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Dedico a grande teia formada por pessoas queridas

Que tém as suas vidas entrelacadas na minha



“O homem € a Unica criatura que pode alargar suas areas
de comportamento inteligente pelo pensar [vale incluir os
outros animais]. Ele consegue isso melhorando suas
habilidades especificas através do dominio sobre os detalhes.
Como? Prestando a maxima atengéo ao que esteja fazendo e
experimentado, na ocasido em que o esteja fazendo e
experimentando. Entdo, mais adiante ele faz ressuscitar a
experiéncia em sua mente para enxergar como poderia ter
agido melhor. Com esse processo ele se prepara para agir
mais inteligentemente na proxima vez que essa situagéo
surgir; ainda mais, ele estara constantemente adquirindo
novas habilidades com as quais enfrentara novas situagdes”.

David Harold Fink
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Resumo

Gongalves, F.B. (2006). Influéncia da auto-selecdo a luz no ritmo circadiano de
atividade motora em Callithrix jacchus. Dissertacao de mestrado, Universidade Federal
do Rio Grande do Norte, Natal.

Os sagiiis, Callithrix jacchus, sdo primatas estritamente diurnos. A ritmicidade da
atividade motora ¢ gerada pelo sistema de temporizacdo circadiano e modulada por
fatores ambientais, principalmente pelos estimulos foticos que compdem o ciclo claro e
escuro. Os estimulos foticos podem ajustar os osciladores biologicos promovendo
mudancas no padrao ritmico da atividade, mecanismo denominado de arrastamento. Em
contrapartida, a acdo direta sobre o ritmo expresso, sem atuar nos osciladores
biologicos, promove o mascaramento. Dessa forma, os estimulos foticos sdo capazes de
induzir dois mecanismos distintos que, de forma isolada ou conjunta, podem levar a
sincronizagdo do ritmo circadiano de atividade motora (RCA). Dentre os elementos que
influenciam a sincronizagdo, destacam-se a duragdo e os momentos de exposi¢do a luz.
Se no ambiente natural, os sagiiis podem optar por locais de diferentes intensidades
luminosas e estdo sincronizados ao ciclo claro-escuro (CE), como os mecanismos da
sincronizagdo fotica podem ser avaliados em laboratorio, através da auto-selecdo a luz?
Com o objetivo de responder a essa questdo, foram estudados quatro sagiiis machos
adultos em duas condi¢des: com e sem a caixa-ninho. Os animais foram submetidos ao
ciclo CE (12:12/ 350:2 lux) e ao claro constante (CC: 350 lux) em gaiolas individuais
contendo em seu interior uma caixa-ninho opaca, que permitia a auto-selecao a luz. Na
sala, a temperatura foi de 25,6°C (£ 0,3°C) e a umidade de 78,7 (£ 5%). O registro da
atividade motora foi realizado em intervalos de 5 min por sensores de movimento por
infravermelho instalados sobre as gaiolas. O perfil da atividade motora foi distinto nas
duas condicdes: sem a protecdo da caixa ninho contra a luz, a freqliéncia de atividade
foi maior em CT 11-12 (ANOVA; F323)= 62,27; p <0,01). Sem caixa-ninho, a duragdo
da fase ativa (a) foi prolongada em cerca de 1 h (teste t, p < 0,05) e os animais
apresentaram retardos significativos para o inicio e término da atividade (teste t, p <
0,05) e para a acrofase (intervalos de confianca a 5%) do RCA. Em CC, a exposi¢do
forcada a luz prolongou a fase ativa e modificou a expressdo enddégena do periodo do
ritmo circadiano de atividade motora. A partir da analise dos resultados, concluimos que
a auto-selecdo a luz ¢é capaz de modificar diversos parametros do ritmo circadiano de
atividade motora em sagiiis, permitindo o estudo dos mecanismos que mediam a
sincronizagdo através do modelo de toca. Pois, na auséncia da caixa-ninho houve um
atraso de fase entre 0 RCA e o CE (arrastamento) e um aumento da atividade motora no
final da fase de claro (mascaramento positivo). Além disso, em CC, a exposicao forgada
a luz modificou o a e a expressdo endogena do RCA. Portanto, sugere-se que a auto-
selecdo a luz deva ser considerada em estudos que avaliam a ritmicidade bioldgica em
sagiiis.

Palavras-chaves: atividade motora; sincroniza¢ao; mascaramento; Callithrix jacchus



Abstract

Gongalves, F.B. (2006). The influence of self-selection of light on motor activity
circadian rhythm in Callithrix jacchus. Dissertacdo de mestrado, Universidade Federal
do Rio Grande do Norte, Natal.

Marmosets, Callithrix jacchus, are strictly diurnal animals. The motor activity
rhythmicity is generated by the circadian timing system and is modulated by
environmental factors, mainly by photic stimuli that compose the light-dark cycle.
Photic stimuli can reset the biological oscilators changing activity motor pattern, by a
mechanism called entrainment. Otherwise, light can act directly on expressed rhythm,
without act on the biological oscillators, promoting the masking. Thus, photic stimuli
can synchronize the circadian activity rhythm (CAR) by two distinct mechanisms,
acting isolated or at a combined way. Among the elements that can influence photic
synchronization, the duration and time of photic exposure is pointed out. If in the
natural environment the marmoset can choose places of different intensity illumination
and is synchronized to light-dark cycle (LD), how the photic synchronization
mechanism can be evaluated in laboratory by light self-selection? With objective to
response this question, four adult male marmosets were studied at two conditions: with
and without sleeping box. The animals were submitted to a LD cycle (12:12/ 350:2 Ix)
and constant light (LL: 350 1x) conditions in individual cages with an opaque sleeping
box, that permitted the light self-selection. At the room, the temperature was 25.6 °C (£
0.3 °C) and humidity was 78.7 (£ 5%). The motor activity was recorded at 5 min bins by
infrared movement sensors installed at the top of the cages. The motor activity profile
was distinct at the two conditions: without the sleeping box protection against light, the
activity frequency was higher at CT 11-12 (ANOVA; F323)= 62.27; p < 0.01). Also, the
duration of the active phase (o) was prolonged of about 1 h (t test, p < 0.05) and the
animals showed a significant delay on the activity onset and offset (t test, p < 0.05) and
at the acrophase (confidence intervals of 5%) of CAR. In LL, the light continuous
exposure prolonged the active phase and influenced the endogenous expression of the
circadian activity rhythm period. From the result analysis, it is concluded that the light
self-selection can modify several parameters of CAR in marmosets, allowing the study
of the synchronization mechanism using the burrow model. Thus, without sleeping box
there was a phase delay between the CAR and LD (entrainment) and an increase of
activity near lights off (positive masking). Furthermore, in LL, the light continuous
exposure modifies a and the endogenous expression of CAR. It is suggested that the
light self-selection might be take into account at investigations that evaluate the
biological rhythmicity in marmosets.

