Estatística 

 

Todos os resultados obtidos a partir da expressão gênica foram representados como 

média ± EPM. Os grupos experimentais foram analisados individualmente, através do teste 

ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Bonferroni, com múltiplas comparações, a fim de 

se avaliar a influência da variável “tempo” em cada série temporal usando o programa 

computacional Graphpad Prism data analysis and graph package (v 6.01, Graphpad Software, 

Inc., San Diego, Califórnia, USA). Portanto, cada série temporal que apresentou variação ao 

longo das 24 h estatisticamente definida pela ANOVA de uma via, teve a sua ritmicidade 

avaliada pela aplicação do método do Cosinor (pelo software COSANA) e quando p < 0,05, 

houve a determinação dos parâmetros rítmicos (mesor, amplitude e acrofase), que foram 

Figura 10 – Parâmetros rítmicos obtidos após análise Cosinor 
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comparados entre si através do teste T Student’s ou de ANOVA de uma via (de acordo com a 

necessidade).  Ainda com relação à expressão gênica, a fim de se avaliar a influência e relação 

entre as variáveis cirurgia e tempo, utilizou-se a análise de variância bi fatorial (ANOVA de 

duas vias), com pós teste Bonferroni usando o programa computacional Graphpad Prism data 

analysis and graph package (v. 6.01). 

Os parâmetros mesor e amplitude obtidos após análise rítmica da atividade e 

temperatura dos animais foram expressos como média ± EPM da variação com relação ao 

período basal de cada grupo, enquanto que o parâmetro acrofase foi expressão apenas como 

média ± EPM. Nesses casos os grupos foram analisados individualmente pela ANOVA de uma 

via, e em conjunto pela ANOVA de duas vias, sempre tendo como pós teste o método 

Bonferroni com múltiplas comparações.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Perfil circadiano dos genes da alça primária do oscilador da glândula pineal 

 

Os genes Bmal1, Clock, Cry1, Cry2, Per1 e Per2 participam da alça primária existente 

no oscilador circadiano e para avaliar o perfil rítmicos desses genes na pineal de animais 

ganglionectomizados utilizou-se a técnica de PCR em tempo real. 

 

5.1.1 Alça primária do oscilador – elementos positivos: Bmal1 e Clock na glândula pineal 

 

 A expressão do gene Bmal1 variou ao longo do dia em todos os grupos analisados 

(Figuras 11A e B) e a remoção do gânglio cervical superior, e consequente eliminação da 

inervação noradrenérgica na glândula pineal, resultou em redução da expressão desse gene 

(Figura 11C) a curto e longo prazo.   

 

Figura 11 – Perfil diário de RNAm do gene Bmal1 (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Bmal1 na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os fatores cirurgia, 

ZT e interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, 

seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL e GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada 

ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Bmal1 na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas 
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de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os fatores 

cirurgia, ZT e interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de 

uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL e GCSx. n = 4 para cada grupo, 

em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Bmal1, avaliadas através do Teste T de 

Student, bicaudal não pareado com ** p = 0,0096 vs CTL 10 dias; @@p = 0,0051 vs CTL 12 semanas; #### e &&&& 

p < 0,0001 vs CTL 10 dias e GCSx 10 dias, respectivamente.   Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 

para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.  

 

Uma vez verificada a variação circadiana em todos os grupos, fez-se a análise rítmica 

da expressão de Bmal1. Após o ajuste da expressão à curva cosseno, viu-se que a remoção da 

inervação noradrenérgica na glândula pineal, a curto ou longo prazo, não eliminou o ritmo 

circadiano encontrado nos animais controles (Figuras 12A e B).  

A análise dos parâmetros definidos pelo método Cosinor, demonstrou a redução da 

expressão de Bmal1 após a ganglionectomia através da redução dos parâmetros mesor e 

amplitude, independentemente da duração do protocolo (Figuras 12C e D).  

A ganglionectomia a curto prazo promoveu um adiantamento da acrofase da expressão 

de Bmal1 (Figura 39), diferença essa que não foi encontrada após 12 semanas de protocolo.  

 

Figura 12 – Perfil diário de RNAm do gene Bmal1 na glândula pineal de animais 

controles e ganglionectomizados analisado pelo método Cosinor. 

 

(A) Perfis diários de expressão de Bmal1 na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 10 

dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de 

Bmal1 na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e 
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seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados 

por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com *p = 0,0296 vs CTL 10 dias; @p = 0,047 

vs CTL 12 semanas; ###p = 0,0002 vs CTL 10 dias; &&&&p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. (D) Parâmetro amplitude 

nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado 

com *p = 0,0109 vs CTL 10 dias; @@p = 0,0039 vs CTL 12 semanas; &&&&p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. 

Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de 

claro; Barra preta = fase de escuro.  

 

A expressão do segundo gene da alça positiva analisado (Clock), não exibiu variação ao 

longo do dia em nenhum dos grupos estudados, não havendo, portanto, oscilação rítmica na 

expressão do mesmo (Figura 13A e B). Além disso, a realização da ganglionectomia não afetou 

a expressão de Clock na glândula pineal, já que a área sob a curva dos respectivos grupos 

controle e ganglionectomizados não se modificou (Figura 13C). Em compensação, viu-se um 

efeito do tempo na redução da expressão desse gene, já que houve a redução da área sob a curva 

em ambos os grupos após 12 semanas de protocolo experimental (Figura 13C). 

 

Figura 13 – Perfil diário de RNAm do gene Clock (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Clock na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,1689 para o fator cirurgia, 

p=0,6127 para o fator ZT e p=0,9276 para p fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,7409 para o grupo 

CTL e p = 0,8916 para o GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de 

Clock na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida 

por pós teste Bonferroni, no qual p=0,1872 para o fator cirurgia, p=0,4516 para o fator ZT e p=0,5830 para o fator 

interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida 
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por pós teste Bonferroni, no qual p=0,3975 para o grupo CTL e p=0,6856 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 

grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Clock, avaliadas através do Teste 

T de Student, bicaudal não pareado com ** p = 0,0096 vs CTL 10 dias; @@p = 0,0051 vs CTL 12 semanas; #### e 
&&&& p < 0,0001 vs CTL 10 dias e GCSx 10 dias, respectivamente.   Dados plotados como média ± EPM. Valores 

x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Dessa forma nota-se que, no oscilador molecular da glândula pineal, a alça de regulação 

positiva sofre importante influência após ablação do gânglio cervical superior e consequente 

ausência da sinalização noradrenérgica, vista principalmente pela redução da expressão de 

Bmal1, observada através da diminuição da área sob a curva e do mesor. Além disso, nesse 

gene, a ausência da inervação simpática gerou atenuação da robustez do perfil rítmico, visto 

através da redução da amplitude. Entretanto, a acrofase pareceu ser afetada apenas a curto 

prazo.  

 

5.1.2 Alça primária – elementos negativos: Cry1, Cry2, Per1 e Per2 na glândula pineal 

 

 O primeiro gene dentre os elementos negativadores a ser analisado foi o Cry1, cuja 

expressão apresentou variação ao longo das 24 h nos grupos controles. Após o animal ser 

submetido à ablação do gânglio cervical superior, tal variação não foi mais observada (Figuras 

14A e B). Além de alterar a variação da expressão ao longo do dia, a remoção por curto prazo 

da estrutura acima mencionada resultou em um aumento da expressão desse gene, observado 

através do aumento da área sob a curva da expressão de Cry1 (Figura 14C). Também se 

observou um efeito do tempo na redução da expressão desse gene em ambos os grupos 

estudados, uma vez que a área sob a curva após 12 semanas de protocolo foi menor do que após 

10 dias nos animais controles e ganglionectomizados (Figura 14C). 
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Figura 14 – Perfil diário de RNAm do gene Cry1 (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry1 na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0040 para o fator cirurgia, 

p=0,0005 para o fator ZT e p=0,0001 para p fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo 

CTL e p = 0,0985 para o GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de 

Cry1 na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida 

por pós teste Bonferroni, no qual p=0,6335 para o fator cirurgia, p<0,0001 para o fator ZT e p=0,0008 para o fator 

interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida 

por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para o grupo CTL e p=0,2525 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 

grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Cry1, avaliadas através do Teste 

T de Student, bicaudal não pareado com ** p = 0,0070 vs CTL 10 dias; ##  p=0,0071 vs CTL 10 dias e &&&& 

p=0,0031 vs GCSx 10 dias.   Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise 

estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Como houve variação ao longo das 24 h apenas nos grupos controles, apenas estes foram 

submetidos à análise pelo Cosinor (Figura 15A e B). Após esta análise viu-se que a variação 

circadiana encontrada foi de fato rítmica, ajustando-se à uma curva cosseno, em ambos os 

tempos de protocolo. A partir de então, os parâmetros mesor, amplitude e acrofase foram 

determinados (Figura 15C, D e Figura 39) apenas para o animal controle. A duração do 

protocolo experimental não alterou a amplitude, mas resultou em redução do mesor e 

adiantamento da acrofase da expressão de Cry1 (Figuras 15C, D e 39, respectivamente).  
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Figura 15 – Perfil diário de RNAm do gene Cry1 na glândula pineal de animais controles 

analisado pelo método Cosinor. 

(A) Perfil diário de expressão de Cry1 na glândula pineal de animais controles após protocolo experimental de 10 

dias, analisado pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfil diário de expressão de Cry1 

na glândula pineal de animais controles após protocolo experimental de 12 semanas, analisado pelo Cosinor e seus 

parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor no grupo controle após 10 dias e 12 semanas de 

protocolo experimental, Teste T de Student, bicaudal não pareado com **p = 0,0017 vs CTL 10 dias. (D) 

Parâmetro amplitude no grupo controle após 10 dias e 12 semanas de protocolo experimental, Teste T de Student, 

bicaudal não pareado com p > 0,05. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada 

= mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.   

 

O segundo gene da alça negativa a ser analisado foi o Cry2, e assim como o visto na 

expressão do gene Cry1, houve variação de sua expressão gênica ao longo das 24 h apenas nos 

grupos controles (Figura 16A e B). E apesar de alterar a variação circadiana da expressão de 

Cry2, a cirurgia e a duração do protocolo experimental não promoveram alterações 

significativas na área sob a curva de sua expressão (Figura 16C). 



55 

 

 

Figura 16 – Perfil diário de RNAm do gene Cry2 (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry2 na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator cirurgia, 

p=0,0055 para o fator ZT e p=0,0164 para p fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0063 para o grupo 

CTL e p = 0,9595 para o GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de 

Cry2 na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida 

por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os fatores cirurgia, ZT e interação. Para a avaliação individual 

da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p 

< 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,1046 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a 

curva dos perfis circadianos de expressão de Cry2, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado 

p > 0,05 em todas as comparações.   Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise 

estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
 

Ao serem submetidas à análise Cosinor, as curvas referentes à expressão de Cry2 nos animais 

controles foram consideradas rítmicas já que se ajustaram à uma curva cosseno, independentemente da 

duração do protocolo (Figura 17A e B). Após a determinação de seus parâmetros rítmicos viu-se que a 

duração do protocolo promoveu um aumento nos parâmetros de mesor e amplitude (Figura 17C e D 

respectivamente), mas a acrofase não foi alterada (Figura 39).  
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Figura 17 – Perfil diário de RNAm do gene Cry2 na glândula pineal de animais controles 

analisado pelo método Cosinor. 

(A) Perfil diário de expressão de Cry2 na glândula pineal de animais controles após protocolo experimental de 10 

dias, analisado pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfil diário de expressão de Cry2 

na glândula pineal de animais controles após protocolo experimental de 12 semanas, analisado pelo Cosinor e seus 

parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor no grupo controle após 10 dias e 12 semanas de 

protocolo experimental, Teste T de Student, bicaudal não pareado com *p = 0,0125 vs CTL 10 dias. (D) Parâmetro 

ampliitude no grupo controle após 10 dias e 12 semanas de protocolo experimental, Teste T de Student, bicaudal 

não pareado com *p = 0,0081. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = 

mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.   

 

Seguindo na análise dos elementos negativos que compõem a alça primária do oscilador 

molecular da glândula pineal, viu-se que a expressão do gene Per1 variou ao longo das 24 h 

independentemente da duração do protocolo ou ablação do gânglio cervical superior (Figuras 

18A e B).  

Enquanto a ganglionectomia não alterou a quantidade da expressão de Per1, a duração 

do protocolo promoveu sua redução, observada através da redução da área sob a curva de 

expressão após 12 semanas de protocolo, tanto nos grupos controles, quanto 

ganglionectomizados (Figura 18C). 
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Figura 18 – Perfil diário de RNAm do gene Per1 (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Per1 na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores ZT e 

interação e p = 0,0004 para o fator cirurgia. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL e GCSx. n 

= 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Per1 na glândula pineal de animais 

controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual 

p<0,0001 para os fatores ZT e interação e p = 0,0043 para p fator cirurgia. Para a avaliação individual da presença 

de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para 

os grupos CTL e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de 

expressão de Per1, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com ## p = 0,0047 vs CTL 10 

dias e &&&& p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da 

análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
 

Após serem submetidos à análise Cosinor, observou-se que a remoção da inervação 

simpática da glândula pineal não resultou em abolição do ritmo de expressão de Per1, já que as 

curvas de todos os grupos analisados se ajustaram à uma curva cosseno (Figura 19 A e B). 

Apesar de não abolir ritmicidade, a ablação bilateral do gânglio cervical superior resultou na 

redução do mesor e amplitude de Per1 (Figuras 19 C e D) e no adiantamento da acrofase tanto 

em 10, quanto em 12 semanas (Figura 39).  

Com relação ao efeito da duração do protocolo sobre a expressão rítmica de Per1, 

apenas o parâmetro mesor foi afetado por essa variável (Figura 19 C).  
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Figura 19 – Perfil diário de RNAm do gene Per1 na glândula pineal analisado pelo método 

Cosinor. 

(A) Perfis diários de expressão de Per1 na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 10 

dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de 

Per11 na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e 

seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados 

por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ****p < 0,0001 vs CTL 10 dias; @@p = 

0,0039 vs CTL 12 semanas; ##p = 0,0023 vs CTL 10 dias; &&&&p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. (D) Parâmetro 

amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não 

pareado com ***p = 0,0001 vs CTL 10 dias; @@p = 0,0019 vs CTL 12 semanas. Comprimento da seta = amplitude; 

Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.  

  
 

 Acompanhando o visto em Per1, viu-se variação na expressão do gene Per2 ao longo 

das 24 h em todos os grupos analisados (Figuras 20 A e B), porém a retirada da inervação 

simpática na glândula pineal e a duração do protocolo não levaram a alterações na área sob a 

curva de expressão do gene em nenhum dos grupos (Figura 20 C).  
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Figura 20 – Perfil diário de RNAm do gene Per2 (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal.  

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Per2 na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p=0,0005 para o fator ZT, 

p=0,1757 para o fator cirurgia e p = 0,5302 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0287 para o 

grupo CTL e p = 0,0407 para o grupo GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Per2 na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi 

fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores ZT e interação e p = 0,0013 para o 

fator cirurgia. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, 

seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,0002 para o grupo GCSx. n = 4 

para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Per2, avaliadas através 

do Teste T de Student, bicaudal não pareado com p > 0,05. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 

para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
  

 

 Ao serem submetidos a análise Cosinor, foi observada variação rítmica tanto em animais 

controles, quanto em animais ganglionectomizados, podendo-se avaliar os parâmetros obtidos 

(Figuras 21A e B). Apenas a ganglionectomia por 10 dias resultou em redução do mesor (Figura 

21C), enquanto que a amplitude não foi afetada nem pela cirurgia e nem pela duração do 

protocolo (Figura 21D). Independentemente do tempo de protocolo a remoção do gânglio 

cervical superior adiantou a acrofase de Per2 (Figura 39).  
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Figura 21 – Perfil diário de RNAm do gene Per2 na glândula pineal analisado pelo 

método Cosinor. 

(A) Perfis diários de expressão de Per2 na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 10 

dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de 

Per2 na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e 

seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados 

por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com *p = 0,0208 vs CTL 10 dias. (D) Parâmetro 

amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não 

pareado com p > 0,05 em todas as combinações. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; 

Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro 

 

 Desse modo, nota-se que a ausência da estimulação noradrenérgica na glândula pineal 

altera a expressão de todos os elementos negativos da alça primária do oscilador molecular 

deste órgão, seja abolindo o ritmo, como no caso dos genes Cry1 e Cry2, ou alterando os 

parâmetros rítmicos, como mesor, amplitude e acrofase dos genes Per1 e Per2.  

 

5.2 Perfil circadiano do gene da alça secundária do oscilador da glândula pineal 

 

 Com relação à alça secundária do oscilador, o gene analisado por PCR em tempo real 

foi o Rev-erbα.  
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5.2.1 Rev-erbα na glândula pineal 

 

 No que se refere ao gene da alça secundária do oscilador molecular, viu-se que na 

glândula pineal os grupos controles apresentaram variação ao longo das 24 h e que tal variação 

foi perdida após o animal ser submetido à ablação do gânglio cervical superior (Figuras 22A e 

B). A curto prazo, além de alterar a variação da expressão circadiana do gene, a remoção da 

inervação simpática resultou em uma redução de sua expressão, observada através da redução 

da área sob a curva de nos animais ganglionectomizados por 10 dias (Figura 22C).  

 

Figura 22 – Perfil diário de RNAm do gene Reverbα (grupos controle e 

ganglionectomizado) na glândula pineal. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Reverbα na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores ZT e 

interação e p = 0,0006 para o fator cirurgia. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,0573 

para o grupo GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Reverbα na 

glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós 

teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para o fator ZT, p=0,1441 para o fator cirurgia e p = 0,0018 para o fator 

interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida 

por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,1734 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 

grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Reverbα, avaliadas através do 

Teste T de Student, bicaudal não pareado com *p = 0,0161 vs CTL 10 dias; #p = 0,0181 vs CTL 10 dias. Dados 

plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = 

fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
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Ao serem submetidas à análise Cosinor, as curvas de expressão de Reverbα dos animais 

controles foram ajustadas à curva cosseno, demonstrando assim a existência da variação rítmica 

(Figura 23 A e B). Com a perda da variação ao longo das 24 h nos animais mediante a ausência 

da inervação simpática na glândula pineal, apenas os parâmetros rítmicos dos grupos controles 

foram analisados, e viu-se que a duração do protocolo experimental foi capaz de alterar os 

parâmetros rítmicos analisados: houve redução de mesor e amplitude (Figuras 23C e D, 

respectivamente) e um adiantamento da acrofase desse gene (Figura 39). 

 

Figura 23 – Perfil diário de RNAm do gene Reverbα na glândula pineal analisado pelo 

método Cosinor. 

(A) Perfis diários de expressão de Reverbα na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 10 

dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de 

Reverbα na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor 

e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados 

por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ****p < 0,0001 vs CTL 10 dias. (D) 

Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, 

bicaudal não pareado com p ****p < 0,0001 vs CTL 10 dias. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = 

acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 Demonstrando assim, que não apenas a alça primária do oscilador molecular é afetada 

após a remoção bilateral do gânglio cervical superior, mas também a alça secundária, aqui 



63 

 

representada pela expressão do gene Reverbα, cuja variação rítmica foi completamente abolida 

pela cirurgia, de maneira irreversível já que em 12 semanas também não foi encontrada variação 

rítmica. 

 

5.3 Perfil circadiano de gene dependente do relógio na glândula pineal  

 

 Para analisar se as alterações vistas comprometeriam a saída do oscilador, um gene 

dependente do relógio foi analisado. 

 

5.3.1 Dbp 

 

 Assim como o esperado, viu-se variação ao longo do dia na expressão de Dbp nos grupos 

controles e apenas a cirurgia por um curto prazo foi capaz de abolir essa variação (Figura 24 A 

e B) e reduzir sua expressão (Figura 24 C). Concomitante a isso, a duração do protocolo 

experimental alterou a expressão do gene Dbp, levando ao seu aumento em ambos os grupos 

estudados (Figura 24 C). 
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Figura 24 – Perfil diário de RNAm do gene Dbp (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Dbp na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os fatores ZT e 

interação e p = 0,0004 para o fator cirurgia. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,1083 

para o grupo GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Dbp na 

glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós 

teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores ZT e interação e p = 0,5931 para o fator cirurgia. Para a avaliação 

individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, 

no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,0106 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) 

Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Dbp, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal 

não pareado com **p = 0,0048 vs CTL 10 dias; #p = 0,0210 vs CTL 10 dias e &&&&p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. 

Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca 

= fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
 

Após a análise rítmica pelo método Cosinor, viu-se ritmicidade circadiana em todas as 

curvas testadas, demonstrando que apesar de abolir a ritmicidade a curto prazo, esse quadro foi 

reversível de forma que com 12 semanas de ganglionectomia a ritmicidade circadiana na 

expressão do gene Dbp foi encontrada (Figuras 25A e B). Porém, apesar de ter seu ritmo 

restaurado durante o período experimental, os parâmetros rítmicos permaneceram alterados já 

que houve a redução dos parâmetros mesor e amplitude (Figuras 25C e D), além de haver 

adiantamento da acrofase (Figura 39) devido à ganglionectomia. Independentemente da cirurgia 

em si, a duração do protocolo experimental resultou em modificações nos parâmetros rítmicos 
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observados nos animais controles, como o aumento de mesor e amplitude (Figuras 25C e D) e 

adiantamento da acrofase (Figura 39).  

 

Figura 25 – Perfil diário de RNAm do gene Dbp na glândula pineal analisado pelo método 

Cosinor. 

 
(A) Perfis diários de expressão de Dbp na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Dbp 

na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus 

parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 

10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com @@p = 0,0039 vs CTL 12 semanas; ####p < 

0,0001 vs CTL 10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 dias e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com @@@@ p < 0,0001 vs CTL 12 semanas; #### p < 0,0001 vs 

CTL 10 dias. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca 

= fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

A partir desse resultado viu-se que as alterações no oscilador molecular da glândula 

pineal geradas pela ausência da noradrenalina foram relevantes ao ponto de alterar a regulação 

do gene dependente do relógio, Dbp, e talvez de outros genes dependentes do relógio 

responsáveis pela fisiologia celular da pineal. 
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5.4 Perfil circadiano de genes envolvidos na produção de melatonina pineal  

 

Sabendo-se que a ganglionectomia por 10 e por 12 semanas geraram importantes 

alterações no oscilador molecular da glândula pineal, tornou-se interessante avaliar como se 

encontra a fisiologia da glândula após esse período. Para tanto, avaliou-se através da técnica de 

PCR em tempo real, uma série de genes envolvidos na manutenção da principal função 

fisiológica da glândula pineal, a síntese de melatonina.  

 

5.4.1 Receptores adrenérgicos: Adrα1b e Adrβ na glândula pineal 

  

 A síntese de melatonina na glândula pineal se inicia após a interação da noradrenalina 

com os receptores noradrenérgicos, α1b e β1. Sendo esses, portanto, os primeiros genes a serem 

avaliados.  

Através da avaliação da expressão gênica do receptor adrenérgico α1b (Adrα1b), viu-se a 

variação ao longo das 24 h nos grupos controles e no grupo ganglionectomizado por 12 

semanas, de forma que a curto prazo houve eliminação da variação diária observada (Figuras 

26A e C). Além disso, após 12 semanas da ausência de inervação simpática na glândula pineal, 

notou-se um aumento da expressão de Adrα1b nos animais ganglionectomizados (Figuras 26B 

e C). A duração do protocolo experimental também foi capaz de alterar a expressão desse gene, 

já que se observou o aumento da área sob a curva dos animais controles (Figura 26C).  
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Figura 26 – Perfil diário de RNAm do gene Adrα1b (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Adrα1b na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p=0,0913 para o fator ZT, 

p=0,7218 para o fator cirurgia e p=0,0913 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0101 para o 

grupo CTL e p = 0,2540 para o grupo GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Adrα1b na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi 

fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores ZT e interação e p = 0,0003 para o 

fator cirurgia. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, 

seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,0435 para o grupo GCSx. n = 4 

para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Adrα1b, avaliadas 

através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com @p = 0,0120 vs CTL 12 semanas; ##p = 0,008 vs CTL 10 

dias e &&&&p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da 

análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
 

 Após a análise individual do perfil de expressão das curvas que exibiram variação ao 

longo das 24 h, viu-se que de todas elas apresentaram ritmicidade circadiana e que, portanto, a 

longo prazo a remoção do gânglio cervical superior não foi capaz de abolir o ritmo de expressão 

desse gene (Figuras 27A e B), como o visto a curto prazo. Apesar de não promover a abolição 

do ritmo, a ausência da inervação simpática na glândula pineal levou ao amortecimento desse 

ritmo, observado através da redução do parâmetro amplitude (Figura 27D) e ao aumento da 

expressão gênica desse receptor, visto através do aumento do mesor (Figura 27). 

Adicionalmente, viu-se também o adiantamento da fase após 12 semanas (Figura 39). Além 
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disso, após 12 semanas houve o aumento de expressão do gene Adrα1b nos animais controles 

(Figuras 27C e D), demonstrando um efeito da idade do animal na expressão desse gene em 

ratos. 

 

Figura 27 – Perfil diário de RNAm do gene Adrα1b na glândula pineal analisado pelo 

método Cosinor 

 
(A) Perfis diários de expressão de Adrα1b na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 10 

dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de 

Adrα1b na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e 

seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados 

por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com @@p = 0,0032 vs CTL 12 semanas; ####p 

< 0,0001 vs CTL 10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 dias e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com @@@ p = 0,0001 vs CTL 12 semanas; #### p < 0,0001 vs 

CTL 10 dias. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca 

= fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 A expressão do receptor β1 adrenérgico (Adrβ), o principal envolvido da síntese de 

melatonina, respondeu diferentemente à ganglionectomia de curto ou longo prazo. Após 10 dias 

de intervenção cirúrgica (ou aplicação de anestésico), não foram encontradas variações ao longo 

das 24 h em nenhum dos grupos (Figura 28A), porém após 12 semanas observou-se variação 

apenas no grupo controle (Figura 28B). Nos animais ganglionectomizados a ausência de 
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variação ao longo das 24 h permaneceu, levando a crer que a ausência da inervação simpática 

na glândula pineal por 12 semanas levou à abolição das alterações circadianas (Figura 28B), já 

que a variação encontrada nos animais controles do protocolo de 12 semanas não foi mantida. 

Além da ausência de variação ao longo das 24 h, viu-se que a ablação do gânglio cervical 

superior por 12 semanas também levou à redução da expressão de Adrβ (Figura 28C) quando 

comparado aos animais controles. 

 

Figura 28 – Perfil diário de RNAm do gene Adrβ1 (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Adrβ1 na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p=0,8618 para o fator ZT, 

p<0,0001 para o fator cirurgia e p=0,5547 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,6616 para o 

grupo CTL e p = 0,8814 para o grupo GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Adrβ1 na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi 

fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores cirurgia e interação e p = 0,0290 para 

o fator ZT. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, 

seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,0817 para o grupo GCSx. n = 4 

para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Adrβ1, avaliadas através 

do Teste T de Student, bicaudal não pareado com @p = 0,0113; ##p = 0,0091 vs CTL 10 dias e &&&&p < 0,0001 vs 

GCSx 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo 

Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
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Apenas a curva de expressão dos animais controles no protocolo de 12 semanas foi 

submetida à análise Cosinor, no qual foi constatada a presença de ritmicidade circadiana (Figura 

29) e a determinação dos parâmetros rítmicos: mesor, amplitude e acrofase (Figuras 29 e 39). 

Portanto, a ausência da inervação simpática na glândula pineal levou a alterações na 

expressão gênica dos receptores adrenérgicos, principalmente quando a falta do estímulo 

noradrenérgico permaneceu por 12 semanas. 

 

Figura 29 – Perfil diário de RNAm do gene Adrβ1 na glândula pineal analisado pelo 

método Cosinor 

 

Perfil diário de expressão de Adrβ1 na glândula pineal de animais controles sob o protocolo de 12 semanas, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. Comprimento da seta = amplitude; Ponta 

da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Além dos receptores, para avaliar os efeitos da retirada do gânglio cervical superior na 

síntese de melatonina, se fez necessária a avaliação da expressão gênica das enzimas 

relacionada à síntese desse hormônio.  

 

 

5.4.2 Triptofano hidroxilase (Tph) 

 

 Através da análise da expressão gênica da primeira enzima da via de síntese de 

melatonina, a Tph, viu-se que apenas nos animais controles sob o protocolo experimental de 12 

semanas houve variação da expressão ao longo das 24 h (Figuras 30 A e B). Além disso, a 

ganglionectomia a curto prazo foi capaz de reduzir a expressão desse gene (Figura 30 C), porém 

esse quadro foi revertido após 12 semanas. Viu-se também um efeito do tempo sob a expressão 

de Tph já que a área sob a curva reduziu após 12 semanas nos animais controles (Figura 30 C). 
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Figura 30 – Perfil diário de RNAm do gene Tph (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Tph na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p=0,3878 para o fator ZT, 

p<0,0001 para o fator cirurgia e p=0,3272 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,1853 para o 

grupo CTL e p = 0,9683 para o grupo GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Tph na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi 

fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0007 para o fator cirurgia, p = 0,0243 para o fator ZT e p= 

0,034para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA 

de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0221 para o grupo CTL e p = 0,1520 para o grupo 

GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Tph, 

avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com **p = 0,0083 vs CTL 10 dias; ##p = 0,0063 vs 

CTL 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

  

Apenas a curva de expressão de Tph dos animais controles no protocolo de 12 semanas 

foi submetida à análise Cosinor, no qual foi constatada a presença de ritmicidade circadiana 

(Figura 31). 
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Figura 31 – Perfil diário de RNAm do gene Tph na glândula pineal analisado pelo método 

Cosinor. 

 
Perfil diário de expressão de Tph na glândula pineal de animais controles sob o protocolo de 12 semanas, analisados 

pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = 

acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 Apesar da ritmicidade observada nos animais controles após 12 semanas de protocolo, 

não houve diferenças entre a expressão total do gene Tph durante a noite e durante o dia em 

nenhum dos grupos analisados independentemente do tempo de protocolo. A ganglionectomia 

por 10 dias foi capaz apenas de reduzir a produção diária de Tph (Figura 32). 

 

Figura 32 – Expressão gênica diurna e noturna do Tph na glândula pineal 

 
(A) Expressão diurna e noturna do gene Tph na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados no 

protocolo de 10 dias. ANOVA bi fatorial, seguida de pós-teste Bonferroni com múltiplas comparações, com p < 

0,0001 para o fator cirurgia. ### p < 0,001 vs CTL 10 dias, n = 8. (B) Expressão diurna e noturna do gene Tph na 

glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados no protocolo de 12 semanas. ANOVA bi fatorial, 

seguida de pós-teste Bonferroni com múltiplas comparações, com p > 0,05 para os fatores cirurgia, fase e interação. 

n = 4. 
 

5.4.3 Arilalquilamina-N-acetiltransferase (Aanat) 

 

 Para a expressão gênica da Aanat, a ganglionectomia de curto prazo alterou 

radicalmente essa expressão que, apesar de uma aparente ritmicidade diária mantida, teve sua 

magnitude e amplitude muito reduzida. Essa redução dos níveis de Aanat, permaneceram 
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reduzidos mesmo após as 12 semanas (Figura 33A e B). Além do efeito da cirurgia sob a 

expressão de Aanat, a idade aparentemente também exerceu efeito reduzindo a expressão da 

Aanat como observado através da redução da área sob a curva no grupo controle após 12 

semanas de protocolo (Figura 33C).  

 Para avaliar se tais variações exibiam ritmicidade circadiana, todos os grupos foram 

submetidos à análise do método Cosinor (Figuras 34A e B). 

 

Figura 33 – Perfil diário de RNAm do gene Aanat (grupos controle e ganglionectomizado) 

na glândula pineal. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Aanat na glândula pineal de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores ZT, 

cirurgia e interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma 

via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,0317 para o grupo GCSx. n = 

8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Aanat na glândula pineal de animais 

controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual 

p<0,0001 para os fatores ZT, cirurgia e interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do 

dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 

0,0020 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de 

expressão de Aanat, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com **p = 0,0057 vs CTL 10 

dias; @p = 0,0109 vs CTL 12 semanas e #p = 0,0324 vs CTL 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores 

x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Após ajuste à curva cosseno, viu-se que a variação observada nos animais controles, 

após 10 e 12 semanas de cirurgia, foi considerada circadiana (Figura 34 A e B). Após 10 dias, 

a remoção do gânglio cervical superior, alterou o perfil de expressão da Aanat, que apesar de 
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ainda exibir ritmicidade, teve redução de seu mesor e amplitude (Figuras 34 C e D) e 

adiantamento da acrofase (Figura 39).  A duração do protocolo também levou à redução do 

mesor e amplitude da expressão da Aanat nos animais controles (Figuras 34 C e D), mas não 

teve efeito sobre a acrofase.  

 

Figura 34 – Perfil diário de RNAm do gene Aanat na glândula pineal analisado pelo 

método Cosinor. 

  
(A) Perfis diários de expressão de Aanat na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 10 

dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de 

Aanat na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e 

seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados 

por 10 dias e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ***p = 0,0004 vs GCSx 10 dias; ##p = 

0,0082 vs CTL 10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 dias e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com **p = 0,0026 vs GCSx 10 dias; # p = 0,0440 vs CTL 10 

dias. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase 

de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Após a ganglionectomia, a variação entre a expressão de Aanat durante o dia e a noite 

não foi mais encontrada, levando à valores semelhantes durante a noite e o dia devido à redução 

dos valores noturnos e uma tendência ao aumento dos valores diurnos (Figura 35). 
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Figura 35 –Expressão gênica diurna e noturna a Aanat na glândula pineal 

Expressão diurna e noturna do gene Aanat na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados no 

protocolo de 10 dias. ANOVA bi fatorial, seguida de pós-teste Bonferroni com múltiplas comparações, com p < 

0,0001 para os fatores interação, cirurgia e fase. **** p < 0,0001 vs CTL dia; &&&& p < 0,0001 vs CTL noite, n = 

8. (B) Expressão diurna e noturna do gene Aanat na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados 

no protocolo de 12 semanas. ANOVA bi fatorial, seguida de pós-teste Bonferroni com múltiplas comparações, 

com p < 0,0001 para os fatores interação, cirurgia e fase, **** p < 0,0001 vs CTL dia; &&&& p < 0,0001 vs CTL 

noite, n = 4. 

 

5.4.4 Acetil-serotonina O-metltransferase / Hidroxindol-O-metil-tranferase (Asmt/Hiomt) 

 

 Por fim, a análise da última enzima da via de síntese da melatonina, a Asmt (Hiomt), 

mostrou variação da expressão gênica ao longo das 24 h apenas no grupo controle submetido 

ao protocolo de 12 semanas (Figura 36 A e B). A ausência da noradrenalina na glândula pineal 

fez com que a expressão de Asmt (Hiomt) no grupo ganglionectomizado fosse menor quando 

comparado ao grupo controle (Figura 36 C), tanto no protocolo de 10 dias, quanto no de 12 

semanas. A duração do protocolo também é um fator que influencia a expressão gênica da Asmt 

(Hiomt) já que houve redução da área sob a curva em ambos os grupos após 12 semanas (Figura 

36 C). 
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Figura 36 – Perfil diário de RNAm do gene Asmt (Hiomt) (grupos controle e 

ganglionectomizado) na glândula pineal. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Asmt (Hiomt) na glândula pineal de animais controles e após 10 dias 

de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0108 para o fator ZT, p 

< 0,0001 para o fator cirurgia e p = 0,3695 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0639 para o 

grupo CTL e p = 0,4458 para o grupo GCSx. n = 8 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Asmt (Hiomt) na glândula pineal de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. 

ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p<0,0001 para os fatores ZT e cirurgia e p = 0,2878 

para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma 

via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0008 para o grupo CTL e p = 0,2488 para o grupo GCSx. n = 

4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Asmt (Hiomt), 

avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com ***p = 0,0002 vs CTL 10 dias; @@@p = 0,0004 

vs CTL 12 semanas e ###p = 0,0008 vs CTL 10 dias; &&&&p < 0,0001. Dados plotados como média ± EPM. Valores 

x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Apenas a curva de expressão gênica de Asmt (Hiomt) dos animais controles no protocolo 

de 12 semanas foi submetida à análise Cosinor, no qual foi constatada a presença de ritmicidade 

circadiana (Figura 37). 
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Figura 37 – Perfil diário de RNAm do gene Hiomt/Asmt na glândula pineal analisado pelo 

método Cosinor.  