Keywords: motor activity; synchronization; masking; Callithrix jacchus
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1. Introducao

1.1. Importancia da organizagdo temporal da matéria viva

Os fatores ambientais atuam como agentes determinantes em varios niveis
da organizagdo bioldgica: no comportamento, na fisiologia e na morfologia dos
organismos vivos (Biinning, 1967). Alguns desses fatores se repetem com
regularidade na natureza, ¢ desse modo, tornam-se pressdes ambientais que
atuam de forma recorrente na matéria viva (Marques, Golombek e Moreno,
2003).

Os organismos que apresentam a fisiologia € o comportamento com
ritmicidade correspondente aos fatores ambientais podem se antecipar
precisamente aos perigos iminentes no ambiente fisico, como por exemplo,
presenca de predadores e competidores, ou aos fatores benéficos, como por
exemplo, fonte alimentar em abundéancia (Menna-Barreto, 2003). Dessa maneira,
a organiza¢do temporal prévia das fungdes pode evitar gastos energéticos
desnecessarios e otimizar as atividades realizadas pelos organismos (Marques,
Golombek e Moreno, 2003; Cipolla-Neto, Marques e Menna-Barreto, 1988),
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo (Hurd e
Ralph, 1998).

As fungdes biologicas que apresentam ritmicidade sao chamadas de ritmos
biologicos. Essa denominagao se oficializou, e atualmente a expressdo ritmos
biologicos faz parte do léxico da Cronobiologia, que os define como fungdes
organicas que se repetem com intervalos de tempo regulares (Halberg, 1969).

Os ritmos biolégicos podem ser classificados de duas formas. A primeira
classificagdo ¢ baseada na freqiiéncia das oscilagdes bioldgicas (Halberg, 1960) e
enquadra os ritmos em trés categorias: (1) Ritmos ultradianos sao aqueles que se
repetem em menos de 20 horas, por exemplo, os batimentos cardiacos; (2)
Ritmos circadianos (circa: “cerca” e diem: “dia”) sdo aqueles que acontecem
aproximadamente a cada 24 horas, como por exemplo o ritmo de atividade e

repouso em animais; € (3) Ritmos infradianos, que se repetem menos de uma vez



por dia, apresentando intervalos superiores a 28 horas; dentre estes, o ciclo
menstrual nas mulheres.

Outra classificacdo mais recente (Araujo e Marques, 2003) critica a
utilizacdo da mesma escala temporal para classificar os ritmos biologicos (sufixo
diano: “dia”, acrescentado as categorias na primeira classificacdo). Pois, segundo
os autores, a primeira classificacdo ndo apresenta significado funcional e gera a
supervalorizagdo do ciclo dia e noite (24 h) em relagdo aos outros ciclos
ambientais. A classificacdo proposta por Araujo e Marques (2003) sugere que os
ritmos bioldgicos sejam agrupados de duas maneiras: (1) Ritmos que possuem
correlato ambiental, ou seja, ritmos que estariam relacionados a ciclos
geofisicos, como a atividade e repouso associada ao claro e escuro diario, e (2)
Ritmos sem correlato ambiental, que estariam relacionados a dindmica interna do
organismo, como os batimentos cardiacos e o ciclo menstrual.

Além disso, embora existam duas classificagdes possiveis para os ritmos
biologicos, entre elas hd o consenso no que diz respeito a definicio e a
caracterizagdo de suas propriedades. Entretanto, conhecer de que forma os
organismos conseguem gerar ¢ regular os ritmos biologicos ndo ¢ uma tarefa
simples.

ApoOs a constatacdo da ubiqiiidade da ritmicidade nos organismos vivos
(Aschoff, 1963), era mister desvendar a base morfofisiologica da geragdo do
padrdo ritmico das fungdes bioldgicas.

Entre os ritmos com correlato ambiental, a periodicidade circadiana ¢ a
mais estudada. Com o intuito de descobrir se os ritmos circadianos eram gerados
intrinsecamente por estruturas bioldgicas ou se apenas representavam uma
resposta passiva aos ciclos ambientais, era necessario submeter os organismos a
condi¢des ambientais constantes (Wever, 1979).

Sob a constincia do meio externo ou com a inexisténcia dos fatores
ambientais ciclicos, os ritmos circadianos continuavam a ser expressos,
comprovando a sua endogeneidade. Porém, nessas condicoes, o ritmo circadiano

oscila com periodicidade diferente de quando estd sob a influéncia das pistas



ambientais, por isso, recebe a denominagao de ritmo em livre-curso (Marques et
al., 2003).

A geragdo enddgena observada para os ritmos circadianos capacita os
organismos a manter sua ritmicidade, mesmo em condi¢des onde os ciclos
ambientais estdo ausentes. Além disto, proporciona uma organizagdo temporal
em suas funcdes bioldgicas (ordem temporal interna), contribuindo para a
otimizag¢do na realizagdo de suas atividades (Marques, 2002).

Ademais, a correlagdo dos ritmos endogenos com os eventos ambientais ¢
imprescindivel para a capacidade adaptativa, pois assim 0s organismos podem se
preparar antecipadamente as mudancas no ambiente e alocar suas fungdes
biologicas em uma base temporal ambiental propicia (DeCoursey e Krulas, 1998;

DeCoursey et al., 2000; Roenneberg, Daan e Merrow, 2003).

1.2. Sincronizagao fotica e seus mecanismos

As estruturas que atuam na geracdo enddgena dos ritmos circadianos nao
estdo isentas da influéncia ambiental. Ao contrario, os organismos estdo em
interacao continua com um ambiente oscilante, em que os ritmos circadianos sao
passiveis de um ajuste temporal pelos ciclos ambientais (Moore, 1999).

O processo de ajuste dos ritmos circadianos pela acdo dos fatores
ambientais recebe a denominacao de sincronizagdo. A sincronizagao possui duas
funcdes basicas: controlar a fase e ajustar o periodo dos ritmos endégenos (Turek
e Takahashi, 2001). Contemplando-se esses dois propdsitos, ha a estabilidade da
relagdo de fase entre os ritmos biologicos € os ciclos ambientais (Marques ef al.,
2003).