 
Perfil diário de expressão de Asmt (Hiomt) na glândula pineal de animais controles sob o protocolo de 12 semanas, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. Comprimento da seta = amplitude; Ponta 

da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

A ablação bilateral do gânglio cervical aboliu a variação entre a produção diurna e 

noturna da Asmt (Hiomt), tanto por 10 dias, quanto por 12 semanas (Figura 38), principalmente 

pela redução dos valores noturnos. 

 

Figura 38 – Expressão gênica diurna e noturna da Asmt (Hiomt) na glândula pineal 

Expressão diurna e noturna do gene Asmt (Hiomt) na glândula pineal de animais controles e ganglionectomizados 

no protocolo de 10 dias. ANOVA bi fatorial, seguida de pós-teste Bonferroni com múltiplas comparações, com p 

< 0,05 para os fatores interação, cirurgia e fase. ** p < 0,01 vs CTL dia; #### p < 0,0001 vs CTL dia; &&&& p < 

0,0001 vs CTL noite, n = 8. (B) Expressão diurna e noturna do gene Asmt (Hiomt) na glândula pineal de animais 

controles e ganglionectomizados no protocolo de 12 semanas. ANOVA bi fatorial, seguida de pós-teste Bonferroni 

com múltiplas comparações, com p < 0,05 para os fatores interação, cirurgia e fase, **** p < 0,0001 vs CTL dia; 
&&&& p < 0,0001 vs CTL noite, n = 4. 

 

 Portanto, além de alterar a expressão gênica dos receptores adrenérgicos, a ausência da 

inervação simpática na glândula pineal também resultou em alterações rítmicas e/ou nos níveis 

de expressão de todos os genes que codificam as enzimas envolvidas na via de síntese da 

melatonina, alterando assim, o seu perfil de secreção, principalmente a longo prazo.  
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5.5 Mapa de acrofases 

 

 A Figura 39 mostra o mapa das acrofases dos genes que exibiram variação circadiana 

rítmica após análise pelo Cosinor. Os que não apresentaram variação ao longo das 24 h não 

puderam ter suas acrofases determinadas, como o Clock. 

A curto prazo, a ablação do gânglio cervical superior e consequente ausência de 

estimulação noradrenérgica na glândula pineal, alterou drasticamente a expressão de alguns 

genes a ponto de abolir seus ritmos, como o visto na análise do Adrα1b, Cry1, Cry2, Rev-erbα e 

Dbp. Após as 12 semanas, Adrα1b e Dbp voltaram a apresentar ritmicidade em sua expressão 

gênica, apesar de ainda apresentarem alterações em seus parâmetros rítmicos.  

Dentre os genes relógio que mantiveram a sua oscilação rítmica mesmo após a cirurgia, 

a ganglionectomia de curto prazo foi capaz de adiantar a acrofase de Bmal1, Per1 e Per2. 

Mesmo após 12 semanas, os genes Per1 e Per2 mantiveram esse padrão. Apesar de alterar a 

acrofase de alguns genes, a remoção do gânglio cervical não alterou, de maneira geral, a relação 

de fase existente entre os genes da alça primária do oscilador da glândula pineal, já que o pico 

de expressão de Bmal1 continua em oposição de fase aos picos dos genes Per1 e Per2. 

Para a Aanat, a alteração da expressão rítmica já pode ser vista a curto prazo, onde o 

nivel médio de expressão nas 24h e a amplitude rítmica foram radicalmente reduzidos, além de 

adiantar a acrofase em aproximadamente 9 horas, mostrando uma tendência à oposição de fase 

quando comparada ao grupo controle. A abolição do ritmo nos animais ganglionectomizados 

demorou mais para acontecer, aparecendo após 12 semanas de ausência da inervação simpática 

na glândula pineal. 

De maneira geral, a ganglionectomia promoveu o adiantamento da acrofase da maioria 

dos genes que mantiveram a ritmicidade, seja no protocolo de 10 ou no de 12 semanas. 

Em conjunto, todos esses dados demonstram que a influência da ausência da 

noradrenalina na glândula pineal foi tanta, que mesmo os genes cuja ritmicidade não foi abolida, 

tiveram seus perfis rítmicos de expressão alterados, através de modificações no mesor, 

amplitude e/ou acrofase.  
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Figura 39 – Mapa de acrofases dos genes analisados nos grupos controle e 

ganglionectomizados na glândula pineal 

 

Mapa de acrofase dos genes analisados na glândula pineal de animais controles (CTL) e ganglionectomizados 

(GCSx) sob os protocolos de 10 e 12 semanas. Teste T de Student, bicaudal não pareado com *p < 0,05 para GCSx 

10 dias vs CTL 10 dias; @ p < 0,05 para GCSx 12 semanas vs CTL 12 semanas;  # p < 0,05 para CTL 12 semanas 

vs CTL 10 dias; & p < 0,05 para GCSx 12 semanas vs GCSx 10 dias. Linha tracejada = ausência de ritmo em ambos 

os grupos (controle e ganglionectomizados). Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 

Em resumo, a remoção do gânglio cervical superior em ratos é capaz de alterar o 

oscilador molecular existente na glândula pineal, não apenas abolindo o ritmo de alguns genes, 

mas também reduzindo a expressão da maioria dos componentes do oscilador intracelular e 

alterando suas acrofases (Figura 40). Além de interferir com o oscilador molecular, também 

podemos notar um importante efeito na fisiologia da glândula pineal, com redução de 

parâmetros fundamentais na síntese de melatonina como a redução da expressão gênica dos 

receptores noradrenérgicos e redução da expressão gênica das enzimas responsáveis pela 

síntese desse hormônio, principalmente com relação à enzima passo limitante, Aanat que foi a 

que mais sofreu com a intervenção cirúrgica, a curto e longo prazo. 
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Figura 40 – Resumo esquemático das alterações vistas na expressão do oscilador 

molecular da glândula pineal após a ganglionectomia. 

 

(A) Alterações no oscilador molecular da glândula pineal após 10 dias de ganglionectomia. (B) Alterações no 

oscilador molecular da glândula pineal após 12 semanas de ganglionectomia.  

 

5.6 Perfil circadiano dos genes da alça primária do oscilador no fígado: efeitos da 

ganglionectomia e da pinealectomia 

 

 Até então viu-se que a ausência de inervação simpática devido à remoção bilateral do 

gânglio cervical superior, a longo e curto prazo, foi capaz de alterar o mecanismo circadiano de 

da glândula pineal. E, que não apenas o oscilador molecular deste órgão estava comprometido, 

como também a sua função, o que reflete em uma produção de melatonina alterada. 

 Sabendo-se que a melatonina é um importante marcador temporal interno, surgiu a 

dúvida se tal alteração hormonal durante esses períodos seria capaz de promover alterações em 

um oscilador periférico localizado fora do sistema nervoso central. Para isso, resolvemos 

analisar o oscilador molecular existente no fígado após 10 dias e 12 semanas de ablação do 

gânglio cervical superior e consequente modificação da síntese de melatonina, além de 

averiguar se há alguma diferença entre os resultados obtidos através da utilização de diferentes 

métodos de alteração do conteúdo de melatonina: a pinealectomia e a ganglionectomia. 
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5.6.1 Alça primária do oscilador – elementos positivos: Bmal1 e Clock no fígado 

 

 No fígado, a expressão do elemento positivo Bmal1 apresentou variação em todos os 

grupos analisados. Independentemente do método cirúrgico empregado, a expressão de Bmal1 

não foi afetada (Figuras 41A e B), demonstrando ser bastante robusta.  

Em contrapartida, a duração do protocolo experimental e envelhecimento do animal, 

levou à redução da expressão de Bmal1 visto através da diminuição da área sob a curva obtida 

dos animais controles (Figura 41C) entre os protocolos de 10 e 12 semanas. Tal efeito de 

redução também apareceu nos animais que foram submetidos às cirurgias. 
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Figura 41 – Perfil diário de RNAm do gene Bmal1 (grupos controle, ganglionectomizado 

e pinealectomizado) no fígado. 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Bmal1 no fígado de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 

0,7303 para o fator cirurgia e p = 0,9966 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos 

CTL e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Bmal1 no fígado de 

animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia e pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós 

teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,0156 para o fator cirurgia e p = 0,1038 para o fator 

interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida 

por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL, PINX e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada 

ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Bmal1, avaliadas através do Teste T de Student, 

bicaudal não pareado com ##p = 0,0032 vs CTL 10 dias; &&p = 0,0011 vs GCSx 10 dias. Dados plotados como 

média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; 

Barra preta = fase de escuro. 

 

 

Todas as curvas foram submetidas à análise Cosinor, na qual foi observado que as 

variações encontradas se ajustaram à uma curva cosseno, demonstrando a presença de 

ritmicidade circadiana (Figura 42 A e B). Nem a ganglionectomia, nem a pinealectomia 

alteraram mesor e acrofase (Figuras 42 C e 57), porém, viu-se um aumento na amplitude da 

expressão de Bmal1 no grupo pinealectomizados por 12 semanas (Figura 42 D). A duração do 

protocolo também levou à redução de mesor e amplitude em todos os grupos, além de promover 

um avanço de fase nos animais ganglionectomizados por um longo prazo, quando comparados 

aos de curto prazo (Figura 56). 
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Figura 42 – Perfil diário de RNAm do gene Bmal1 no fígado analisado pelo método 

Cosinor. 

(A) Perfis diários de expressão de Bmal1 no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Bmal1 

no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: 

mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ###p = 0,0002 vs CTL 10 dias; &&& p = 0,0002 vs GCSx 

10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de 

Student, bicaudal não pareado com @ p < 0,05 vs CTL 12 semanas; ## p = 0,0029 vs CTL 10 dias; && p = 0,028. 

Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de 

claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 Assim como o visto na expressão do gene Bmal1, todos os grupos apresentaram variação 

ao longo das 24 h na expressão gênica de Clock. A realização das cirurgias não levou à 

eliminação dessas variações e nem alteração do seu nível de expressão (Figuras 43 A, B e C). 

Em compensação a duração do protocolo experimental levou à redução da expressão do gene 

tanto em animais controles, como em animais ganglionectomizados (Figura 43 C).  
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Figura 43 – Perfil diário de RNAm do gene Clock (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no fígado. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Clock no fígado de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 

0,0132 para o fator cirurgia e p = 0,3676 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0061para o grupo 

CTL e p = 0,0006 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão 

de Clock no fígado de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia e pinealectomia. ANOVA bi 

fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,0423 para o fator cirurgia e p 

= 0,7435 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se 

ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL e PINX e p = 

0,0001 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de 

expressão de Clock, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com #p = 0,0377 vs CTL 10 

dias; &p = 0,0115 vs GCSx 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise 

estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 Após a análise Cosinor, confirmou-se a ritmicidade circadiana em todos os grupos e que 

as cirurgias não aboliram a ritmicidade de Clock (Figuras 44 A e B). Porém, apesar de haver a 

manutenção do ritmo, a ganglionectomia por 10 dias levou ao aumento do mesor, enquanto que 

após 12 semanas apenas a pinealectomia gerou o mesmo efeito (Figura 44 C). As intervenções 

cirúrgicas não exerceram efeito sobre a amplitude (Figura 44 D) e nem sobre a acrofase (Figura 

57). Diferentemente, 12 semanas de protocolo experimental levou à redução dos parâmetros 

rítmicos mesor e amplitude observados nos grupos controle e ganglionectomizados (Figuras 44 

C e D). 
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Figura 44 – Perfil diário de RNAm do gene Clock no fígado analisado pelo método 

Cosinor. 

 
(A) Perfis diários de expressão de Clock no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Clock 

no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: 

mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ####p < 0,0001 vs CTL 10 dias; &&& p = 0,0001 vs GCSx 

10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de 

Student, bicaudal não pareado com # p = 0,0389 vs CTL 10 dias; & p = 0,0147. Comprimento da seta = amplitude; 

Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Sendo assim, a redução ou ausência de melatonina, não levou à grandes alterações no 

perfil de expressão rítmico dos elementos positivos da alça primária do oscilador molecular no 

fígado, com exceção do mesor do gene Clock nos animais ganglionectomizados por 10 dias e 

da amplitude do gene Clock nos animais pinealectomizados. 

 

5.6.2 Alça primária – elementos negativos: Cry1, Cry2, Per1 e Per2 no fígado 

 

 Ao se analisar os elementos negativos da alça primária do oscilador molecular do fígado, 

viu-se que a expressão de Cry1 apresentou variação ao longo das 24 h em todos os grupos 

analisados e que a ganglionectomia e pinealectomia não foram alteraram o perfil e nem o nível 
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de expressão desse gene (Figuras 45 A, B e C). Também não houve efeito da duração do 

protocolo para a expressão do gene em questão.  

 

Figura 45 – Perfil diário de RNAm do gene Cry1 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no fígado. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry1 no fígado de animais controles e após 10 dias de ganglionectomia. 

ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,0376 para o fator 

cirurgia e p = 0,5420 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001para o grupo CTL e p = 0,0001 

para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry1 no fígado 

de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, 

no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,3110 para o fator cirurgia e p = 0,9467 para o fator interação. Para a 

avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste 

Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL, PINX e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas 

sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Cry1, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não 

pareado com p > 0,05 para todos os grupos. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da 

análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Uma vez que todas as curvas apresentaram variação ao longo das 24 h, as mesmas foram 

submetidas à análise pelo Cosinor e puderam ser ajustadas a uma curva cosseno, confirmando 

a presença de variação circadiana rítmica da expressão do gene Cry1 em todos os grupos (Figura 

46 A e B).  As intervenções cirúrgicas não alteraram o perfil rítmico de expressão do gene Cry1, 

já que o mesor, amplitude e acrofase permaneceram semelhantes em todos os grupos (Figuras 

46 C, D e 56). A duração do protocolo experimental, foi capaz de reduzir o mesor encontrado 

entre os grupos ganglionectomizados por 10 e 12 semanas (Figura 46 C). 
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Figura 46 – Perfil diário de RNAm do gene Cry1 no fígado analisado pelo método Cosinor. 

(A) Perfis diários de expressão de Cry1 no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Cry1 

no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: 

mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com & p = 0,0136 vs GCSx 10 dias. (D) Parâmetro amplitude 

nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com 

p > 0,05 em todos os grupos. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = 

mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

A expressão do gene Cry2 no fígado também foi avaliada, e sob o protocolo de 10 dias, 

apesar da tendência, não houve variação ao longo das 24 h, enquanto que sob o protocolo de 12 

semanas foram encontradas variações em todos os grupos analisados. Como o visto para a 

expressão gênica de Cry1, nem a ganglionectomia e nem a pinealectomia resultaram em 

alterações no perfil de expressão de Cry2 (Figuras 47 A, B e C). A única alteração observada 

foi a redução da expressão desse gene tanto nos animais controles, quando nos 

ganglionectomizados, após 12 semanas do protocolo experimental. 
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Figura 47 – Perfil diário de RNAm do gene Cry2 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no fígado. 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry2 no fígado de animais controles e após 10 dias de ganglionectomia. 

ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,2028 para o fator ZT, p = 0,0638 para o fator 

cirurgia e p = 0,4359 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0770 para o grupo CTL e p = 0,8203 

para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry2 no fígado 

de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, 

no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,1457 para o fator cirurgia e p = 0,5778 para o fator interação. Para a 

avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste 

Bonferroni, no qual p = 0,0012 para o grupo CTL, p < 0,0001 para o grupo PINX e p = 0,0021 para o grupo GCSx. 

n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Cry2, avaliadas 

através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com ## p = 0,0115 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001 vs GCSx 

10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. 

Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 

  As expressões que apresentaram variações ao longo das 24 h (apenas àquelas sob o 

protocolo de 12 semanas) foram submetidas à análise rítmica pelo método Cosinor, e as 

expressões dos grupos controle e ganglionectomizado por 12 semanas foram consideradas 

rítmicas (Figura 48). 

 Portanto, diferentemente do visto para a glândula pineal, a ganglionectomia não 

promoveu alterações na expressão do gene Cry2. 
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Figura 48 – Perfil diário de RNAm do gene Cry2 no fígado analisado pelo método Cosinor. 

 

Perfil diário de expressão de Cry2 no fígado de animais controles ganglionectomizados sob o protocolo de 12 

semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. Comprimento da seta = 

amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de 

escuro. 

 

Através da avaliação da expressão gênica de Per1 no fígado, viu-se que todos os grupos 

analisados exibiram variação ao longo das 24 h (Figuras 49 A e B). Além disso, a pinealectomia 

e ganglionectomia não resultaram em alterações da expressão de Per1, independentemente do 

tempo do protocolo experimental adotado. Entretanto, a duração deste protocolo levou à 

redução da expressão de Per1 como visto pela redução da área sob a curva da expressão desse 

gene nos animais controles e ganglionectomizados (Figura 49 C).  
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Figura 49 – Perfil diário de RNAm do gene Per1 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no fígado. 

 
 A) Perfis diários do ritmo de expressão de Per1 no fígado de animais controles e após 10 dias de ganglionectomia. 

ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,6212 para o fator 

cirurgia e p = 0,7500 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL e GCSx. n 

= 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Per1 no fígado de animais controles 

e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 

para o fator ZT, p = 0,1233 para o fator cirurgia e p = 0,9151 para o fator interação. Para a avaliação individual da 

presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 

0,0001 para os grupos CTL, PINX e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis 

circadianos de expressão de Per1, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com # p = 0,0116 

vs CTL 10 dias; & p = 0,0302 vs GCSx 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização 

da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Após serem analisadas individualmente, as curvas que apresentaram variação ao longo 

das 24 h foram submetidas à análise do Cosinor. Após essa avaliação, viu-se que em todos os 

grupos a expressão de Per1 apresentou ritmicidade circadiana (Figuras 50 A e B) e a realização 

das cirurgias não resultou em alterações para a expressão rítmica de Per1, já que nenhum dos 

parâmetros rítmicos foi afetado (Figura 50 C, D e 57).  A duração do protocolo experimental 

levou ao aumento do mesor de Per1 nos animais controles e ganglionectomizados, enquanto 

que a amplitude e acrofase dos ganglionectomizados foram diferentes dos animais operados por 

10 dias (Figura 41C, D e 57). 
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Figura 50 – Perfil diário de RNAm do gene Per1 no fígado analisado pelo método Corinor. 

 
(A) Perfis diários de expressão de Per1 no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Per1 

no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: 

mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ## p = 0,0070 vs CTL 10 dias e &&& p = 0,0001 vs GCSx 

10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de 

Student, bicaudal não pareado com && p = 0,0032 vs GCSx 10 dias. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da 

seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Prosseguindo na análise dos elementos negativos da alça primária do oscilador 

molecular do fígado, viu-se que a expressão de Per2 apresentou variação ao longo do dia em 

todos os grupos estudados (Figuras 51 A e B). As intervenções cirúrgicas não promoveram 

alterações no perfil e nível de expressão de Per2 (Figura 51 C). Diferentemente, após 12 

semanas a expressão de Per2 reduziu nos grupos controle e ganglionectomizado demonstrando 

um efeito da duração do protocolo (Figura 51 C), mas não das cirurgias.  
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Figura 51 – Perfil diário de RNAm do gene Per2 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no fígado. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Per2 no fígado de animais controles e após 10 dias de ganglionectomia. 

ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,6319 para o fator 

cirurgia e p = 0,6248 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0033 para o grupo CTL e p = 0,0254 

para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Per2 no fígado 

de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, 

no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,1233 para o fator cirurgia e p = 0,4669 para o fator interação. Para a 

avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste 

Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL e PINX e p = 0,0006 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 

grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Per2, avaliadas através do Teste 

T de Student, bicaudal não pareado com ### p = 0,0008 vs CTL 10 dias; &&& p = 0,0002 vs GCSx 10 dias. Dados 

plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = 

fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

De acordo com a análise do Cosinor, todas as curvas que apresentaram variação ao longo 

das 24 h se ajustaram à curva cosseno e os parâmetros rítmicos puderam ser definidos (Figura 

52 A e B). Os parâmetros mesor, amplitude e acrofase não foram alterados após a realização 

das cirurgias (Figuras 52 C, D e 57). Em contraponto, a duração do protocolo resultou em 

redução no mesor e amplitude dos grupos controle e ganglionectomizado, e promoveu um 

adiantamento de fase. 
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Figura 52 – Perfil diário de RNAm do gene Per2 no fígado analisado pelo método Cosinor. 

(A) Perfis diários de expressão de Per2 no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Per2 

no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: 

mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ### p = 0,0002 vs CTL 10 dias e &&&& p < 0,0001 vs GCSx 

10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de 

Student, bicaudal não pareado com # p = 0,0105 vs CTL 10 dias; & p = 0,0138 vs GCSx 10 dias. Comprimento da 

seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = 

fase de escuro. 

  

 Mais uma vez, contrariando o visto na glândula pineal, os elementos negativos da alça 

primária do oscilador molecular do fígado não responderam muito às alterações causadas após 

10 ou 12 semanas de cirurgia.  

 Sendo assim, de uma maneira geral, a alça primária do oscilador molecular do fígado 

de ratos não sofre importantes alterações mediante ganglionectomia ou pinealectomia. 
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5.7 Perfil circadiano do gene da alça secundária do oscilador no fígado: efeitos da 

ganglionectomia e da pinealectomia 

 

 Com relação à alça secundária do oscilador, o gene analisado por PCR em tempo real 

foi o Rev-erbα.  

 

5.7.1 Rev-erbα no fígado 

 

 A expressão de Reverbα no fígado apresentou variação ao longo do dia em todos os 

grupos analisados. E assim como o visto em outros genes nesse tecido, sua expressão também 

parece não ser alterada pela ganglionectomia ou pinealectomia (Figuras 53 A e B).  A duração 

do protocolo promoveu um aumento na expressão desse gene (Figura 53 C), visto através do 

aumento da área sob a curva de expressão de Reverbα nos animais controles. 

 

Figura 53 – Perfil diário de RNAm do gene Reverbα (grupos controle, ganglionectomizado 

e pinealectomizado) no fígado. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Reverbα no fígado de animais controles e após 10 dias de 

ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 

0,8896 para o fator cirurgia e p = 0,9901 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos 

CTL e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Reverbα no fígado 

de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, 

no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,7792 para o fator cirurgia e p = 0,1251 para o fator interação. Para a 
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avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste 

Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL, PINX e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas 

sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Reverbα, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não 

pareado com # p = 0,0177 vs CTL 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da 

análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

As curvas que exibiram variação ao longo das 24 h foram submetidas ao Cosinor e ao 

serem ajustadas à uma curva cosseno, indicaram a existência de ritmicidade circadiana para a 

expressão de Reverbα em todos os grupos, independentemente das intervenções cirúrgicas 

(Figuras 54 A e B). Os parâmetros rítmicos, mesor, amplitude e acrofase também não foram 

alterados pela ganglionectomia e nem pela pinealectomia (Figuras 54 C e D). A duração do 

protocolo levou ao aumento do mesor e amplitude nos animais controles, enquanto que nos 

animais ganglionectomizados o mesor aumentou e houve um adiantamento de fase (Figura 57).  

 

Figura 54 – Perfil diário de RNAm do gene Rev-erbα analisado pelo método Cosinor no 

fígado 

(A) Perfis diários de expressão de Reverbα no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Reverbα 

no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: 

mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ## p = 0,0063 vs CTL 10 dias e & p = 0,0147 vs GCSx 10 

dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de 
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Student, bicaudal não pareado com # p = 0,0159 vs CTL 10 dias. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta 

= acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

5.8 Perfil circadiano de gene dependente do relógio no fígado: efeitos da 

ganglionectomia e da pinealectomia 

 

 Para analisar se a influência da ganglionectomia e pinealectomia durante os períodos de 

experimentação afetaria a saída do oscilador, avaliou-se a expressão do gene Dbp. 

 

5.8.1 Dbp no fígado 

 

 Assim como o esperado, viu-se variação ao longo do dia na expressão de Dbp em todos 

os grupos, de forma que as cirurgias não aboliram tal variação e nem alteraram o perfil de 

expressão desse gene (Figura 55 A e B). Inclusive a área sob a curva não foi alterada pelos 

tratamentos cirúrgicos (Figura 55 C). Entretanto, a duração do protocolo experimental (12 

semanas) levou ao aumento da expressão de Dbp tanto nos animais controles, quanto nos 

animais ganglionectomizados.  

 Após a análise rítmica pelo Cosinor, observou-se a ritmicidade circadiana em todos os 

grupos observados (Figura 56 A e B). A ganglionectomia e pinealectomia, não alteraram o 

perfil rítmico de expressão do Dbp e nem seus parâmetros rítmicos como mesor, amplitude e 

acrofase (Figuras 56 C, D e 57). Mais uma vez a duração do protocolo levou ao aumento da 

expressão de Dbp, tanto nos animais controles, quanto nos animais ganglionectomizados, visto 

através do aumento de mesor e amplitude, além de promover um adiantamento de fase para os 

animais controles, e um atraso para os ganglionectomizados (Figura 56). 
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Figura 55 – Perfil diário de RNAm do gene Dbp (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no fígado. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Dbp no fígado de animais controles e após 10 dias de ganglionectomia. 

ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,5756 para o fator 

cirurgia e p = 0,1632 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para os grupos CTL e GCSx. n 

= 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Dbp no fígado de animais controles 

e após 12 semanas de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 

para o fator ZT, p = 0,7150 para o fator cirurgia e p = 0,2477 para o fator interação. Para a avaliação individual da 

presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 

0,0001 para os grupos CTL, PINX e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis 

circadianos de expressão de Dbp, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com # p = 0,0188 

vs CTL 10 dias; &&& p = 0,0007 vs GCSx 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para 

realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
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Figura 56 – Perfil diário de RNAm do gene Dbp analisado pelo método Cosinor no fígado. 

(A) Perfis diários de expressão de Dbp no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 10 dias, 

analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de Dbp 

no fígado de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: 

mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 

semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com #### p < 0,0001 vs CTL 10 dias e &&&& p < 0,0001 vs GCSx 

10 dias. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de 

Student, bicaudal não pareado com #### p < 0,0001 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. Comprimento 

da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta 

= fase de escuro. 

 

Apesar das pequenas modificações observadas em alguns dos genes relógio no fígado 

(um parâmetro em Bmal1 e um parâmetro em Clock), as alterações observadas não foram 

suficientes para alterar a expressão de Dbp, o gene de saída do oscilador. 

Mediante esses resultados, fica evidenciado que a remoção do gânglio cervical superior 

ou a retirada da glândula pineal, não resultou em severas modificações no oscilador molecular 

do fígado.  
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5.9 Mapa de acrofases no fígado: efeitos da ganglionectomia e da pinealectomia 

 

 A Figura 57 mostra o mapa das acrofases dos genes analisados no fígado após ajuste 

pelo método Cosinor. Com exceção de Cry2 no protocolo de 10 dias, todos os genes 

apresentaram ritmicidade circadiana no grupo controle. A possível alteração da sinalização 

melatoninérgica, após remoção da inervação simpática da glândula pineal, não foi capaz de 

abolir a ritmicidade da expressão de nenhum gene relógio no fígado e nem de alterar suas 

acrofases.   

A ausência de melatonina pineal também não foi capaz de promover grandes alterações 

no oscilador hepático, sendo a única exceção a abolição de ritmo de Cry2 na pinealectomia por 

12 semanas. Portanto, com exceção da expressão de Cry2 a ritmicidade e as acrofases dos outros 

genes foram mantidos. 

A ausência da melatonina em si não afetou a acrofase dos genes estudados, porém a 

idade do animal promoveu alterações nas acrofases dos animais ganglionectomizados, levando 

a um adiantamento de fase nos elementos negativos da alça primária do oscilador, no Reverbα 

e no Dbp. 

Sendo assim, como mostra o quadro da Figura 58, o oscilador molecular do fígado 

parece ser bastante robusto mediante as alterações promovidas pelas intervenções cirúrgicas, já 

que comparada ao oscilador da glândula pineal, praticamente não sofreu alterações. 
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Figura 57 – Análise do momento do ponto de máxima (acrofase) dos genes analisados nos 

grupos controle e ganglionectomizados no fígado.   

 

Mapa de acrofase dos genes analisados no fígado de animais controles (CTL), ganglionectomizados (GCSx) e 

pinealectomizados (PINX) sob os protocolos de 10 e 12 semanas. Teste T de Student, bicaudal não pareado com 

*p < 0,05 para GCSx 10 dias vs CTL 10 dias; @ p < 0,05 para GCSx 12 semanas ou PINX 12 semanas (de acordo 

com a coloração) vs CTL 12 semanas; # p < 0,05 para CTL 12 semanas vs CTL 10 dias; & p < 0,05 para GCSx 

12 semanas vs GCSx 10 dias; % p < 0,05 para GCSx 12 semanas vs PINX 12 semanas. Barra branca = fase de 

claro; Barra preta = fase de escuro. 
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Figura 58 – Resumo esquemático das alterações vistas na expressão do oscilador 

molecular do fígado após a ganglionectomia e pinealectomia. 

 

(A) Alterações no oscilador molecular do fígado após 10 dias de ganglionectomia. (B) 

Alterações no oscilador molecular do fígado após 12 semanas de ganglionectomia. (C) 

Alterações no oscilador molecular do fígado após 12 semanas de pinealectomia. 

 

5.10 Perfil circadiano dos genes da alça primária do oscilador no núcleo 

supraquiasmático: efeitos da ganglionectomia e da pinealectomia 

 

A fim de se avaliar no oscilador central os efeitos da ganglionectomia e pinealectomia, 

verificou-se a expressão dos genes relógio no núcleo supraquiasmático.  

 

5.10.1 Alça primária do oscilador – elementos positivos: Bmal1 e Clock no núcleo 

supraquiasmático 

 

 Como já observado nos outros tecidos, a expressão gênica de Bmal1 no núcleo 

supraquiasmático de animais controles variou ao longo do dia, e não houve alterações após 10 

e 12 semanas após realização das cirurgias (Figura 59 A e B). 
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Figura 59 – Perfil diário de RNAm do gene Bmal1 (grupos controle, ganglionectomizado 

e pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Bmal1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 dias 

de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p 

= 0,0008 para o fator cirurgia e p = 0,6000 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0006 para o 

grupo CTL e p = 0,0042 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Bmal1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou 

pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 

0,2822 para o fator cirurgia e p = 0,3445 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0053 para o grupo 

CTL; p = 0,0275 para o grupo PINX e p = 0,0017 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) 

Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Bma1, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal 

não pareado com p > 0,05 em todos os grupos. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização 

da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Após a análise pelo Cosinor, viu-se que a variação da expressão de Bmal1 foi rítmica 

nos animais controles e que o ritmo não foi abolido após as cirurgias (Figuras 60 A e B). Após 

10 dias, a remoção do gânglio cervical superior promoveu um aumento no mesor e amplitude 

(Figura 60 C e D) e um adiantamento da acrofase (Figura 74). Após 12 semanas esse efeito 

sobre o mesor e a amplitude foram perdidos e a acrofase passou a demonstrar um atraso de fase. 

A remoção da glândula pineal, não foi capaz de alterar mesor e acrofase, mas promoveu uma 

redução na amplitude de expressão do Bmal1 (Figura 60 D).  
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Figura 60 – Perfil diário de RNAm do gene Bmal1 analisado pelo método Cosinor no 

núcleo supraquiasmático. 

 
 (A) Perfis diários de expressão de Bmal1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e ganglionectomizados 

por 10 dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão 

de Bmal1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e ganglionectomizados por 12 semanas, analisados 

pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e 

ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com **** p < 0,0001 vs CTL 

10 dias; ### p = 0,0001 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e 

ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ** p = 0,034; ### p = 

0,0011 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001 vs GCSx 10 dias. ANOVA de uma via com pós teste Bonferroni, com 
@@

 p < 0,001 vs CTL 12 semanas; %% p < 0,001 vs PINX 12 semanas.  Comprimento da seta = amplitude; Ponta 

da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.  

 

De acordo com a avaliação da expressão do outro elemento positivo, o Clock, houve 

variação ao longo das 24 h apenas no grupo controle após 12 semanas de protocolo (Figuras 61 

A e B).  Em contrapartida, viu-se o efeito do tempo promovendo o aumento a expressão de 

Clock (Figura 61 C). 

Ao ser submetida à análise do Cosinor, a variação circadiana observada na expressão de 

Clock dos animais controles sob o protocolo experimental de 12 semanas não foi rítmica, 

demonstrando que não houve oscilação rítmica da expressão de Clock em nenhum dos grupos 

estudados.  
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Figura 61 – Perfil diário de RNAm do gene Clock (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

 
(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Clock no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 dias 

de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,5623 para o fator ZT, p 

= 0,2888 para o fator cirurgia e p = 0,6834 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,5271 para o 

grupo CTL e p = 0,6767 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Clock no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou 

pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,2077 para o fator ZT, p = 

0,0056 para o fator cirurgia e p = 0,0077 para o fator interação para o fator interação. Para a avaliação individual 

da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p 

= 0,0077 para o grupo CTL; p = 0,5171 para o grupo PINX e p = 0,3837 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 

grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Clock, avaliadas através do Teste 

T de Student, bicaudal não pareado com #### p < 0,0001 vs CTL 12 semanas; && p = 0,0058 vs GCSx 12 semanas. 

Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca 

= fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Portanto, a remoção do gânglio cervical superior ou da pineal foi capaz de alterar apenas 

a expressão de um elemento positivo da alça primária, o Bma11, com maior efeito na 

ganglionectomia após 10 dias. 

 

 

 

 

 



105 

 

5.10.2 Alça primária – elementos negativos: Cry1, Cry2, Per1 e Per2 no núcleo 

supraquiasmático 
 

Para a avaliação do efeito das cirurgias sobre os elementos negativos da alça primária 

do oscilador molecular do núcleo supraquiasmático, foram avaliadas as expressões dos genes 

Cry1, Cry2, Per1 e Per2.  

 

Figura 62 – Perfil diário de RNAm do gene Cry1 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 dias 

de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0033 para o fator ZT e p 

> 0,05 para os fatores cirurgia e interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo do dia, 

fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o grupo CTL e p = 0,2526 

para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry1 no núcleo 

supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou pinealectomia. ANOVA bi 

fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 0,1129 para o fator cirurgia e p 

= 0,0816 para o fator interação para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação ao longo 

do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0457 para o grupo CTL; p < 

0,0001 para o grupo PINX e p = 0,1061 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a 

curva dos perfis circadianos de expressão de Cry1, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado 

com p > 0,05. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo 

Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.  
 

Com relação à expressão do gene Cry1 no núcleo supraquiasmático, viu-se que houve 

variação ao longo das 24 h nos grupos controles e que a ganglionectomia, eliminou a variação 

observada previamente (Figuras 62 A e B). A pinealectomia não exerceu efeito sobre a 
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expressão de Cry1 que continuou apresentando variação. Não foram vistas alterações no nível 

de expressão após as cirurgias (Figura 62 C).  

Os grupos que apresentaram variação diária na expressão de Cry1 foram submetidos à 

análise rítmica. Sob o protocolo de 10 dias, os animais controles apresentaram variação 

circadiana rítmica (Figura 63 A). Esses resultados corroboram o fato de que a ganglionectomia 

aboliu o ritmo de expressão de Cry1 no núcleo supraquiasmático. Em contrapartida, os animais 

pinealectomizados apresentaram variação circadiana rítmica (Figura 63 B), permitindo a 

determinação de seus parâmetros rítmicos. A pinealectomia não alterou o mesor e nem a 

amplitude, mas levou ao adiantamento de fase (Figuras 63 C, D e 74, respectivamente). 

 

Figura 63 – Perfil diário de RNAm do gene Cry1 analisado pelo método Cosinor no núcleo 

supraquiasmático. 

(A) Perfil diário de expressão de Cry1 no núcleo supraquiasmático de animais controles sob o protocolo de 10 

dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão de 

Cry1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e pinealectomizados por 12 semanas, analisados pelo 

Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles e 

pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ### p = 0,0001 vs CTL 10 

dias; (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles e pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, 

bicaudal não pareado com p > 0,05 entre os grupos. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; 

Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.  
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De acordo com a análise de expressão gênica de Cry2, foi constatado que os animais 

controles apresentaram variação rítmica ao longo das 24 h. A ganglionectomia por 10 dias não 

aboliu tal característica (Figura 64 A), diferente do que ocorre após 12 semanas da cirurgia, 

quando se viu a perda da variação diária (Figura 64 B). Após 12 semanas de pinealectomia não 

houve alteração da expressão de Cry2 quando comparado ao grupo controle (Figura 64 B).  