Dentre os ciclos ambientais que agem na organizagdo temporal dos
organismos, cita-se o ciclo dia e noite (ou ciclo claro e escuro) como um
zeitgeber (="“doador de tempo”’) preponderante, pois sua demarcagao temporal ¢é
regular e seu efeito sincronizador abrange diversas espécies, desde unicelulares

até animais mais complexos (Daan e Aschoff, 2001).



A sincronizagdo ao ciclo claro e escuro, também chamada de
sincronizagdo fotica, faz com que os organismos aloquem suas atividades nos
mesmos momentos a cada dia, por exemplo, animais que apresentam sua
atividade na fase de escuro sdo denominados noturnos e, de maneira analoga, os
animais com atividade alocada na fase de claro, diurnos. Desse modo, a
sincronizacao estd promovendo o controle da fase dos ritmos circadianos que
passam a estar correlacionados ao tempo ambiental. Além da demarcagdo
temporal das fungdes bioldgicas, o periodo dos ritmos circadianos sofre ajuste
ambiental, passando a oscilar com as 24 horas equivalentes a um dia.

A sincronizacdo fbética pode ser efetuada por dois mecanismos:
arrastamento e mascaramento (Mrosovky, 1999; Marques et al., 2003). Quando
a sincronizagdo ¢ obtida pelo processo de arrastamento, a luz atinge os
osciladores bioldgicos e ajusta o ritmo gerado por estes. Este arrastamento pode
ser promovido por uma agdo continua da luz (modelo paramétrico) ou por acao
discreta, através do fornecimento de pulsos de luz (modelo ndo-paramétrico),
(Pittendrigh, 1981; Daan & Aschoff, 2001). De maneira distinta, quando o
processo que promove a sincronizacdo ¢ o mascaramento, o ajuste no ritmo nao
perpassa os osciladores bioldgicos. A resposta obtida por este ultimo processo
ocorre pela atuacdo dos estimulos foticos diretamente sobre estruturas efetoras
(Aschoft, 1960; Mrosovsky, 1999).

Nos mamiferos, uma das estruturas responsaveis pela geracdo da
ritmicidade circadiana ¢ o nucleo supraquiasmatico (NSQ) (Rusak, 1977). O
NSQ estd localizado no hipotdlamo bilateralmente ao terceiro ventriculo e se
encontra sobre o quiasma oOptico (Meijer e Rietveld, 1989). A descoberta
inequivoca da importancia deste ntcleo, para a geragao dos ritmos enddgenos, foi
advinda dos experimentos realizados nos anos 90. Ralph, Foster, Davis e
Menaker (1990) demonstraram que lesionando o NSQ hé a perda da ritmicidade
das fungdes bioldgicas, e que a realizacdao de transplantes de NSQ apos a lesdo,
promove a restauracdo do ritmo antes perdido. Este nucleo foi por muito tempo
considerado o Unico oscilador biologico responsdvel pela geracao e controle de

todos os ritmos, denominado metaforicamente de relogio biologico.



Porém, a lesao do NSQ ndo ¢ capaz de inibir totalmente a expressdo de
ritmos bioldgicos. A atividade antecipatoéria ao alimento ¢ um destes ritmos que
nao desaparecem apos a lesdo do NSQ (Stephan et al., 1979). A persisténcia de
ritmos independentes ao NSQ suscita a i1déia da presenga de outros osciladores
bioldgicos, que funcionaria como o NSQ, recebendo informag¢do ambiental e
sincronizando. Além disso, a evidéncia mais recente quanto a presenca de
osciladores periféricos, que permitem a capacidade ritmica em Orgdos como
coracao, pulmdo (Balsalobre et al., 2000) e figado (Stokkan et al., 2001)
confirmam a idéia da presenca de outros osciladores bioldgicos (modelo
multioscilatorio) (Damiola et al., 2000; Balsalobre, 2002; Brandstaetter, 2004).

As evidéncias comportamentais que sustentam a idéia da presenca de
outros osciladores bioldgicos sdo provenientes principalmente de trés fendmenos
diferentes: a dessincronizagdo interna, a biparticao ou splitting e a dissociacao do
ritmo circadiano de atividade motora.

Na dessincronizagdo interna, ha o desacoplamento entre ritmos bioldgicos
que, antes mutuamente sincronizados, passam a expressar periodos diferentes,
havendo a perda da organizagdo temporal interna, de modo que as varias funcgoes
passam a manifestar periodos diferentes em resultado da falta de sincronia
(Aschoff et al., 1967). A dessincronizacdo interna pode ser ocasionada por
diversos fatores, podendo se apresentar de maneira espontanea (Weinert, Sturm e
Waterhouse, 2002), for¢ada (Wever, 1975; Aschoff, 1988) ou transitoria (Moore-
Ede e Sulzman, 1981; Nagano et al., 2003). Em todos os casos, diz-se que ha o
desacoplamento das funcgdes ritmicas geradas por osciladores biologicos
distintos.

No fendmeno da biparti¢do, quando o animal ¢ submetido a condigdes
constantes ¢ visualizada espontaneamente a expressdo de dois componentes
distintos para o ritmo circadiano de atividade motora. Estes dois componentes
ficam em livre-curso com periodos diferentes e podem se tornar estdveis
apresentando-se em antifase de 180° entre si (Pittendrigh, 1960). A biparticdao
pode ser considerada uma conseqiiéncia da condicdo de iluminagdo constante,

fazendo com que haja o desacoplamento entre os NSQs. A demonstracdo de que



os NSQs bilaterais ao terceiro ventriculo, direito e esquerdo, estariam envolvidos
na biparticao surgiu do experimento demonstrando que a lesdo unilateral do NSQ
promove o desaparecimento de um dos componentes expressos na biparti¢ao
(Pickard e Turek, 1982). Além disso, a posterior identificacdo da expressao
molecular nos NSQs de genes envolvidos na ritmicidade bioldgica durante a
biparticdo, reitera a hipotese de que a biparticdo € ocasionada pela perda do
acoplamento entre os nucleos supraquiasmaticos (de la Iglesia, Meyer, Carpino Jr
e Schwartz, 2002).

O modelo de dissociacdo ¢ caracterizado pelo surgimento simultdneo de
dois componentes do ritmo circadiano de atividade motora, com periodos
diferentes, quando o animal ¢ exposto a ciclos CE proximos ao limite de
arrastamento, entre 21 e 23 horas. Sob essas condi¢des, um componente do ritmo
de atividade sincroniza ao ciclo CE e o outro entra em livre-curso (Campuzano,
Vilaplana, Cambras e Diez-Noguera, 1998). Esse fendmeno ¢ entendido como
uma conseqiiéncia do baixo nivel de acoplamento entre as por¢des do NSQ, uma
localizada na regido ventrolateral e outra na regido dorsomedial (Welsh,
Logothesis, Meister e Reppert, 1995; Schwartz et al., 2000; Nakamura, Honma,
Shirakawa e Honma, 2001; de la Iglesia, Cambras, Schwartz e Diez-Noguera,
2004).

Os trés fendomenos supracitados revelam a natureza multioscilatoria da
geragdo dos ritmos biologicos, cujos osciladores podem ter diferentes graus de
acoplamento dependendo das condi¢des de iluminacdo (Cambras e Diez-
Noguera, 1991) e da atividade motora (Campuzano, Vilaplana, Cambras e Diez-
Noguera, 1999). Esses osciladores podem estar localizados fora do NSQ ou em
tecidos  periféricos  (dessincronizagdo  interna), nos dois  nucleos
supraquiasmaticos (biparticdo) ou até mesmo em subpopulagdes de cada NSQ
(dissociagao).

O relato da existéncia de outros osciladores ndo ¢ um tema recente. A
presenca de mais de um oscilador responsivo a luz e com capacidade de levar a
sincronizacdo das funcdes biologicas foi tema do artigo de Pittendrigh e Daan

(1976). Segundo os autores, existiriam dois osciladores em antifase de 12 h,



denominados oscilador matutino (M) e oscilador vespertino (V), que estariam
associados a aurora e ao crepusculo vespertino, respectivamente, € que estes
osciladores responderiam de forma distinta ao estimulo fotico. Apesar de trazer a
tona a idéia da existéncia de dois osciladores, este modelo ndo aponta uma
localizagdao exata. Somente com o advento de novos estudos, torna-se aceitavel a
especulagdo que tanto os NSQs direito e esquerdo (Daan et al., 2001) quanto as
por¢des ventrolateral e dorsomedial do NSQ (Jagota, de la Iglesia e Schwartz,
2000) possam ser as estruturas descritas por Pittendrigh e Daan na década de
1970.

Apesar de ser largamente aceita a natureza multioscilatoria da geracao dos
ritmos, o NSQ nao deixa de apresentar grande importancia, ao contrario, ainda
continua sendo considerado a estrutura principal na geragdo e na coordenacao do
ritmo circadiano expresso, assumindo a posicdo de maestro sobre os outros
osciladores bioldgicos presentes sincronizando-os ao ciclo claro e escuro
ambiental (Sakamoto et al., 1998).

O NSQ recebe as informacdes ambientais foticas através das células
retinianas, principalmente pelas células ganglionares que possuem melanopsina.
Essas células sdo responsaveis pela captacdo e pela transmissdo da informagao
fotica ao NSQ, por isso, a sua integridade € necessaria para que possa acontecer a
sincronizacdo fotica (Brainard e Hanifin, 2005). Os fotorreceptores que
participam da visdo, cones e bastonetes, ndo sdo considerados estruturas
imprescindiveis para a inducdo do processo de sincronizacdo fotica, pois na
auséncia desses fotorreceptores retinianos foi observado o arrastamento fético do
ritmo de atividade motora em sagiiis (Silva, Albuquerque e Araujo, 2005) e o
mascaramento fotico em ratos (Mrosovsky, Foster e Salmon, 1999; Mrosovsky,
Salmon, Foster e McCall, 2000; Mrosovsky, Lucas e Foster, 2001).

Tanto o processo de arrastamento quanto o de mascaramento podem
acontecer por diversos fatores ambientais, ou pelo mesmo estimulo ambiental. A
susceptibilidade do organismo ao estimulo aplicado € que determina a existéncia
de um processo ou do outro (Marques ¢ Waterhouse, 1994; Mrosovsky, 1999).

Em plantas e insetos, o ciclo de temperatura ambiental ¢ capaz de promover o



arrastamento dos ritmos biologicos (Marques et al., 2003), embora em primatas
diurnos, como o sagiii, esse estimulo seja considerado uma pista ambiental
ineficiente para arrastar o ritmo circadiano de atividade, mas capaz de mascara-lo
(Menezes, Moreira, Azevedo, Costa e Castro, 1993; Palkova, Sigmund e Erkert,
1999).

Por isso, os estimulos ambientais, capazes de sincronizar os ritmos
biologicos, promovem respostas espécie-especificas e ndo devem ser
categorizados nem em arrastadores € nem em mascaradores, pois a resposta
biologica diante do estimulo apresentado ¢ que difere um processo do outro
(Mrosovsky, 1999).

No arrastamento, os pulsos de luz que sdo captados pela retina e
transmitidos diretamente ao NSQ através do trato retino-hipotaldmico (TRH) e
indiretamente pelo trato geniculo-hipotalamico (TGH) sdo capazes de promover
mudangas de fase do ritmo gerado pelo oscilador biolégico (Moore, 1999). Essas
mudangas de fase sdo consideradas ajustes necessarios para que o ritmo biologico
permaneca sincronizado ao ciclo ambiental.

Esses ajustes, segundo o modelo nao-paramétrico de arrastamento, podem
ocorrer por meio de avangos ou atrasos do ritmo apods pulsos rapidos de luz. Se
um ritmo biologico possui o periodo enddégeno menor que 24 h, o ajuste
necessario consistira em um atraso de fase no NSQ. Por outro lado, se o ritmo
bioldgico possui o periodo enddogeno maior que 24 h, serd necessario um avango
de fase para que exista a sincronizacdo entre o ciclo ambiental e o ritmo
biologico. As mudancas de fase, embora promovidas pelo mesmo estimulo,
ocorrem em direcdes opostas devido a resposta do oscilador bioldgico, que por
sua vez ¢ dependente da fase em que o estimulo fotico incide. A construgao da
curva de resposta dependente da fase (CRF) para o estimulo luminoso permite
visualizar bem isso (Wechselberger e Erkert, 1994; Daan e Aschoff, 2001). Os
pulsos de luz que incidem do inicio da noite subjetiva, momento que corresponde
a fase de repouso do animal diurno ou de atividade do animal noturno,
promovem atrasos de fase e os que incidem no final da noite subjetiva promovem

avangos de fase. Portanto, na sincroniza¢ao fotica por meio do modelo ndo-



paramétrico de arrastamento, o NSQ sofrera ajustes abruptos para que os ritmos
gerados possam estar correlacionados aos ciclos ambientais de maneira efetiva
(Pittendrigh, 1981).