 

Figura 64 – Perfil diário de RNAm do gene Cry2 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Cry2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 dias 

de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p 

= 0,0010 para o fator cirurgia e p = 0,1134 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0328 para o 

grupo CTL e p = 0,0001 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Cry2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou 

pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0038 para o fator ZT, p = 

0,1129 para o fator cirurgia e p = 0,0505 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de variação 

ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0459 para o grupo 

CTL; p = 0,0235 para o grupo PINX e p = 0,4138 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) 

Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Cry2, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal 

não pareado com ### p = 0,0009 vs CTL 10 dias; & p = 0,0435 vs GCSx 10 dias. Dados plotados como média ± 

EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta 

= fase de escuro.  
 

A extensão do protocolo por 12 semanas resultou em redução da expressão de Cry2 em 

animais controles e ganglionectomizados, demonstrado através da redução da área sob a curva 

de sua expressão (Figura 64 C). 
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Ao serem submetidos à análise rítmica, verificou-se que a variação encontrada nos 

animais controles, tanto em 10 dias quanto em 12 semanas, foi circadianamente rítmica, assim 

como a dos animais ganglionectomizados por 10 dias e a dos animais pinealectomizados por 

12 semanas (Figuras 65 A e B).  

Apesar de não resultar em abolição de ritmo de Cry2, a ganglionectomia por 10 dias 

promoveu uma redução do mesor e adiantamento da acrofase, enquanto que o parâmetro 

amplitude permaneceu inalterado. A pinealectomia promoveu um aumento do mesor, porém 

não alterou significativamente a amplitude, e nem modificou a acrofase. As 12 semanas de 

protocolo promoveram redução do mesor e adiantamento de fase na expressão de Cry2 de 

animais controles (Figuras 65 C, D e 74). 
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Figura 65 – Perfil diário de RNAm do gene Cry2 analisado pelo método Cosinor no núcleo 

supraquiasmático. 

(A) Perfis diários de expressão de Cry2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e ganglionectomizados 

por 10 dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão 

de Cry2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e pinealectomizados por 12 semanas, analisados pelo 

Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles, 

ganglionectomizados e pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com 

*** p = 0,0013; #### p < 0,0001 vs CTL 10 dias; @ p = 0,030. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles, 

ganglionectomizados e pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com p 

> 0,05 entre os grupos. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. 

Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro.  

 

 A análise da expressão gênica de Per1, mostrou a existência de variação ao longo das 

24 h nos animais controles e a ganglionectomia por 10 dias não alterou tal característica (Figura 

66 A). Esse mesmo padrão foi visto na realização do protocolo de 12 semanas, já que a variação 

observada nos animais controles não foi abolida pela ganglionectomia e nem pela pinealectomia 

(Figura 66 B). As cirurgias em si, também não resultaram em alteração no nível de expressão 

desse gene, enquanto que o fator duração de protocolo foi capaz de reduzir os valores 

encontrados para os animais controles e ganglionectomizados (Figura 66 C). 
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Figura 66 – Perfil diário de RNAm do gene Per1 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Per1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 dias 

de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p 

= 0,1201 para o fator cirurgia e p = 0,4237 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0017 para o 

grupo CTL e p = 0,0026 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Per1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou 

pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0038 para o fator ZT, p = 

0,1129 para o fator cirurgia e p = 0,0816 para o fator interação para o fator interação. Para a avaliação individual 

da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p 

= 0,0459 para o grupo CTL; p = 0,0235 para o grupo PINX e p = 0,4138 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 

grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Per1, avaliadas através do Teste 

T de Student, bicaudal não pareado com ### p = 0,0009 vs CTL 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. 

Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase 

de escuro. 
  

Ao serem submetidas à análise Cosinor verificou-se que as curvas de expressão de Per1 

foram consideradas rítmicas em todos os grupos estudados, tanto em 10 dias, quanto em 12 

semanas (Figura 67 A e B). Além de não abolir a ritmicidade, a ganglionectomia e 

pinealectomia não alteraram o mesor (Figura 67 C). Em contrapartida, a remoção por um curto 

prazo do gânglio cervical superior levou à uma redução da amplitude, enquanto que a longo 

prazo viu-se aumento da amplitude apenas no grupo pinealectomizado (Figura 67 D). As 

acrofases não foram alteradas após a realização das cirurgias (Figura 74).   
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A duração do protocolo experimental teve efeito sobre a expressão de Per1, 

promovendo o aumento do mesor e amplitude, nos animais ganglionectomizados e controles 

(Figuras 67 C e D) e promovendo um adiantamento de fase em ambos os grupos (Figura 74). 

 

Figura 67 – Perfil diário de RNAm do gene Per1 analisado pelo método Cosinor no núcleo 

supraquiasmático. 

(A) Perfis diários de expressão de Per1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e ganglionectomizados 

por 10 dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão 

de Per1 no núcleo supraquiasmático de animais controles e pinealectomizados por 12 semanas, analisados pelo 

Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles, 

ganglionectomizados e pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com #### 

p < 0,0001 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles, pinealectomizados e 

ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com * p = 0,0450 vs CTL 10 

dias; ## p = 0,0056; && p = 0,0058; ANOVA de uma via com pós teste Bonferroni, com @ p = p < 0,05 vs CTL 12 

semanas; %% p < 0,001 vs PINX 12 semanas. Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha 

pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 Por fim, a análise das curvas de expressão de Per2, indicaram a existência de variação 

ao longo das 24 h em todos os grupos estudados (Figura 68 A e B). O nível de expressão de 

Per2 não foi alterado pelas cirurgias (Figura 68 C).  
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Figura 68 – Perfil diário de RNAm do gene Per2 (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Per2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 dias 

de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0008 para o fator ZT, p 

= 0,9301 para o fator cirurgia e p = 0,7439 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0415 para o 

grupo CTL e p = 0,0247 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Per2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou 

pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 

0,6344 para o fator cirurgia e p = 0,1305 para o fator interação para o fator interação. Para a avaliação individual 

da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p 

< 0,0001 para o grupo CTL; p < 0,0001 para o grupo PINX e p = 0,0146 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 

grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de expressão de Per2, avaliadas através do Teste 

T de Student, bicaudal não pareado com ## p = 0,0015 vs CTL 10 dias; &&& p = 0,0007. Dados plotados como 

média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; 

Barra preta = fase de escuro. 
 

 Ao serem submetidas ao Cosinor, constatou-se que todos os grupos apresentaram 

variação circadiana rítmica (Figura 69 A e B), levando à determinação dos parâmetros rítmicos. 

A ganglionectomia a longo prazo resultou em redução da amplitude e adiantamento de fase 

(Figuras 69 C e 74). A pinealectomia não gerou alterações na expressão de Per2. 

A duração do protocolo experimental levou ao aumento do mesor e amplitude, e a um 

adiantamento da acrofase nos animais ganglionectomizados (Figura 69 A, B e 74).  
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Figura 69 – Perfil diário de RNAm do gene Per2 analisado pelo método Cosinor no núcleo 

supraquiasmático. 

(A) Perfis diários de expressão de Per2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e ganglionectomizados 

por 10 dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão 

de Per2 no núcleo supraquiasmático de animais controles e pinealectomizados por 12 semanas, analisados pelo 

Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles, 

ganglionectomizados e pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com #### 

p < 0,0001 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles, pinealectomizados e 

ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com ### p = 0,0009 vs CTL 

10 dias; && p = 0,0097; ANOVA de uma via com pós teste Bonferroni, com @ p < 0,05 vs CTL 12 semanas. 

Comprimento da seta = amplitude; Ponta da seta = acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de 

claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

 Mediante os resultados obtidos pela análise rítmica da expressão dos elementos 

negativos da alça primária do oscilador molecular do núcleo supraquiasmático, viu-se respostas 

diferentes geradas por ganglionectomia e pinealectomia, sendo que a remoção do gânglio 

cervical superior foi capaz de abolir ritmicidade em dois, dos quatro genes analisados (Cry1 e 

Cry2), exercendo um importante papel na regulação desses elementos negativadores. 
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5.11 Perfil circadiano do gene da alça secundária do oscilador no núcleo 

supraquiasmático: efeitos da ganglionectomia e da pinealectomia 

 

 Com relação à alça secundária do oscilador, o gene analisado por PCR em tempo real 

foi o Rev-erbα.  

 

5.11.1 Rev-erbα no núcleo supraquiasmático 

 

 A expressão de Rev-erbα apresentou variação ao longo das 24 h em todos os grupos 

estudados (Figura 70 A e B) e seus níveis de expressão permaneceram os mesmos (Figura 70 

C).  

 

Figura 70 – Perfil diário de RNAm do gene Rev-erbα (grupos controle, 

ganglionectomizado e pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Reverbα no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 

dias de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0008 para o fator 

ZT, p = 0,4164 para o fator cirurgia e p = 0,4854 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0035 para o 

grupo CTL e p = 0,0044 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Reverbα no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou 

pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 

0,6344 para o fator cirurgia e p = 0,9639 para o fator interação para o fator interação. Para a avaliação individual 

da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p 

= 0,0012 para o grupo CTL; p = 0,0023 para o grupo PINX e p < 0,0001 para o grupo GCSx. n = 4 para cada 
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grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos perfis circadianos de xpressão de Reverbα, avaliadas através do 

Teste T de Student, bicaudal não pareado com # p = 0,0198 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001. Dados plotados 

como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística pelo Cosinor. Barra branca = fase de 

claro; Barra preta = fase de escuro. 
. 

 

Após análise individual das curvas, os perfis de expressão que exibiram variação foram 

submetidos à análise Cosinor. A realização das cirurgias não foi capaz de abolir a ritmicidade 

observada nos grupos controles (Figura 71 A e B) e nem de alterar os parâmetros rítmicos 

observados (Figura 71 C, D e 74).  

Por fim, a duração do protocolo experimental levou ao aumento do mesor, tanto em 

animais controles, quanto em animais ganglionectomizados (Figura 71), mas não promoveu 

alterações em amplitude e acrofase (Figuras 71 D e 74).   

  

Figura 71 – Perfil diário de RNAm do gene Reverbα analisado pelo método Cosinor no 

núcleo supraquiasmático. 

(A) Perfis diários de expressão de Reverbα no núcleo supraquiasmático de animais controles e 

ganglionectomizados por 10 dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) 

Perfis diários de expressão de Reverbα no núcleo supraquiasmático de animais controles e pinealectomizados por 

12 semanas, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos 

grupos controles, ganglionectomizados e pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal 

não pareado com #### p < 0,0001 vs CTL 10 dias; &&&& p < 0,0001. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles, 

pinealectomizados e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com p 
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> 0,05 em todos os grupos analisados; ANOVA de uma via com pós teste Bonferroni, com p > 0,05. Ponta da seta 

= acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
 

Portanto, nota-se que a realização da pinealectomia ou da ganglionectomia, afetou 

alguns elementos da alça primária do oscilador no núcleo supraquiasmático, mas não foi capaz 

de alterar a alça secundária. 

 

5.12 Perfil circadiano de gene dependente do relógio no núcleo supraquiasmático: efeitos 

da ganglionectomia e da pinealectomia 

 

 Para analisar se as alterações vistas no oscilador central até então comprometeriam a 

saída do oscilador no núcleo supraquiasmático, o gene Dbp foi analisado.  

 

5.12.1 Dbp no núcleo supraquiasmático 

 

 Assim como o esperado, viu-se variação ao longo do dia na expressão de Dbp nos grupos 

controles e a sua variação e níveis de expressão não foram abolidos pelas cirurgias (Figura 72 

A, B e C).  

 

Figura 72 – Perfil diário de RNAm do gene Dbp (grupos controle, ganglionectomizado e 

pinealectomizado) no núcleo supraquiasmático. 

(A) Perfis diários do ritmo de expressão de Dbp no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 10 dias 
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de ganglionectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p 

= 0,4486 para o fator cirurgia e p = 0,4530 para o fator interação. Para a avaliação individual da presença de 

variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p = 0,0053 para 

o grupo CTL e p = 0,0004 para o grupo GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (B) Perfis diários do ritmo de 

expressão de Dbp no núcleo supraquiasmático de animais controles e após 12 semanas de ganglionectomia ou 

pinealectomia. ANOVA bi fatorial, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p < 0,0001 para o fator ZT, p = 

0,0205 para o fator cirurgia e p = 0,0225 para o fator interação para o fator interação. Para a avaliação individual 

da presença de variação ao longo do dia, fez-se ANOVA de uma via, seguida por pós teste Bonferroni, no qual p 

< 0,0001 para os grupos CTL, PINX e GCSx. n = 4 para cada grupo, em cada ZT. (C) Áreas sob a curva dos 

perfis circadianos de expressão de Dbp, avaliadas através do Teste T de Student, bicaudal não pareado com # p = 

0,0188 vs CTL 10 dias. Dados plotados como média ± EPM. Valores x 100 para realização da análise estatística 

pelo Cosinor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
 

 A duração do protocolo experimental levou ao aumento apenas do nível de expressão 

de Dbp dos animais controles, como demonstrado pelo aumento da área sob a curva (Figura 72 

C). Todas as curvas foram submetidas à análise Cosinor já que apresentaram variação ao longo 

das 24 h. 

 

Figura 73 – Perfil diário de RNAm do gene Dbp analisado pelo método Cosinor no núcleo 

supraquiasmático. 

(A) Perfis diários de expressão de Dbp no núcleo supraquiasmático de animais controles e ganglionectomizados 

por 10 dias, analisados pelo Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (B) Perfis diários de expressão 

de Dbp no núcleo supraquiasmático de animais controles e pinealectomizados por 12 semanas, analisados pelo 

Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. (C) Parâmetro mesor nos grupos controles, 

ganglionectomizados e pinealectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com * 

p = 0,0124; #### p < 0,0001 vs CTL 10 dias; && p = 0,0042. (D) Parâmetro amplitude nos grupos controles, 
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pinealectomizados e ganglionectomizados por 10 e 12 semanas, Teste T de Student, bicaudal não pareado com p 

> 0,05 em todos os grupos analisados; ANOVA de uma via com pós teste Bonferroni, com p > 0,05. Ponta da seta 

= acrofase; Linha pontilhada = mesor. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 
 

De acordo com a análise pelo método Cosinor, a variação encontrada na expressão de 

Dbp dos animais controles foi considerada rítmica e a as cirurgias não aboliram essa ritmicidade 

(Figura 73 A e B). Com a ganglionectomia por 10 dias, foi observado um aumento no mesor e 

um adiantamento de fase da acrofase. Após as 12 semanas de protocolo, tais diferenças 

desapareceram (Figuras 73 C e 74). Não houve diferença entre os parâmetros rítmicos da 

expressão de Dbp dos animais pinealectomizados e controles (Figura 73 C, D e74)  

 O fator tempo do protocolo resultou em aumento de mesor e adiantamento de fase nos 

animais controles (Figuras 73 C e Figura 74). 

 

5.13 Mapa de acrofases no núcleo supraquiasmático: efeitos da ganglionectomia e da 

pinealectomia 

 

 A Figura 74 mostra o mapa das acrofases dos genes analisados no núcleo 

supraquiasmático após ajuste pelo método Cosinor, e como esperado, todos os genes 

apresentaram ritmicidade circadiana no grupo controle. 

A ganglionectomia e a pinealectomia agem diferentemente sobre a produção e secreção 

de melatonina, de forma que os efeitos sobre a expressão dos genes relógio no núcleo 

supraquiasmático foram diferentes entre as duas técnicas.  

A ganglionectomia foi responsável por abolir a ritmicidade de Cry1 (após 10 dias e 12 

semanas) e Cry2 (após 12 semanas). Além disso, no protocolo de 10 dias promoveu um 

adiantamento de fase nos genes Bmal1, Cry2 e Dbp, enquanto que no protocolo de 12 semanas 

houve atraso de fase de Bmal1 e adiantamento da fase de Per2.    

Já a pinealectomia promoveu alterações apenas na acrofase de Cry1, no qual houve um 

adiantamento. 
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Figura 74 – Análise do momento do ponto de máxima (acrofase) dos genes analisados nos 

grupos controle e ganglionectomizados no núcleo supraquiasmático. 

 

Mapa de acrofase dos genes analisados no núcleo supraquiasmático de animais controles (CTL), 

ganglionectomizados (GCSx) e pinealectomizados (PINX) sob os protocolos de 10 e 12 semanas. Teste T de 

Student, bicaudal não pareado com *p < 0,05 para GCSx 10 dias vs CTL 10 dias; @ p < 0,05 para GCSx 12 

semanas ou PINX 12 semanas (de acordo com a coloração) vs CTL 12 semanas; # p < 0,05 para CTL 12 semanas 

vs CTL 10 dias; & p < 0,05 para GCSx 12 semanas vs GCSx 10 dias; % p < 0,05 para GCSx 12 semanas vs PINX 

12 semanas. Barra branca = fase de claro; Barra preta = fase de escuro. 

 

Apesar de não sofrer tantas alterações quanto a glândula pineal, o núcleo 

supraquiasmático foi mais afetado pelas cirurgias do que o fígado, principalmente pela 

ganglionectomia (Figura 75). 
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Figura 75 – Resumo esquemático das alterações vistas na expressão do oscilador 

molecular do núcleo supraquiasmático após a ganglionectomia e 

pinealectomia. 

 

(A) Alterações no oscilador molecular do núcleo supraquiasmático após 10 dias de ganglionectomia. (B) 

Alterações no oscilador molecular do núcleo supraquiasmático após 12 semanas de ganglionectomia. (C) 

Alterações no oscilador molecular do núcleo supraquiasmático após 12 semanas de pinealectomia. 

 

Sabendo-se dessas alterações promovidas no oscilador molecular do núcleo 

supraquiasmático, e da capacidade dessa estrutura em regular a ritmicidade de uma série de 

comportamentos e funções fisiológicas, tornou-se interessante avaliar ritmicamente a atividade 

e temperatura, como veremos adiante. 

 

5.14 Análise de peso e consumo alimentar dos animais 
 

Ao longo das 12 semanas de protocolo experimental, o peso e o consumo alimentar dos 

animais foram mensurados. De acordo com a análise não houve diferença no consumo alimentar 
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diário entre os grupos (Figura 76), demonstrando que a ganglionectomia e a pinealectomia não 

alteraram esse comportamento nos animais.  

 

Figura 76 – Consumo alimentar dos animais após 12 semanas de protocolo 

 

Registro do consumo médio diário de ração a cada semana em animais controles, pinealectomizados e 

ganglionectomizados ao longo do protocolo experimental de 12 semanas. ANOVA bi fatorial, seguido de pós teste 

Bonferroni, no qual p > 0,05 para os fatores cirurgia, tempo e interação. n = 9 para o grupo CTL e n = 11 para os 

grupos PINX e GCSx. Basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio animal. 