Entretanto, segundo o modelo paramétrico de controle da luz (Daan &
Aschoft, 2001), estes ajustes no periodo e na fase do ritmo podem ocorrer por
meio da aceleragdo ou desaceleracdo gradual da velocidade de funcionamento do
NSQ. A caracteristica principal que difere este modelo do anterior ¢ a duragdo do
estimulo fotico, que neste caso ¢ maior e, por isso, sua a¢cdao sobre o oscilador ¢
de forma continua. Contudo, semelhante ao modelo ndo-paramétrico, as
respostas do oscilador dependem da sua fase. No inicio da noite subjetiva o
oscilador sofre desaceleracao, diferente do atraso rdpido visto com a aplicagdo
dos pulsos de luz, e no final da noite subjetiva, o NSQ apresenta aceleracao, ndo
mais o avango subito. Porém, estas mudancas, seja na velocidade (paramétrico)
ou no angulo de fase (ndo-paramétrico), convergem numa mesma forma de ajuste
do ritmo enddgeno, o que leva a crer que estes dois modelos podem ter acoes
complementares e que trabalhem em uma mesma base funcional (Pittendrigh,
1981).

Quando a sincronizagao fotica ¢ mediada pelo processo de mascaramento,
o NSQ nado ¢ requerido. No mascaramento, o estimulo ambiental tem efeito
direto no sistema motor, e por isso, a falta de funcionalidade do NSQ nao impede
a ocorréncia do mascaramento (Redlin e Mrosovsky, 1999a), sugerindo que os
mecanismos de arrastamento € mascaramento ocorram em bases morfofuncionais
distintas. Isto ¢ apoiado por Groot e Rusak (2002), que demonstraram a
existéncia de diferenciagao molecular nos processos que induzem o arrastamento
e o mascaramento. Neste estudo observou-se que havia uma mutagdo génica que
ndo permitia o arrastamento do ritmo de atividade ao ciclo claro-escuro, mas o
animal mutante continuava a apresentar o mascaramento de sua atividade. Ou
seja, a mutagdo ocorrida no animal o tornava impedido de arrastar seu ritmo, mas
a acdo direta da luz sobre o ritmo (mascaramento) ndo sofreu prejuizos.

Entretanto, apesar do mascaramento ocorrer quando o NSQ esté lesionado,

ha estudos com hamsters (Redlin e Mrosovsky, 1999a; Aschoff, 1999) que



descrevem mudangas na responsividade do sistema a agentes mascaradores ao
longo das fases circadianas. Os autores descrevem que o mascaramento negativo
promovido pela luz foi mais forte no final da fase claro (CT 10-14), que
corresponde ao inicio da fase ativa para o hamster. Portanto, apesar do oscilador
bioldgico ndo promover o mascaramento, os resultados desse estudo demonstram
que o oscilador pode estar envolvido na modulacao circadiana do mascaramento
fotico.

O mascaramento foi classificado em positivo ou negativo por Aschoff e
von Goetz (1988, 1989), a partir da observacdo da ativacdo ou inibicdo da
atividade locomotora apods a aplicagdo do estimulo fético em hamster e em
passaros. O termo mascaramento positivo foi usado para descrever um aumento
da atividade provocada pela luz em espécies diurnas e pelo escuro em espécies
noturnas. O mascaramento negativo foi usado para descrever uma supressao da
atividade pelo escuro nos animais diurnos e pela luz nos animais noturnos.

A constatacdo de que a luz e o escuro podem desencadear respostas
contrarias tanto em espécies diurnas como noturnas fez com que surgisse outra
classificacdo. O termo mascaramento paradoxal positivo define o aumento da
atividade promovido pelo escuro em espécies diurnas e pela luz em noturnas. O
mascaramento paradoxal negativo consiste na inibicdo da atividade locomotora
provocada pela luz em animais diurnos e pelo escuro nos noturnos (Mrosovsky,
1999).

Embora tal terminologia ainda ndo tenha sido utilizada, o estudo realizado
por Erkert e Grober (1986) evidenciou o mascaramento paradoxal positivo
exercido pela luz sobre o ritmo de atividade locomotora em primata noturno.
Nesse estudo, foi testado o efeito de intensidades luminosas diferentes sobre o
perfil da atividade locomotora e da temperatura corporal no macaco-da-noite
(Aotus lemurinus griseimembra). Apesar de ser um animal noturno, com sua
atividade concentrada na fase de escuro, o Aotus apresentou aumento da
atividade locomotora e da temperatura corporal com o aumento da intensidade
luminosa. O mascaramento paradoxal positivo também foi observado em

primata diurno. Neste caso, verificou-se um aumento na atividade locomotora
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com a diminui¢do da intensidade luminosa fornecida em sagiiis. Sob intensidade
luminosa de 10 lux, os animais apresentaram niveis mais elevados de atividade
locomotora do que sob 500 lux, 200 lux ou 100 lux (Dias, 2001).

Portanto, vé-se que as condi¢des ambientais, principalmente o ciclo claro
e escuro, ¢ as bases neurobiologicas interagem entre si para regular a expressao
das fungdes biologicas.

Atualmente, considera-se que os dois mecanismos de sincronizagao
estejam envolvidos no estabelecimento da ritmicidade bioldgica harménica com
os ciclos ambientais. Entretanto, isso nem sempre foi assim. Durante muito
tempo, o mascaramento foi considerado uma perturbacdo promovida pelo
estimulo luminoso, que deveria ser evitado ou até mesmo abolido nos
experimentos (Lavie, 1989; Folkard, 1989). Com o desenvolvimento da
Cronobiologia, o mascaramento passou a ser considerado um mecanismo
importante para a sincronizacdo dos ritmos bioldgicos, participando juntamente
com o arrastamento no controle temporal das funcdes fisioldgicas e
comportamentais. Marques e Waterhouse (1994) sugerem que o mascaramento ¢
responsavel pelo ajuste fino dos ritmos bioldgicos aos ciclos ambientais, e que o
ajuste temporal de forma reativa, como no caso do mascaramento, evidencia a
flexibilidade dos mecanismos enddgenos aos estimulos ambientais que controlam
a sincronizacao fotica.

Apesar de ser dificil estudar o mecanismo de mascaramento isolado, ja se
encontram na literatura estratégias alternativas para separar o mascaramento do
arrastamento. Uma alternativa bem-sucedida impde aos organismos ciclos
ultradianos de claro e escuro (3,5:3,5). Dessa forma, os animais ndo conseguem
arrastar os ritmos biologicos, mas expressam um ritmo de atividade mascarado
pelo estimulo fotico (Redlin e Mrosovsky, 1999b).