 

 De acordo com a análise de peso, as intervenções cirúrgicas promoveram uma tendência 

à redução do ganho de peso corporal na semana seguinte à cirurgia, mas que logo em seguida 

foi recuperado (Figura 77). A cirurgia foi um fator na determinação do peso dos animais 

analisados, porém não houve diferenças entre os grupos após as múltiplas comparações. 

 

Figura 77 – Peso dos animais durante o protocolo de 12 semanas  

 

Registro de peso de animais controles, pinealectomizados e ganglionectomizados a cada semana durante o 

protocolo experimental. ANOVA bi fatorial, seguido de pós teste Bonferroni com múltiplas comparações, no qual 

p > 0,05 para o fator interação, p < 0,0001 para o tempo e p = 0,0307 para o fator cirurgia. n = 27 para o grupo 

CTL, n = 30 para o grupo PINX e n = 29 para o grupo GCSx. Basal = média dos valores obtidos nas semanas 

controle do próprio animal. 
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5.15 Avaliação rítmica da temperatura 
 

Além de acompanhar o peso e o consumo alimentar, o ritmo circadiano da temperatura 

também foi avaliado após a coleta de dados por telemetria. 

Para a elaboração dos termogramas e actogramas, cada animal foi analisado 

individualmente, a fim de se observar o padrão de temperatura e atividade desses animais nas 

diferentes situações.  

A realização da ganglionectomia ou pinealectomia não promoveu alterações no ritmo 

circadiano de temperatura. Durante todo o período experimental pode-se observar a presença 

de temperaturas mais altas durante as 12 h da fase de escuro, e de temperaturas mais baixas 

durante o período de repouso do animal (fase de claro) (Figura 78). Além disso, após a análise 

utilizando a metodologia do periodograma, realizada no conjunto da série temporal de 98 dias, 

viu-se que o período desses animais não foi diferente do período circadiano, que é de 

aproximadamente 24 h (Figuras 78 A, B e C). Portanto nem a ganglionectomia, e nem a 

pinealectomia acarretaram mudanças no período do ritmo de temperatura desses animais 

(Figura 78D). 
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Figura 78 – Termograma e periodograma dos animais ao longo do protocolo 

 

Análise do ritmo circadiano da temperatura durante 14 semanas: 2 semanas chamadas de pré-cirurgia, 

representando o período basal do próprio animal e 12 semanas do protocolo experimental. (A) Termograma e 

periodograma total de um animal controle representativo. (B) Termograma e periodograma total de um animal 

pinealectomizado representativo. (C) Termograma e periodograma total de um animal ganglionectomizado 

representativo. (D) Média do período do ritmo de temperatura encontrado semanalmente em cada um dos grupos 

estudados. ANOVA bifatorial, múltiplas comparações com pós teste Bonferroni. p > 0,05 para os fatores cirurgia, 

tempo e interação. n = 4 para os grupos CTL e PINX e n = 10 para o grupo GCSx. Basal = média dos valores 

obtidos nas semanas controle do próprio animal. 

 

Sabendo-se que o período de 24 h foi mantido, as curvas diárias semanais foram 

submetidas ao método Cosinor para avaliação dos parâmetros rítmicos mesor, amplitude e 

acrofase de temperatura ao longo do protocolo experimental. Para a análise de mesor e 

amplitude, considerou-se a variação desses parâmetros com relação à média do período controle 

do próprio animal, sendo mostrado como porcentagem. 

De acordo com a análise do parâmetro mesor, viu-se que a cirurgia e a duração do 

protocolo foram fatores que contribuíram para o resultado visto. Ao serem analisados 

individualmente, o mesor dos animais ganglionectomizados e pinealectomizados apresentaram 

variação ao longo do tempo (Figura 79 A), exibindo, portanto, um comportamento diferente 
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dos animais controles. De acordo com a análise de regressão linear, viu-se que o grupo 

pinealectomizado foi diferente do grupo controle (Figura 78 B), indicando que nesse grupo 

houve maior redução da temperatura ao longo do tempo. Diferentemente do visto para os 

animais controles e ganglionectomizados, cujos slopes foram semelhantes (Figura 78 C). 

 

Figura 79 – Mesor do ritmo de temperatura 

 
Mesor das curvas diárias feitas semanalmente ao longo do experimento. O mesor foi plotado como variação em 

porcentagem com relação à média do mesor das semanas do período controle do animal. (A) Variação do mesor 

ao longo das 12 semanas de protocolo. ANOVA bifatorial, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde 

p > 0,05 para o fator interação; p < 0,0001 para o fator tempo e p = 0,0018 para o fator cirurgia. ANOVA de uma 

via, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 para o CTL, p = 0,0008 para PINX e p < 

0,0001 para GCSx. n = 4 para CTL e PINX; n = 10 para GCSx.(B) Regressão linear do mesor de animais controles 

e pinealectomizados, no qual os slopes foram considerados diferentes. Teste T de Student, não pareado bi-caudal, 

com *p = 0,0271. (C) Regressão linear do mesor de animais controles e ganglionectomizados, no qual os slopes 

não foram considerados diferentes. Teste T de Student, não pareado, bi-caudal com p > 0,05. Basal = média dos 

valores obtidos nas semanas controle do próprio animal. 
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Após a análise da amplitude, viu-se que, assim como no mesor, a cirurgia e a duração do 

protocolo foram importantes na determinação deste parâmetro. Individualmente, apenas nos 

animais ganglionectomizados, a amplitude aumentou ao longo do tempo, já que de acordo com 

a análise de regressão linear, viu-se que o grupo ganglionectomizado foi diferente do grupo 

controle (Figura 80 C), levando ao aumento da amplitude ao longo do tempo, demonstrado pelo 

slope positivo. Esse aumento progressivo da amplitude também foi visto nos animais 

pinealectomizados, que apesar de haver apenas uma tendência no aumento do slope, apresentou 

uma maior amplitude média durante o período experimental (Figura 81). Portanto, alterar a 

sinalização de melatonina levou ao aumento da amplitude ao longo do tempo. 

 

Figura 80 – Amplitude do ritmo de temperatura 

 
Amplitude das curvas diárias feitas semanalmente ao longo do experimento. A amplitude foi plotada como 

variação em porcentagem com relação à média da amplitude das semanas do período controle do animal. (A) 

Variação da amplitude ao longo das 12 semanas de protocolo. ANOVA bifatorial, múltiplas comparações, com 

pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 para o fator interação; p < 0,0001 para o fator tempo e cirurgia, * p < 0,05 

PINX vs CTL; & p < 0,05 PINX vs GCSx. ANOVA de uma via, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, 
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onde p > 0,05 para o CTL e PINX e p < 0,0001 para p GCSx. n = 4 para CTL e PINX; n = 10 para GCSx. (B) 

Regressão linear da amplitude de animais controles e pinealectomizados, no qual os slopes não foram considerados 

diferentes. Teste T de Student, não pareado bi-caudal, com p > 0,05. (C) Regressão linear da amplitude de animais 

controles e ganglionectomizados, no qual os slopes foram considerados diferentes. Teste T de Student, não 

pareado, bi-caudal com **p = 0,0039. Basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio animal. 

 

 

Figura 81 – Valor médio da amplitude do ritmo de temperatura 

Valor médio da amplitude da temperaturanos animais controles, pinealectomizados e ganglionectomizados. 

ANOVA de uma via, pós teste Bonferroni, com **** p < 0,001 vs CTL e % p < 0,05 vs GCSx. 
 

O aumento da amplitude e a queda do mesor observados nos animais pinealectomizados, 

se deveu à diminuição da temperatura durante a fase de claro, principalmente nos animais cuja 

pineal foi removida, já que exibiram uma maior redução ao longo do protocolo (Figura 82).  
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Figura 82 – Variação semanal de temperatura durante a fase de claro e a fase de escuro 

 

Comparação entre a variação de temperatura durante a fase de claro e a fase de escuro. (A) Temperatura apenas 

durante a fase de CLARO (dia). ANOVA bifatorial, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p > 

0,05 para o fator interação e p < 0,0001 para o fator tempo e cirurgia, * p < 0,05 PINX vs CTL; & p < 0,05 PINX 

vs GCSx. ANOVA de uma via, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 para o CTL; p = 

0,0002 PINX,  e p < 0,0001 para p GCSx. n = 4 para CTL e PINX; n = 10 para GCSx. (B) Temperatura apenas 

durante a fase de ESCURO (noite). ANOVA bifatorial, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p 

> 0,05 para o fator interação e cirurgia, p < 0,0001 para o fator cirurgia, ANOVA de uma via, múltiplas 

comparações, com pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 para o CTL; p = 0,0062 PINX e p < 0,0041 para p GCSx. 

n = 4 para CTL e PINX; n = 10 para GCSx. Basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio 

animal. 

 

A análise das acrofases semanais mostrou que o tempo não afetou o resultado, 

diferentemente da cirurgia. Após a análise individual das curvas, viu-se que houve variação da 

acrofase durante o protocolo experimental em todos os grupos. De maneira geral foi possível 

notar uma tendência ao adiantamento da fase do ritmo de temperatura nos animais operados, 

porém nas múltiplas comparações apenas os animais ganglionectomizados foram diferentes dos 

controles na 12ª semana (Figura 82). 
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Figura 83 – Acrofase do ritmo de temperatura 

 
Mapa de acrofases do ritmo de temperatura dos animais controles, pinealectomizados e ganglionectomizados após 

12 semanas de protocolo. Análise individual das curvas por ANOVA de uma via, pós teste Bonferroni com 

múltiplas comparações, onde p < 0,05 para todos os grupos. ANOVA bifatorial, pós teste Bonferroni com múltiplas 

comparações com p > 0,05 para os fatores interação e tempo, e p < 0,0001 para o fator cirurgia. * p < 0,05 GCSx 

vs CTL na 12ª semana. Período basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio animal. 

5.16 Avaliação rítmica da atividade motora  
 

Assim como o visto para o ritmo de temperatura, a remoção dos glânglios cervicais 

superiores ou da glândula pineal não alterou a ritmicidade circadiana do ciclo de atividade dos 

animais (Figura 84). Durante todo o período experimental pode-se observar a concentração da 

atividade durante as 12 h da fase de escuro, com a presença de um surto de atividade durante o 

início da fase de claro em todos os grupos (Figuras 84 A, B e C).  

E mais uma vez, após a análise utilizando a metodologia do periodograma, viu-se que o 

período de atividade desses animais também foi circadiano, já que apresentou período 

aproximado a 24 h em todos os grupos (Figuras 85), portanto nem a ganglionectomia, e nem a 

pinealectomia geraram mudanças do período circadiano da atividade desses animais (Figura 85 

D). 
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Figura 84 – Actograma e periodograma dos animais ao longo do protocolo 

 

Análise do ritmo circadiano da atividade motora durante 14 semanas: 2 semanas chamadas de pré-cirurgia, 

representando o período controle do próprio animal e 12 semanas do protocolo experimental. (A) Actograma e 

periodograma total de um animal controle representativo. (B) Actograma e periodograma total de um animal 

pinealectomizado representativo. (C) Actograma e periodograma total de um animal ganglionectomizado 

representativo. (D) Média do período do ritmo de atividade motora encontrado semanalmente em cada um dos 

grupos estudados. ANOVA bifatorial, múltiplas comparações com pós teste Bonferroni. p > 0,05 para os fatores 

cirurgia, tempo e interação. n = 4 para os grupos CTL e PINX e n = 10 para o grupo GCSx. Basal = média dos 

valores obtidos nas semanas controle do próprio animal. 

 
 

Após serem submetidas ao método Cosinor as curvas diárias semanais de todos os 

grupos apresentaram ritmicidade, sendo possível a determinação do mesor, amplitude e 

acrofase. Semelhantemente à análise feita para a temperatura, a análise de mesor e amplitude 

da atividade se deu a partir da variação desses parâmetros com relação à média do período basal 

do animal, sendo mostrados como porcentagem.  

Assim como para a temperatura, a cirurgia e a duração do protocolo foram fatores que 

contribuíram para o resultado visto na determinação do valor médio da atividade. Após análise 

individual, viu-se que os animais controles e ganglionectomizados apresentaram variação do 
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mesor ao longo do tempo, com a queda da atividade ao longo do período experimental (Figuras 

86A e C). Nos animais pinealectomizados a redução da atividade foi atenuada, como 

demonstrado pelo aumento do valor de slope e pelo aumento do valor médio do mesor ao longo 

do tempo (Figuras 85 B e 86). 

 

Figura 85 – Mesor do ritmo de atividade motora 

 

Mesor das curvas diárias feitas semanalmente ao longo do experimento. O mesor foi plotado como variação em 

porcentagem com relação à média do mesor das semanas do período controle do animal. (A) Variação do mesor 

da atividade ao longo das 12 semanas de protocolo. ANOVA bifatorial, com pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 

para o fator interação; p < 0,0001 para o fator cirurgia e p = 0,0367 para o fator cirurgia. Para análise individual 

das curvas, ANOVA de uma via, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p = 0,0295 para o CTL, 

p = 0,9763 para PINX e p = 0,0208 para GCSx. n = 4 para CTL e PINX; n = 10 para GCSx. (B) Regressão linear 

do mesor de animais controles e pinealectomizados, no qual os slopes não foram considerados diferentes. Teste T 

de Student, não pareado bi-caudal, com p > 0,05. (C) Regressão linear do mesor de animais controles e 

ganglionectomizados, no qual os slopes não foram considerados diferentes. Teste T de Student, não pareado, bi-

caudal com p > 0,05. Basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio animal.  
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Figura 86 – Valor médio do mesor do ritmo de atividade motora 

Valor médio do mesor nos animais controles, pinealectomizados e ganglionectomizados. ANOVA de uma via, pós 

teste Bonferroni, p < 0,0001. **** p < 0,001 vs CTL e %%%% p < 0,0001 vs GCSx. 

 

 

A amplitude do ritmo de atividade motora foi influenciada pelo tempo de protocolo e 

pelo fator cirurgia. Quando analisados individualmente, a variação vista nos animais controles 

foi perdida após a pinealectomia e mantida na ganglionectomia (Figura 87 A). Após a análise 

de regressão linear, não houve diferença entre os slopes dos animais operados e controles, 

apesar de se observar uma tendência ao aumento nos animais pinealectomizados (Figuras 88 B 

e C). O aumento da amplitude foi visto nos animais pinealectomizados através da análise da 

média da amplitude, que foi maior do que nos animais controles e ganglionectomizados (Figura 

89). Sendo assim, a remoção da glândula pineal levou a redução da queda da amplitude que 

havia sido vista nos animais controles e ganglionectomizados ao longo das 12 semanas. 
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Figura 87 – Amplitude do ritmo de atividade motora 

 
Amplitude das curvas diárias feitas semanalmente ao longo do experimento. A amplitude foi plotada como 

variação em porcentagem com relação à média da amplitude das semanas do período controle do animal. (A) 

Variação da amplitude do ritmo de atividade ao longo das 12 semanas de protocolo. ANOVA bifatorial, com pós 

teste Bonferroni, onde p > 0,05 para o fator interação; p < 0,0001 para o fator tempo e cirurgia, * p < 0,05 PINX 

vs CTL; & p < 0,05 PINX vs GCSx. ANOVA de uma via, com pós teste Bonferroni, onde p = 0,0430 para o CTL, 

p = 0,0622 para o grupo PINX e p = 0,0014 para p GCSx. n = 4 para CTL e PINX; n = 10 para GCSx. (B) Regressão 

linear da amplitude de animais controles e pinealectomizados, no qual os slopes não foram considerados diferentes. 

Teste T de Student, não pareado bi-caudal, com p > 0,05. (C) Regressão linear da amplitude de animais controles 

e ganglionectomizados, no qual os slopes foram considerados diferentes. Teste T de Student, não pareado, bi-

caudal com p > 0,05. Basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio animal. 
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Figura 88 – Valor médio da amplitude do ritmo de atividade motora 

Valor médio da amplitude nos animais controles, pinealectomizados e ganglionectomizados. ANOVA de uma via, 

pós teste Bonferroni, p < 0,0001. *** p < 0,001 vs CTL e %%% p < 0,001 vs GCSx. 

 

 Além disso, a análise da atividade entre o dia e a noite dos animais revelou que os 

animais pinealectomizados apresentaram maior atividade motora do que os controles e 

ganglionectomizados, tanto de dia, quanto de noite (Figura 89). Durante a fase de claro, nenhum 

grupo variou ao longo das 12 semanas, enquanto que durante a noite apenas os animais 

pinealectomizados não mostraram variação ao longo do tempo. Nas últimas semanas do 

experimento, observou-se o aumento da atividade também nos animais ganglionectomizados. 

 

Figura 89 – Variação semanal de atividade motora durante a fase de claro e a fase de 

escuro 

 

Comparação entre a variação de atividade durante a fase de claro e a fase de escuro. (A) Atividade apenas durante 

a fase de CLARO (dia). ANOVA bifatorial, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 para 
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o fator interação e tempo e p < 0,0001 para o fator cirurgia, * p < 0,05 PINX vs CTL; # p < 0,05 GCSx vs CTL. 

ANOVA de uma via, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 para o CTL, PINX e GCSx. 

n = 4 para CTL e PINX; n = 10 para GCSx. (B) Atividade apenas durante a fase de ESCURO (noite). ANOVA 

bifatorial, múltiplas comparações, com pós teste Bonferroni, onde p > 0,05 para o fator interação, p = 0,0088 para 

o fator tempo e p < 0,0001 para o fator cirurgia, ANOVA de uma via, múltiplas comparações, com pós teste 

Bonferroni, onde p = 0,0009 para o CTL; p = 0,07324 para o PINX,  e p < 0,0012 para p GCSx. n = 4 para CTL e 

PINX; n = 10 para GCSx. Basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio animal.  

 

Por fim, a análise das acrofases semanais do ritmo de atividade mostrou que o tempo e 

cirurgia foram capazes de afetar o resultado obtido. Após a análise individual das curvas, viu-

se que houve variação da acrofase ao longo das 12 semanas. E assim como o visto para o ritmo 

de temperatura, foi possível notar uma tendência ao adiantamento da fase do ritmo de 

temperatura nos animais operados, porém nas múltiplas comparações apenas os animais 

ganglionectomizados foram diferentes do controle na 3ª e 12ª semana (Figura 88). 
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Figura 90 – Mapa de acrofase do ritmo de atividade 

 

Mapa de acrofases do ritmo de atividade dos animais controles, pinealectomizados e ganglionectomizados após 

12 semanas de protocolo. Análise individual das curvas por ANOVA de uma via, pós teste Bonferroni com 

múltiplas comparações, onde p < 0,05 para todos os grupos. ANOVA bifatorial, pós teste Bonferroni com múltiplas 

comparações com p > 0,05 para o fator interação, p = 0,093 oara o fator tempo, e p < 0,0001 para o fator cirurgia. 