Outro método existente permite aos animais a auto-sele¢do a luz, por meio
da utilizagdo do modelo de toca (Pratt ¢ Godman, 1986). Esse modelo ¢
caracterizado pela existéncia de um abrigo a luz (toca), onde os animais podem
selecionar os momentos de exposi¢do luminosa pelas preferéncias biologicas. A

existéncia de uma toca faria com que os animais pudessem expressar o ritmo
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endogeno com menos efeito do mascaramento, pois a auto-sele¢do tornaria o
ritmo de atividade expresso correspondente ao componente gerado pelo oscilador
(produto do arrastamento). De modo inverso, a auséncia da toca induziria a
exposicao a luz em momentos preteridos, o que aumentaria a possibilidade da
ocorréncia do mascaramento dos ritmos biologicos. A evidéncia que a
disponibilidade de um ambiente escuro (toca) promove uma diminuicao do efeito
de mascaramento foi observada no estudo de Bastos (2005). Neste, ratos
submetidos ao modelo de dissociacdo, ou seja, que apresentavam dois
componentes para o ritmo de atividade motora (um sincronizado ao ciclo CE e o
outro em livre curso), tiveram uma menor resposta reativa a luz com a presenca
de uma toca.

O estudo dos mecanismos que medeiam a sincronizacao fotica por meio
do modelo de toca aponta que a periodicidade do ritmo de atividade locomotora
de ratos ndo apresenta diferenga quanto a presenca ou auséncia da caixa-ninho,
mas a relacdo de fase pode ter uma forte tendéncia a ser modificada por causa da
forma de exposi¢ao luminosa (Refinetti, 2004). Em outro estudo realizado por
Boulos, Macchi, Houpt ¢ Terman (1996) foi evidenciado que hamsters nao
apresentam diferencas no periodo do ritmo quando estdo com ou sem a caixa-
ninho. Entretanto, a relacdo de fase entre o ritmo bioldgico e o ciclo ambiental e
a duragdo da fase ativa dos animais (o) sofrem mudangas na presenca da caixa-
ninho. Dessa forma, se a exposi¢do a luz pode ocorrer em momentos
preferenciais ou de maneira forgada, e isso induziria a ocorréncia do arrastamento
ou do mascaramento, a auto-selec@o a luz pode ter importancia na sincronizagao

fotica das fungodes fisioldgicas e comportamentais.
1.3. O sagiii como modelo experimental

O sagiii, Callithrix jacchus, possui distribuicdo territorial abrangente no
territorio brasileiro, sendo encontrado desde o nordeste até as regides centrais do

pais (Clarke, 1994). O sagiii ¢ um pequeno primata diurno com hébito arboreo

pertencente a familia Callithrichidae.
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E uma espécie adaptavel as condi¢des de cativeiro, onde consegue manter
alta taxa de fecundidade (Clarke, 1994) e repertorio comportamental complexo
(Yamamoto, 1993) semelhante ao que ¢ observado em condigdes naturais. Os
sagliis podem viver em grupos de 7 a 15 animais, em que o modo reprodutivo e
cuidado parental encontrados nessa espécie permitem que exista um forte fator
cooperativo entre eles na execugdo de suas atividades (Werdenich e Huber,
2002).

O sagiii foi estudado em diversas pesquisas que avaliam aspectos
relacionados ao desenvolvimento de doengas e aos parametros fisioldgicos. Seu
tamanho pequeno favorece a manuten¢do em condi¢des laboratoriais, embora
traga dificuldades para as pesquisas que promovam cirurgias € a analise
hormonal sérica (Clarke, 1994).

Uma revisdo ampla, recém-realizada, sobre a biologia do sagiii (Abbott,
Barnett, Colman, Yamamoto e Schultz-Darken, 2003) traz informacdes
relevantes sobre a reproducao e o desenvolvimento dessa espécie, € demonstra
que na ultima década houve um aumento consideravel do nimero de estudos que
o utilizam como modelo experimental em varias areas, como por exemplo,
nutricdo, farmacologia, toxicologia e comportamento. Em relagdo a
Cronobiologia, os primeiros estudos em sagiiis relataram a existéncia de
ritmicidade circadiana na ingestao de alimentos, na atividade geral (Petry, Riehl e
Zucker, 1987) e na secre¢ao do hormdnio melatonina (Guerin e Matthews, 1990).

Nesta mesma época, Erkert (1989) evidenciou a expressdao do ritmo de
atividade motora de sagiiis sob diversas condi¢cdes ambientais. Segundo Erkert
(1989), os sagiiis sdo animais estritamente diurnos, que acordam antes do acender
da luz e permanecem na caixa-ninho até a luz acender, somente depois disso
iniciam imediatamente sua atividade. A inibi¢do da atividade locomotora pelo
escuro caracteriza a existéncia de mascaramento negativo no inicio da fase ativa
dos sagiiis. Nesse mesmo estudo, sob CE (12:12), os sagiiis apresentaram uma
duragdo média da sua atividade de 11,1 £ 0,7 h, que terminou geralmente 1-2 h
antes do inicio do escuro, caracterizando uma diferenca de angulo de fase

positiva (y") do ritmo de atividade em relacio ao ciclo claro e escuro.
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O ritmo circadiano de atividade locomotora dos sagiiis foi estudado sob
intensidades luminosas diferentes (0,1 a 500 lux) e apos a realizagdo de
mudangas de fase de 6 h no ciclo claro e escuro. Nao foram observadas
mudangas significativas quanto ao periodo enddgeno desse ritmo em relagdo as
intensidades luminosas ou apo6s as mudangas de fase. Além disso, nas mudancgas
de fase, os animais apresentaram ciclos transientes até a ressincronizagao total do
ritmo circadiano de atividade, o que caracteriza a ocorréncia do arrastamento
nesta espécie (Erkert, 1989).

O periodo enddgeno (1) do sagiii sob condigdes de claro constante mostra-
se menor que 24 horas (23,2 + 0,3 h). Talvez por este fator, o animal possua uma
diferenga de angulo de fase positiva (") entre o ritmo de atividade e repouso e o
ciclo claro e escuro. Essa diferenca de fase positiva promoveria a visualizacao do
término da atividade antes do apagar das luzes e, por isso, a incidéncia luminosa
nesta fase poderia induzir efeitos ativacionais no sistema. Nesse estudo, evitou-se
a entrada na sala experimental nas ultimas duas horas do ciclo claro-escuro,
sugerindo que essa medida de controle considere a diferenga de angulo de fase
positiva (y"), entre a atividade e o CE, e a duracio da fase ativa (o) apresentadas
pelo sagiii (Erkert, 1989).