* p < 0,05 GCSx vs CTL. Período basal = média dos valores obtidos nas semanas controle do próprio animal.  

 

 

 

 

 

 

 



136 

 

6 DISCUSSÃO 

 

Com o objetivo de se avaliar os efeitos da inervação simpática sobre os genes relógio 

da glândula pineal, usou-se a metodologia de ablação bilateral do gânglio cervical superior que, 

apesar de suas limitações, remove a liberação de noradrenalina na glândula pineal, prejudicando 

a produção de melatonina durante a noite, já que o principal estímulo para a sua produção é a 

presença desta catecolamina.  

 Primeiramente, para a validação do procedimento cirúrgico, poucos dias depois da 

realização da ganglionectomia, observou-se a uma redução da abertura entre as pálpebras, 

resultado da queda relativa da pálpebra superior, culminando no fenômeno conhecido como 

ptose palpebral. Esse resultado era esperado e foi um indício de que a ganglionectomia foi 

realizada com sucesso. Esse fenótipo é uma consequência da remoção dos gânglios, já que uma 

das regiões parcialmente inervadas pelas fibras ganglionares do gânglio cervical superior é o 

músculo de Müller. Esse músculo é o responsável por controlar a posição da pálpebra superior 

e controlar a abertura involuntária dessa estrutura, logo qualquer interrupção que ocorra nessa 

inervação faz com que o músculo não tenha tônus, gerando a ptose (76). 

 Os níveis de noradrenalina na glândula pineal reduz progressivamente após a 

ganglionectomia, chegando a níveis indetectáveis após 24 h da cirurgia (80), e provavelmente 

por esse motivo, a ablação do gânglio cervical superior bilateralmente promoveu importantes 

alterações na via de síntese de melatonina na glândula pineal.  

O gene que codifica o receptor α1b adrenérgico apresentou variação rítmica circadiana 

de sua expressão nos animais controles, como já descrito na literatura (81), com valores maiores 

durante a noite. No prazo de 10 dias, a ganglionectomia foi capaz de abolir o ritmo de expressão 

observado nos animais controles. Dados da literatura mostram que ratos expostos à luz durante 

a noite apresentaram abolição do ritmo de expressão desse gene na glândula pineal ao impedir 

o seu aumento noturno, ou seja, a informação luminosa captada pelas retinas durante a noite 

bloqueia a estimulação da glândula pineal feita pelo núcleo supraquiasmático em ratos, e esse 

bloqueio resultou na abolição de ritmo provocada pela luz (81). Nesse sentido, a 

ganglionectomia age como a luz no bloqueio do aumento noturno de Adrα1b, impedindo a 

chegada da informação da via neural à glândula pineal e a liberação de noradrenalina em seu 

interstício. Como a transcrição de Adrα1b é regulada ritmicamente pela liberação de 

noradrenalina e aumento de AMPc promovido pela ativação do receptor β adrenérgico, isso 

poderia explicar a ausência de ritmicidade observada (81). 
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Sabe-se que 3 semanas de ganglionectomia ou de exposição à luz leva ao aumento da 

densidade de receptores α1b na glândula pineal (82), como uma tentativa de mecanismo 

compensatório à ausência de noradrenalina. Corroborando esse dado, no presente trabalho viu-

se o aumento da expressão do gene Adrα1b e a volta da ritmicidade desse gene, mesmo que 

com menor robustez, após a 12 semanas de remoção do gânglio cervical superior. Um possível 

mecanismo compensatório que explique o aumento e o reestabelecimento de ritmicidade 

poderia ser a ativação da expressão gênica mediada por AMPc induzido pelo polipeptídeo 

intestinal vasoativo (VIP), que também está presente na glândula pineal e exibe variação rítmica 

(83). 

Assim, o VIP, que também participa como coadjuvante da síntese de melatonina, se 

ligaria à receptores VIP1/PACAP, promovendo o aumento de AMPc, como mostrado através 

do tratamento de pinealócitos de ratos com essa substância. Essa estimulação é menos robusta 

que o estímulo por noradrenalina, pois apenas 30-60% dos pinealócitos respondem ao VIP, 

enquanto que 95% dessas células respondem à noradrenalina (84). A demora vista na 

recuperação da ritmicidade de Adrα1b pode ser explicada por essa baixa responsividade, não 

sendo visto nos primeiros 10 dias. A secção do nervo carotídeo interno, próximo ao gânglio 

cervical superior, não promove alterações no conteúdo de VIP na glândula pineal (85), nos 

levando a crer que a ganglionectomia também não geraria esse efeito, garantindo a presença de 

VIP na glândula. Além disso, seu conteúdo varia circadianamente,  assim como a sensibilidade 

ao acúmulo de AMPc (86), exibindo maiores valores no início da noite. Considerando o tempo 

gasto pela transcrição e acúmulo do RNAm de Adrα1b.após estímulo para a transcrição, faria 

sentido o seu pico estar avançado, quando comparado ao início da noite.  

 A principal via de ativação da síntese de melatonina por noradrenalina se dá através do 

receptor β1 adrenérgico. A expressão do gene Adrβ1 é circadianamente rítmica, com maiores 

valores durante a noite, sendo que trabalhos mostram que a ganglionectomia é capaz de abolir 

essa ritmicidade, levando à valores diurnos e noturnos semelhantes (87,88), além de promover 

a redução da expressão desse gene em até 25% (87) como visto no presente trabalho após 12 

semanas de ganglionectomia. A sua ativação pela noradrenalina desencadeia uma cascata de 

sinalização intracelular, que culmina no aumento do AMPc que fosforila CREB, o qual se liga 

ao sítio CRE ativando a transcrição de genes. A clonagem da região promotora de transcrição 

do gene Adrβ1 revelou a presença de um sítio CRE, validando o mecanismo de retroalimentação 

positiva da expressão desse gene (89). Como a noradrenalina é o principal sinalizador na 

glândula pineal, levando ao aumento de AMPc, a sua ausência levaria à redução da expressão 

de genes induzíveis pelo elemento responsivo ao AMPc, como o Adrβ1. A redução da densidade 
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de receptores β está associada com a redução da síntese de melatonina, como o visto em animais 

idosos (90). 

Semelhantemente, as expressões gênicas das enzimas da via de síntese de melatonina 

também foram modificadas devido à ausência da sinalização noradrenérgica.  

A primeira enzima da via, a triptofano hidroxilase (Tph), exibiu redução da expressão 

no grupo ganglionectomizado a curto prazo, e, depois de 12 semanas, teve sua variação rítmica 

abolida. A ritmicidade da expressão gênica de Tph, assim como de sua enzima, são induzidos 

pela estimulação noradrenérgica, via AMPc e PKA, por mecanismo independente de CREB, já 

que a região promotora de Tph não apresenta um sítio CRE (91–95). A ativação transcricional 

mediada em resposta ao AMPc se dá através de uma região invertida CCAAT box (96) com 

uma região rica em GC próxima à ela que são reconhecidas pelos fatores transcricionas NF-Y 

e Sp1 ativados pela PKA (97,98), sendo essa uma possível explicação para a redução e abolição 

vistas na expressão de Tph após a remoção da inervação simpática na glândula pineal. Apesar 

de alguns trabalhos afirmarem a presença de ritmo na expressão desse gene, Huang e 

colaboradores (2008) discordam (99). No presente trabalho, viu-se tanto a presença, quanto a 

ausência em animais controles, aparentemente dependendo da idade dos animais. 

A expressão gênica da enzima passo limitante da síntese de melatonina (a Aanat) foi a 

que mais sofreu alterações dentre as enzimas da via. Dez dias após a ganglionectomia, viu-se a 

alteração de todos os parâmetros rítmicos avaliados, com redução de mesor, amplitude e 

adiantamento da acrofase, enquanto que mais a longo prazo houve a abolição do ritmo de 

expressão. Em ambos os protocolos, viu-se a redução da expressão, a eliminação da variação 

entre valores noturnos e diurnos, além de um pequeno aumento dos valores diurnos de 

expressão. Esses resultados eram esperados, uma vez que já foram reportados em outros 

trabalhos que utilizaram a ganglionectomia como método (49–52). Em ratos, o gene Aanat tem, 

em sua região promotora, uma sequência CRE-like, um CCAAT Box invertido (ligação de 

C/EBP), um sítio de ligação para proteína ativadora 1 (AP-1) e uma região PIRE que se liga ao 

CRX (Cone-rod homeobox protein). Como o esperado notou-se nos animais controles o 

aumento da expressão gênica da Aanat durante a escotofase, momento do dia no qual a liberação 

de noradrenalina no interstício glandular acontece. A existência do sítio CRE demonstra a 

responsividade da transcrição desse gene à presença de noradrenalina. Nos 

ganglionectomizados a sinalização noradrenérgica está abolida, e em resposta à ausência da 

noradrenalina viu-se considerável redução da transcrição desse gene (33,40–42). Apesar de ser 

a principal via de estimulação da síntese de melatonina, a noradrenalina não é a única 

responsável. Outros fatores de transcrição como AP-1, Fra2 e CRX complementam a ação do 
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pCREB (43), o que também ajudaria a explicar a persistência de expressão vista nos animais 

ganglionectomizados, mesmo na ausência de noradrenalina. 

No núcleo celular de pinealócitos, existem, além de estimuladores da transcrição, os 

inibidores, como a proteína ICER (inducible cAMP early repressor) que compete com o 

pCREB pela ligação ao sítio CRE. Uma vez que ICER se liga ao sítio CRE, há inibição da 

transcrição da Aanat. O ICER é estimulado noradrenergicamente, e, portanto, também participa 

da regulação fina da enzima passo limitante da via de síntese da melatonina. Como nos animais 

ganglionectomizados temos uma deficiência da estimulação noradrenérgica, os níveis de ICER 

devem estar baixos, sendo a proteína, portanto, incapaz de realizar sua função (41,100), o que 

também poderia explicar a pequena expressão da Aanat vista mesmo na ausência de 

noradrenalina durante a noite, fazendo com que a expressão gênica e proteica de ICER seja um 

interessante alvo de estudos nos animais ganglionectomizados. Outro candidato não 

adrenérgico que promoveria a síntese de melatonina na ausência de sinalização adrenérgica, 

através da estímulo de AC, seria o VIP, como já mencionado (101). Além disso, adrenalina e 

noradrenalina circulantes podem contribuir na determinação do nível basal da expressão da 

Aanat medido. 

A última enzima da via de síntese, a Asmt/Hiomt também teve sua expressão gênica 

reduzida após a ganglionectomia, seja a curto ou longo prazo. Além disso, a variação rítmica, 

com valores maiores durante a noite, foi abolida. A transcrição desse gene também é dependente 

de estimulação adrenérgica, da ativação do receptor β adrenérgico e do aumento da 

concentração de AMPc. Além da ausência de noradrenalina devido à remoção do gânglio 

cervical superior, houve também redução da expressão de receptores β adrenérgicos, o que pode 

ter contribuído para a redução da expressão da Hiomt/Asmt(102), já que a inibição desse 

receptor também impede seu aumento noturno (102). A atividade da HIOMT também é 

reduzida e perde a variação dia e noite após a ganglionectomia (53,82).  

 Analisando esses dados em conjunto, vemos que a fisiologia da glândula pineal está 

comprometida após a ganglionectomia. A alteração do perfil de expressão gênica dos receptores 

α adrenérgicos, a redução da expressão gênica de Adrβ, Tph, Hiomt e Aanat levam à síntese 

prejudicada de melatonina. A AANAT é a enzima passo limitante na síntese de melatonina 

(42,103). A abolição do ritmo de expressão gênica e atividade dessa enzima, leva a redução da 

síntese de melatonina e à ausência de sua ritmicidade, que passa a apresentar valores 

semelhantes de dia e de noite (49), afetando assim sua capacidade cronobiótica. 

 Independentemente do tempo experimental adotado, na glândula pineal dos animais 

controles, foi vista a expressão rítmica diária dos genes Bmal1, Cry1, Cry2, Per1, Per2, Dbp e 
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Rev-erbα, de acordo com a literatura (59,64,67,68,104). A relação de fase entre os genes foi 

mantida, com acrofase de Bmal1 no início da fase de claro, Rev-erbα com fase oposta à Bmal1 

e os genes Crys e Pers com acrofase durante a fase de escuro (105). Demonstrando que há uma 

maquinaria funcional do oscilador nessas glândulas com inervação periférica simpática 

mantida. O único gene cuja expressão não apresentou variação rítmica foi o Clock que se 

manteve constante ao longo do dia, o que também já foi observado em outros tecidos, como no 

NSQ (106). 

A ganglionectomia levou à importantes alterações no oscilador molecular da pineal, 

abolindo o ritmo de Cry1, Cry2, Rev-erbα independentemente da duração de protocolo, e 

alterando os parâmetros rítmicos em todos os genes, com exceção de Clock. Essa perda de 

ritmicidade em alguns genes já era esperada, uma vez que a glândula pineal de mamíferos não 

é uma estrutura oscilatória autônoma e, portanto, depende de inervação simpática (107), além 

disso, em outro trabalho in vitro, foi demonstrado que a noradrenalina é um importante ativador 

da transcrição rítmica dos genes relógio na glândula pineal (71). 

O Bmal1, que teve sua expressão reduzida e os parâmetros rítmicos alterados, é um 

componente importante do oscilador, participando tanto da alça primária quanto da secundária. 

Como já mencionado, após transcrito e traduzido, BMAL1 juntamente com CLOCK, formam 

o dímero CLOCK:BMAL1 responsável por, no núcleo, ativar a expressão de uma série de 

genes, como Cry (1,2), Per (1,2,3), Rev-erbα e Rorα (22,23,58). Coerentemente, as expressões 

de alguns desses genes se mostraram reduzidas após a remoção bilateral do gânglio cervical 

superior. A sequência à qual CLOCK:BMAL1 se liga ativando a transcrição desses genes 

também pode ser encontrada no primeiro íntron da Aanat em ratos (108), fazendo com que a 

síntese de melatonina também seja regulada por esse complexo. Sendo assim, a alteração vista 

na expressão rítmica diária do gene Bmal1 pode, além de alterar o oscilador molecular, interferir 

na síntese de melatonina. Sendo esse mais um mecanismo por trás da redução da expressão 

gênica da Aanat e, consequentemente da síntese de melatonina, após a remoção da inervação 

simpática.  

A ritmicidade diária da expressão gênica de Per1 também foi consideravelmente 

alterada na glândula pineal de ratos após a ganglionectomia, com a redução de seu mesor e 

amplitude, e adiantamento de fase após 10 dias e 12 semanas de cirurgia,  demostrando assim 

que a estimulação noradrenérgica é fundamental para a sua ritmicidade. Segundo Sugimoto e 

colaboradores (2011), após a ativação do receptor α1 adrenérgico, haveria o recrutamento das 

proteínas ERK e JNK. A JNK teria o efeito de fosforilar a c-Jun, que juntamente com a ERK 

promoveriam o aumento da expressão gênica de Per1 (70). Como nos animais 
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ganglionectomizados não há estimulação noradrenérgica nas células da glândula pineal, essa 

sinalização deve estar deficitária, o que promoveu a alteração na expressão gênica de Per1 

nesses animais. Além do receptor α1 adrenérgico, o receptor β também parece ter um papel, já 

que, em células de glioma, a sua ativação com noradrenalina inicia duas cascatas de sinalização 

(PKA/CREB e Src-GSK-3β) que culminam na transcrição do gene Per1 (109). Na ausência da 

sinalização noradrenérgica, se vê redução da via PKA/CREB já que a o receptor β não está 

sendo ativado, o que seria mais uma possível explicação pra redução da expressão de Per1 na 

glândula pineal. 

Somado a isso, a proteína DBP também pode agir como um ativador transcricional, se 

ligando diretamente na região promotora de Per1 ativando a sua transcrição (110). Na glândula 

pineal, viu-se a abolição e redução de Dbp após 10 dias e a diminuição do mesor após 12 

semanas de ganglionectomia. Essa redução poderia afetar a ativação transcricional promovida 

por esse gene sobre  atividade transcricional de Per1, sendo mais uma possível explicação para 

a redução vista. Essa dependência entre Per1 e Dbp também se manteve no núcleo 

supraquiasmático e no fígado, onde não houve redução da expressão de nenhum dos dois 

quando comparado ao grupo controle. Outro indicativo é a manutenção da relação de fase entre 

esses dois genes, no qual o pico de Dbp precede o de Per1 em todos os tecidos estudados, 

ressaltando o seu papel como ativador transcricional de Per1. 

 Após o Clock, Per2 foi o gene que sofreu as menores alterações pela ausência de 

noradrenalina, mantendo um perfil muito semelhante ao grupo controle. Apesar de alguns 

trabalhos estabelecerem a relação entre a expressão gênica de Per2 e a presença de 

noradrenalina (111), uma possível explicação para o fato de a ganglionectomia não ter abolido 

a ritmicidade de Per2 é que, como mostrado em trabalho anterior, a expressão do gene, pode 

ser sustentado pela temperatura e glicocorticoides, mesmo na ausência do complexo ativador 

CLOCK:BMAL1 (112) não dependendo da inervação simpática diretamente e não sendo 

afetado pelas alterações vistas em Bmal1. 

A ativação transcricional do gene Dbp é dependente da ligação, em sua região promotora 

do complexo CLOCK:BMAL1 (110). Na glândula pineal a expressão do gene Bmal1 foi afetada 

pela ganglionectomia, independentemente da duração dos protocolos. A redução vista nesse 

gene, pode ter levado às alterações vistas na expressão do gene controlado pelo relógio, Dbp. 

 A ganglionectomia e a pinealectomia resultam em diferentes alterações do padrão de 

melatonina circulante. A remoção bilateral dos gânglios cervicais superiores promove uma 

queda significativa da síntese de melatonina (o valor noturno sendo aproximadamente 15% do 

conteúdo de melatonina da noite de animais controles), além de abolir a ritmicidade de 
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produção ao abolir o pico noturno e aumentar discretamente o conteúdo diurno (51). A remoção 

da glândula pineal, por sua vez, promove a redução da melatonina plasmática a níveis 

indetectáveis (113). 

O núcleo supraquiasmático coordena a variação rítmica de osciladores periféricos, direta 

e indiretamente, através de efetores neurais e humorais. A melatonina é um importante 

marcador circadiano interno, que pode ser considerada como um dos sinais humorais 

controlados pelo núcleo supraquiasmático para regular a oscilação de estruturas centrais e 

periféricas (114). Tendo em mente seu papel como mensageira circadiana, a sua ausência ou 

redução e arritmicidade, poderia levar ao comprometimento de osciladores periféricos, como já 

visto para o tecido adiposo branco (115). 

O fígado é um oscilador periférico, cuja ritmicidade e sincronização é fundamental para 

que exerça a sua função. Portanto, para a sobrevivência do organismo, o fígado deve responder 

prontamente às alterações cíclicas do meio ambiente. A manutenção da expressão dos genes 

relógio e de suas fases promove a correta regulação das funções hepáticas e o seu ajuste perante 

alterações ambientais através da regulação de enzimas, garantindo, por exemplo, a homeostase 

do metabolismo de glicose, já que alguns genes envolvidos nas alças do oscilador molecular 

contribuem para tal (116,117). Sabendo das alterações promovidas pela pinealectomia e pela 

ganglionectomia com relação à presença de melatonina no plasma e o papel do fígado como 

oscilador na manutenção do metabolismo, fez-se interessante a análise de seu oscilador 

molecular sob as duas condições. 

Porém, apesar da provável alteração plasmática de melatonina promovida pelos dois 

métodos cirúrgicos, a análise do oscilador molecular do fígado revelou sua robustez, não 

havendo diferenças significativas entre o visto nos animais operados e nos controles, com 

exceção do gene Cry2 no fígado. A ausência de melatonina ou a sua redução e falta de 

ritmicidade não alterou a expressão da maioria dos genes relógio, e apesar de haver uma 

importante regulação do NSQ sobre a expressão circadiana de genes no fígado (118), as 

alterações vistas nos osciladores do NSQ mediante ganglionectomia e pinealectomia por 12 

semanas, não geraram modificações neste oscilador periférico. Além de estar sob regulação 

direta do NSQ, o fígado também é coordenado por outras variáveis rítmicas que podem ditar 

sua oscilação, como é o caso do regime de consumo alimentar, ao qual o fígado responde 

rapidamente às alterações (119–121), fazendo o ajuste fino de seu papel no metabolismo 

energético e no processamento de alimentos de acordo com essas variações. 

No fígado, um dos papéis da melatonina é o controle do metabolismo energético. 

Estudos mostram que o tratamento com melatonina promove o aumento da síntese de 
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glicogênio em hepatócitos, dentre outros motivos, pelo aumento da fosforilação da enzima 

GSK3β (122), que pode seguir para a formação de glicogênio ou também fosforilar em Ser553 

a proteína DYRX1A, que por sua vez fosforila ritmicamente em Ser557 a porção C-terminal de 

CRY2 culminando na degradação dessa proteína durante a noite, auxiliando na manutenção de 

sua ritmicidade (123). Na ausência da melatonina, a variação rítmica dessa cascata poderia estar 

afetada, promovendo o acúmulo de CRY2 no fígado e um desbalanço na sua capacidade de 

inibir ritmicamente a sua própria transcrição. Essas alterações poderiam justificar a ausência de 

ritmo do único gene afetado no oscilador do fígado, o Cry2.  

Sabath e colaboradores (2014) (124) mostraram que o oscilador molecular do fígado é 

regulado principalmente pela alimentação do animal, já que diferentes regimes alimentares 

modularam a expressão dos genes relógio mesmo após lesão do núcleo supraquiasmático, e 

consequente ausência das pistas rítmicas provenientes dessa estrutura. Uma vez isolados do 

núcleo supraquiasmático, os hepatócitos conseguiram se ajustar mais rapidamente aos ciclos de 

alimentação (125). Por esse ajuste dos genes relógio promovido pelo ritmo de alimentação, 

independentemente da influência do NSQ, a ideia de hierarquia entre os osciladores tem sido 

discutida. 

 Apesar dessa prevalência de coordenação do ritmo do fígado pelos ciclos de alimentação 

e os dados vistos no atual trabalho, em uma pesquisa feita por Houdek e colaboradores (2016) 

(126) com ratas, viu-se que em animais pinealectomizados por 1 ano, a ausência da melatonina 

levou à alteração parcial do oscilador molecular do fígado, visto pela redução da expressão de 

Per1, Per2 e Bmal1, e manutenção de Dbp e Rev-erbα. Uma das diferenças entre os protocolos 

é a escolha do gênero do modelo animal. No presente trabalho optou-se pela utilização de 

animais machos enquanto que Houdek et al. (2016) utilizaram fêmeas. Sabe-se que a expressão 

de Bmall1, Per1 e Per2 no plexo coroide varia entre machos e fêmeas (127), provavelmente 

devido às diferenças entre os hormônio sexuais de ambos. A modulação dos genes relógio 

dependente do gênero poderia justificar a diferença observada entre os dois trabalhos. Por fim, 

outra diferença observada foi a duração do tempo de protocolo. As 12 semanas de 

ganglionectomia ou pinealectomia aos quais os animais foram aqui submetidos pode não ter 

sido o suficiente para gerar alguma alteração no oscilador hepático, reforçando o interesse em 

se investigar como funcionaria tal oscilador nesses animais por um período maior.  

 Em um trabalho de 2014, Bonaconsa et al. viram que a expressão circadiana de alguns 

genes relógio do fígado de animais jovens (3 meses) foi diferente do de animais envelhecidos 

(22 meses), havendo a redução de Per1 e Per2, o aumento de Rev-erbα e a tendência ao aumento 

de Cry1, Cry2, Clock, Bmal1 e Dbp (62). No presente trabalho, foram avaliados animais com 2 
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e 5 meses de idade. Entre os animais controles, viu-se que a duração do protocolo promoveu a 

redução de Per2 e o aumento de Rev-erbα, e Dbp, coincidindo com o observado anteriormente. 

Os outros genes que apresentaram variação ao longo do tempo, não seguiram o padrão visto 

por eles. Uma possível explicação é a diferença de idade, já que ratos com 5 meses ainda são 

considerado jovens e não envelhecidos. Portanto, apesar de não demonstrar a mesma oscilação 

entre os genes, assim como Bonaconsa et al., no atual trabalho foi vista a alteração da expressão 

de genes relógio no fígado com o passar do tempo, mostrando a influência que o processo de 

envelhecimento tem sobre o oscilador molecular.  

Na pinealectomia há a remoção apenas da pineal superficial, e por vezes do pedúnculo 

pineal, de forma que a pineal profunda permanece em sua posição. A pineal profunda está em 

contato com a parede do terceiro ventrículo, suscitando a hipótese de que haveria a secreção de 

melatonina no fluido cérebro espinhal (128), que proveria a sinalização melatoninérgica no 

sistema nervoso central em animais controles. Porém, a remoção da pineal superficial promove 

o rompimento das fibras simpáticas que chegam à pineal profunda pelo pedúnculo pineal e faz 

com que se degenerem, perdendo sua função, portanto, apesar de íntegra, essa pineal profunda 

permanece desnervada (47). Em outro trabalho, foi visto que a remoção da pineal superficial 

em ratos, não promoveria mudanças de posição na pineal profunda, porém causaria uma 

redução em seu volume citoplasmático e nuclear, indicando uma atrofia e prejuízo na síntese 

de melatonina (129), levando a crer que a remoção da pineal superficial levaria à não produção 

de melatonina pela pineal profunda, por desnervá-la e atrofiá-la. Diferentemente, os efeitos da 

ganglionectomia sobre a produção de melatonina da pineal profunda seriam os mesmos vistos 

na pineal superficial, com a inibição do pico noturno (mantendo a melatonina em níveis baixos) 

e consequente variação circadiana. De forma que provavelmente haja liberação de melatonina 

de forma arrítmica no 3º ventrículo pela pineal profunda, diferente do visto na pinealectomia. 

 No trabalho atual, viu-se que em animais ganglionectomizados houve a abolição da 

ritmicidade de Cry1 e Cry2, principalmente após 12 semanas. Nos animais pinealectomizados, 

esses dois genes também foram modificados, mas de maneiras diferentes, com adiantamento de 

fase de Cry1 e aumento do mesor em Cry2. Dessa forma, entende-se que a variação rítmica da 

melatonina é fundamental para o ajuste e manutenção do ritmo do oscilador central. O núcleo 

supraquiasmático de ratos possui receptores de melatonina MT1 e MT2 (130,131), permitindo 

que a melatonina aja como um mecanismo de feedback para os osciladores dentro do núcleo 

supraquiasmático (132,133), realizando o ajuste de fase e mantendo a estabilidade do ritmo 

através do controle de proteínas proteassomais que regulam o ritmo de degradação das proteínas 

do oscilador, principalmente no que diz respeito à alça negativa (134), e de fato todos os 
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componentes da alça primária negativa foram modificados de alguma forma, a curto ou longo 

prazo. Somado a isso, a microinjeção de melatonina na pars tuberalis de rato, foi capaz de 

induzir a expressão gênica do gene Cry1, demonstrando que o sinal melatoninérgico pode ser 

um regulador da expressão desses genes (135). 

 Apesar de a regulação dos genes relógio variar entre os tecidos, a expressão do gene 

Per2 após 12 semanas de pinealectomia não foi alterada, assim como o visto em outra região 

do encéfalo após 4 semanas por Amir e colegas em 2000 (136).  

No trabalho de Houdek e colaboradores (2016), viu-se que a pinealectomia por 1 ano 

não foi capaz de alterar as expressões de Per1, Per2, Bmal1 e Rev-erbα no núcleo 

supraquiasmático de ratas, enquanto que no presente trabalho, a pinealectomia por 12 semanas 

apenas Per2 e Rev-erbα não tiveram suas expressões alteradas e Bmal1, Cry1, Cry2 e Per1 

tiveram a alteração de um parâmetro rítmico. Na ganglionectomia, Per1 e Rev-erbα não tiveram 

a sua expressão alterada, porém os ritmos de Cry1 e Cry2 foram abolidos. As diferenças 

observadas podem estar correlacionadas com o tempo de protocolo (e, portanto, com idade dos 

animais como já mencionado), e no caso da ganglionectomia a diferença de metodologia. De 

toda a maneira, ambos os trabalhos demonstram a relevância da sinalização melatoninérgica no 

núcleo supraquiasmático para o correto ajuste do oscilador molecular. 

Além disso, há a presença de GSK3β no núcleo supraquiasmático, e como mencionado 

acima, através de mecanismo proteassomal rítmico, ajuda na regulação rítmica de genes relógio, 

modulando o ritmo de degradação de proteínas como PER2, CRY2, CLOCK, BMAL1 e REV-

ERBα (137). Isso poderia em parte explicar as alterações nos parâmetros rítmicos da expressão 

de vários genes relógio após as alterações provocadas pela alteração de melatonina, já que a 

fosforilação de GSK3β é regulada por esse hormônio. 

Assim como o visto no fígado, o aumento da idade dos animais controles, devido ao 

tempo de protocolo, levou à alterações na expressão dos genes relógio no núcleo 

supraquiasmático, e apesar de não seguir o mesmo padrão de resposta observado por Bonaconsa 

et al. (62), inclusive pela diferença de idade dos animais, esse dado demonstra a alteração da 

expressão gênica dos osciladores do núcleo supraquiasmático ao longo de sua vida. Sabendo, 

portanto, que a alteração de melatonina (redução e abolição de ritmo) foi capaz de alterar a 

expressão do oscilador do NSQ e que a melatonina é um marcador temporal circadiano, sazonal, 

mas também ontogenético, a redução da melatonina poderia ser um dos motivos que levaria à 

tais alterações decorrentes na expressão dos genes relógio durante o envelhecimento (138). 

 Mediante os resultados obtidos até o momento, podemos afirmar que a inervação 

simpática na glândula pineal é fundamental para o organismo, não só por controlar a função 
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principal da glândula (produzir e secretar melatonina), mas também por comandar os principais 

genes responsáveis pela ritmicidade diária do seu metabolismo e influenciar indiretamente, 

através da redução e arritmia de melatonina, a ritmicidade circadiana do oscilador central de 

mamíferos. 

 O peso corporal e o consumo alimentar não foram alterados após 12 semanas de 

ganglionectomia ou pinealectomia. Trabalhos mostram que tratamento com melatonina leva à 

perda de peso (139,140), diferente do visto no presente trabalho, já que na ausência da 

melatonina deveria haver um aumento do peso. Dados do nosso grupo ainda não publicados, 

mostram que os animais pinealectomizados apresentam um peso maior do que os animais 

controles após 9 meses, justificando a não diferença observada no presente trabalho. 

 As análises dos ritmos de temperatura e atividade motora através dos termogramas e 

actogramas, respectivamente, mostraram que os animais de todos os grupos apresentaram um 

ritmo estruturado desses parâmetros. No qual puderam ser observados maiores valores de 

temperatura (141) e atividade durante a fase de escuro, refletindo assim o perfil de um animal 

noturno.  

 De acordo com os dados vistos aqui, a síntese de melatonina prejudicada foi capaz de 

alterar o perfil diário da produção de calor. O ritmo de temperatura corporal é controlado pelo 

núcleo supraquiasmático, e é considerado um importante marcador de ritmicidade já que 

costuma ser robusto e bastante estável. Porém, também pode ser influenciado por fatores 

externos como claro-escuro ambiental, ciclo de atividade, interações sociais e variação da 

temperatura ambiental e fatores internos como oscilações hormonais (142). Aparentemente, a 

melatonina aparece modulando a temperatura corporal desses animais.  

 Em animais controles, o mesor e a amplitude ao longo do tempo não variaram, porém a 

alteração do padrão de melatonina foi capaz de alterar o ritmo de temperatura desses animais 

diferentemente, de forma que nos animais ganglionectomizados, os parâmetros analisados 

ficaram como intermediários entre o grupo controle e o pinealectomizado. Uma possível 

explicação para essa diferença é que na pinealectomia há inibição total da melatonina, enquanto 

que nos animais ganglionectomizados, se nota uma redução e abolição de seu ritmo.  

 Nos animais pinealectomizados, a diminuição do mesor e aumento da amplitude 

demonstrou que a ausência de melatonina aumentou a diferença dia e noite, principalmente pela 

redução da temperatura na fase de claro, aumentando, em consequência a amplitude do ritmo.  

 O tecido adiposo marrom é um importante tecido termorregulador, promovendo geração 

de calor. A melatonina é capaz de estimular o crescimento desse tecido em hamsters (143), de 

aumentar a termogênese não dependente de tremor, por aumentar a quantidade de proteínas 
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mitocondriais, principalmente a proteína desacopladora 1 (UCP1), e aumentar a atividade da 

enzima citocromo oxidase no tecido adiposo marrom de hamsters (144). Em 2013, Jimenez-

Aranda (145) e colaboradores também mostraram que a administração oral de melatonina foi 

capaz de induzir a modificação de um tecido adiposo branco em um tecido adiposo bege, através 

do processo de “browning”. Esse tecido bege seria intermediário entre o tecido adiposo branco 

e o marrom, mas também com produção de calor. Juntas essas evidências mostram o papel da 

melatonina no aumento da produção de calor, de forma que quando na sua ausência, espera-se, 

como de fato se viu, uma redução da temperatura do animal. 

 Complementando o que foi visto na temperatura, os animais pinealectomizados 

exibiram um aumento da atividade motora, impedindo a queda de atividade vista ao longo do 

tempo nos animais controles. Esse resultado corrobora o visto em outros trabalhos, como o de 

Wong e Whiteside (1967) e de Reiss et al. (1963), onde a administração de melatonina foi capaz 

de reduzir a atividade de ratos, logo a sua ausência o faria aumentar. Além disso, esse aumento 

da atividade pode ser um mecanismo compensatório para a redução de temperatura vista nos 

animais pinealectomizados, na tentativa de se produzir calor através da atividade muscular. 

Trabalhos mostram que alterações em genes envolvidos na manutenção da estrutura 

rítmica circadiana, podem resultar em fortes alterações no ritmo de atividade locomotora desses 

animais. Em camundongos mutantes para a ausência de Dbp, o período da atividade motora dos 

animais mantidos em condições constantes é mais curto e quando mantidos em um ciclo de 

iluminação claro-escuro (12 h/12 h) a atividade motora diária se mostrou reduzida (146). Nem 

a ganglionectomia e nem a pinealectomia por 12 semanas promoveram alterações na expressão 

de Dbp no núcleo supraquiasmático, responsável pela coordenação rítmica da atividade motora. 

Esse dado, juntamente ao fato de os animais serem mantidos em regime de luz claro-escuro (12 

h/12 h) poderiam explicar a manutenção do período de atividade dos animais em um valor 

próximo às 24 h.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Em conjunto esses dados mostram a importância da inervação simpática na glândula 

pineal para a manutenção da integridade do sistema circadiano, já que a remoção da inervação 

simpática através da ganglionectomia, promoveu alterações na fisiologia rítmica da glândula 

pineal, sendo capaz de alterar os genes relógio expressos nesse tecido. Além disso, através da 

alteração na via de síntese de melatonina, e provável alteração do padrão de secreção desse 

hormônio, com redução e abolição da variação entre o dia e a noite, a ganglionectomia levou a 

alterações na expressão do oscilador central de mamíferos. Demonstrando que para gerar 

alterações na expressão rítmica do oscilador molecular do núcleo supraquiasmático, não é 

somente necessária a ausência completa de melatonina. Sendo assim, extrapolando esse dado, 

o ciclo de iluminação artificial a que estamos expostos atualmente, com fotoiluminação 

inclusive durante a noite, poderia afetar o oscilador central diretamente através da via retino-

hipotalâmica, mas também indiretamente através da alteração da síntese de melatonina, já que 

é sabido que, assim como a ganglionectomia, pulsos de luz durante a noite é capaz de reduzir a 

via de síntese e, consequentemente, a secreção de melatonina (147,148), reenfatizando a 

necessidade de estudos na área.  

Apesar de ser muito importante para manter essa coesão do sistema através de seus 

efeitos no supraquiasmático, os efeitos observados pela ganglionectomia nos ciclos de atividade 

e temperatura, foram menos marcantes do que aqueles provocados pela ausência total de 

melatonina através da pinealectomia, reforçando a ideia de que de fato a melatonina é um 

importante mensageiro circadiano, e que a sua redução ou arritmiticidade, e principalmente sua 

abolição, é capaz de gerar modificações no sistema circadiano, molecularmente e 

comportamentalmente. 
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