Os sagiiis s3o animais que t€ém convivio social e podem utilizar a dinamica
social ritmica para sincronizar os seus ritmos biologicos. Apesar da possivel
sincronizacao social, ¢ o estimulo fotico que exerce o papel fundamental no
controle da ritmicidade biologica (Erkert, Nagel e Stephani, 1986; Erkert e
Schardt, 1991).

Wechselberger e Erkert (1994) evidenciaram que os animais mantidos em
condicdes de iluminagdo constante modificam a expressdo dos ritmos bioldgicos
apos receber pulsos de luz com duragdo de 1 h. As respostas biologicas ao
estimulo fotico apresentam variagdes ao longo das fases circadianas. No sagiii, as
mudangas de fase mais pronunciadas ocorreram proximo ao final da atividade
(CT 12), em que o pulso de luz desencadeou atrasos de fase e no final da fase de
repouso (CT 21), em que houve avancos de fase. As respostas distintas ao

estimulo fotico em determinadas fases do ciclo sdo claras e representam o
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arrastamento exercido pela luz sobre a ritmicidade da atividade motora em
espécies diurnas, como os sagiiis.

A maioria das informagdes obtidas nos estudos cronobiologicos ¢
proveniente de estudos em cativeiro, com sistema de iluminagdo fornecido por
lampadas e controle de temperatura. Com o intuito de estudar parametros
ritmicos com correspondéncia as variagcdes ambientais, Menezes e colaboradores
(1993) avaliaram a atividade motora em trés sagiiis adultos mantidos em
cativeiro sob condi¢des climaticas naturais. Os animais apresentaram atividade
restrita a fase de claro, demarcada pelos crepusculos (05:20h+ 1 mine 17:15h £
I min). Os animais iniciavam a atividade as 5:00 h + 3 min e a terminavam as
16:45 h £ 7 min, resultando em uma duragao média de atividade (o) de 11,6 £
0,47 min. As observagdes evidenciaram que os animais acordam antes da aurora,
embora permanecam dentro da caixa-ninho até que a intensidade luminosa do
ambiente seja maior. A quietude dos animais no inicio da atividade, antes que a
iluminacdo ambiental a propicie, foi descrita no trabalho realizado por Erkert
(1989) em condicdes laboratoriais.

Menezes e colaboradores (1993) observaram que sagiiis apresentam
reducao da atividade locomotora no meio do dia (12:00-14:00h). A reducao da
atividade dos sagiiis, nestes horarios, promoveu a visualizagdo de um padrdo
bimodal para a atividade locomotora. Segundo os autores, o perfil bimodal da
atividade locomotora pode estar relacionado a ocorréncia da inibicao da atividade
locomotora pelas altas temperaturas do ambiente neste horario (mascaramento
negativo). Menezes, Moreira ¢ Menna-Barreto (1996) evidenciaram que a
bimodalidade apresentada pelo ritmo de atividade locomotora dos sagiiis pode se
tornar mais evidente ao longo do desenvolvimento dos sagiiis, mas novamente a
sua presenca estaria envolvida com o mecanismo de termorregulacdo. Apesar
disso, outros perfis como o unimodal € o multimodal sdo também evidenciados
em sagiiis (Erkert, 1989).

O ciclo claro e escuro pode também promover o mascaramento do ritmo
de atividade e repouso como a temperatura ambiental. Segundo Dias (2001), o

ritmo circadiano de atividade locomotora e a distribuicdo temporal do
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comportamento de autocatacdo em sagiils sofrem influéncia da intensidade
luminosa durante a fase de claro nas condi¢des experimentais. Foram testadas
quatro intensidades luminosas, sob a intensidade luminosa mais fraca (10 lux), os
animais apresentaram um aumento significativo na freqiiéncia da atividade
locomotora e uma redu¢do no nuimero de episddios de autocatacdo. O que
demonstra que as fungdes fisioldgicas e comportamentais, além de sincronizadas
pelo estimulo luminoso, apresentam diferengas em relacdo a intensidade do
estimulo fotico, sugerindo que essa modificacdo pode estar vinculada ao
mecanismo de mascaramento.

Na maioria dos estudos citados que revelam a ritmicidade dos sagiiis, 0s
animais sao mantidos em gaiolas com caixa-ninho, apesar de ndo apresentarem
justificativas para a metodologia aplicada. Sabe-se que a caixa-ninho ¢ utilizada
pelos animais para a ocorréncia do episodio de repouso, mas, além disso, pode
ser utilizada como abrigo para a auto-selegdo a luz. Segundo o modelo nao-
paramétrico de controle da luz, existem dois momentos em que a auto-selecdo a
luz assume maior relevancia: o inicio e o final da atividade. No inicio da
atividade, a luz pode induzir avangos de fase e no fim da fase ativa, atrasos de
fase. Como nesses horarios ocorrem as mudangas de fase com as maiores
amplitudes em sagiiis (Wechselberger e Erkert, 1994), ¢ possivel especular que
esses também seriam oS momentos mais propicios para a ocorréncia do
mascaramento, positivo pela luz e negativo pelo escuro.

Portanto, a caixa-ninho assume grande importincia para a sincronizagao
fotica do ritmo circadiano de atividade motora em sagiiis. A influéncia da caixa-
ninho, no processo de sincroniza¢ao do ritmo circadiano de atividade motora
nesta espécie, pode ser bem evidenciada no estudo realizado por Mendes (2004).
Neste estudo, os animais foram submetidos a atrasos e a avancos de fase de 6 h
no ciclo claro e escuro sem a caixa-ninho. No atraso de fase foi verificada a
ocorréncia de ciclos transientes até a ressincronizacdo, caracterizando o
arrastamento fotico do ritmo de atividade do sagiii. Entretanto, nos avancos de
fase, a luz incidiu mais cedo, em horarios correspondentes a inatividade dos

animais, obtendo-se a ressincronizacao imediata do ritmo circadiano de atividade
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motora, provavelmente devido a um efeito ativacional imediato da luz sobre o
ritmo circadiano de atividade motora, ou seja, o mascaramento positivo. Esta
mesma metodologia foi realizada por Erkert (1989), mas como os animais
estavam com a caixa-ninho, foram observados ciclos transientes para o ritmo
circadiano de atividade motora apds o atraso e o avanco de fase. Aos efeitos de
mascaramento observados por Mendes (2004), o autor atribuiu a auséncia da
caixa-ninho nas gaiolas onde os animais foram alojados, fazendo com que
durante os avancos de fase houvesse mascaramento positivo, pois no momento
em que a luz acendia os sagiils nao tinham nenhuma protecdo contra a
iluminacdo.

Desta forma, a caixa-ninho passa a receber, além do cuidado metodoldgico
trivial do local onde os animais vao realizar seu repouso, a importancia quanto a

influéncia da exposicao a luz na expressdo dos ritmos bioldgicos nos sagiiis.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia da auto-selecdo e da exposicdo forcada a luz na
sincronizagdo fotica e na expressdo endogena do ritmo circadiano de atividade

motora de sagiiis (Callithrix jacchus) adultos machos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Comparar a amplitude, a duracao da fase ativa (o), as diferencas dos
angulos de fase entre o ritmo circadiano de atividade motora e o ciclo CE ¢ a
acrofase do ritmo circadiano da atividade motora de sagiiis sob o ciclo CE

(12:12) entre as condicdes de auto-selegdo e exposicao forcada a luz;
2.2.2. Comparar o periodo enddgeno e a duragdo da fase ativa (o) do ritmo

circadiano de atividade motora de sagiiis sob a condi¢do de iluminagao constante

(CC) entre as condic¢des de auto-selecao e exposicdo forcada a luz.
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3. Hipoteses e Predicoes

Hipotese 1: A forma de exposicio a luz modifica a expressiao do ritmo
circadiano de atividade motora dos sagiiis em CE (12:12).

Predi¢do 1: Na auséncia da caixa-ninho, a maior duracdo da exposi¢ao
luminosa aumentaré a duragdo da fase ativa e a amplitude do ritmo circadiano de
atividade motora em sagiiis, como ocorre tipicamente em uma espécie diurna.

Predi¢cdo 2: O efeito da incidéncia luminosa sobre a freqiiéncia da atividade
motora serd diferente ao longo das fases circadianas, pois a sensibilidade do
oscilador bioldgico ao efeito da luz muda ao longo do dia.

Predicdo 3: A exposicdo forcada a luz interferird na relacdo de fase entre o

ritmo circadiano de atividade e repouso e o ciclo CE.

Hipotese 2: A forma de exposicao a luz influencia a expressao endogena do
ritmo circadiano de atividade motora em CC.

Predicao 1: A duragdo e os momentos de incidéncia luminosa poderdao
promover mudangas no periodo endogeno e na duragdo da fase ativa do ritmo

circadiano de atividade motora em sagiiis.

Hipotese 3: A auto-selecio e a exposicdo forcada a luz desencadeiam
diferentes mecanismos de sincronizacdo fotica do ritmo circadiano de
atividade motora em sagiiis.

Predicdo 1: Os mecanismos de arrastamento € mascaramento, que permitem a
sincronizacao fotica, serdo influenciados pela duracdo e pelos momentos da
incidéncia luminosa, que, por sua vez, serao controlados pela forma de exposi¢ao

a luz.
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4. Metodologia

4.1. Sujeito experimental

Foram estudados quatro sagiiis machos adultos (Callithrix jacchus)
provenientes da colonia do Nucleo de Primatologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte, todos nascidos em condi¢des de cativeiro (Xande—n® 865,
nascido em 01/01/2001; Doko—n°® 873, nascido em 27/01/2001; Alceu—n°® 723,
nascido em 14/01/1999; Boris—n°® 939, nascido em 06/10/2002). No inicio do
experimento a idade média dos animais foi de 4 anos (3—6 anos), portanto, todos

foram considerados animais adultos (Figura 1).

Figura 1: Sagiii adulto “Boris”. Foto do interior da

gaiola na sala experimental. (Fabiana Gongalves)

A classificagdo etaria dos animais utilizada no presente estudo seguiu o
critério descrito por Abbott et al., (2003). Estes autores definiram cinco faixas
etdrias para os sagiiis a partir da congruéncia de informagdes sobre aspectos
biologicos e comportamentais dessa espécie, como por exemplo, inicio da

puberdade e maturacao sexual (Tabela 1).
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Tabela 1: Classificago etdria dos sagiiis (Callithrix jacchus)

FAIXAS ETARIAS TEMPO
Infante 0 a3 meses
Juvenil 3 a 12 meses

Sub-adulto 13 a 18 meses
Adulto 1,5 a8 anos
ldoso > 8 anos

Fonte: (Abbott et al., 2003)

Os critérios de inclusdo dos animais estudados foram: sexo masculino,
auséncia de parentesco e inexisténcia de contato social prévio entre si. Atendendo
a estes critérios, a escolha dos animais foi ao acaso. A primeira medida de
controle esta relacionada a influéncia que o ciclo ovariano pode ter na expressao
do ritmo circadiano de atividade locomotora em fémeas de sagiiis (Camillo,
2000). Os outros critérios foram utilizados para evitar que o grau de parentesco
ou que a existéncia prévia de interacdo social entre os animais pudessem, de

algum modo, interferir nos resultados (Erkert e Schardt, 1991).

4.2. Condigoes de manutengao

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais construidas em malha
de ferro, com dimensdes de 74 x 60 x 89 cm. As gaiolas continham em seu
interior uma caixa-ninho de madeira (30 x 25 x 21cm), que poderia ser removida
facilmente (Figura 2), e foram equipadas com poleiros de madeira, comedouro da
ragcdo, comedouro para uvas passas € bebedouro de agua. Além disso, sobre cada
gaiola (cerca de 17 cm) foi instalado um sensor de movimento por infravermelho
que capturou os deslocamentos e atividades motoras realizados pelos sagiiis

durante todas as etapas experimentais (Figuras 3 e 4).

21



Figura 2: Foto da caixa-ninho utilizada. (Fabiana Gongalves)

Sensor

infravermelho

Comedouro

de passas

Caixa- > Q

ninho

Figura 3: Representagdo da gaiola e os equipamentos instalados.

Figura 4: Foto da sala experimental. Observe que a gaiola
estd sem a caixa-ninho em seu interior. (Fabiana Gongalves)



Os animais receberam uma vez ao dia papa a base de banana
(aproximadamente 60ml), a qual foi adicionada trés vezes por semana uma
suplementagdo alimentar composta por Complexo B-EMS®, Calcigenol—Aventis®,
Aderogil D;—Aventis®, Rarical-JANSSEN-CILAG® ¢ Aminomix mini pet—VETNIL®.
Com a papa, os animais receberam frutas tropicais. Além disso, ficou disponivel
ragdo para caes (Purina®Deli Dog filhotes), uvas passas e agua ad libitum.

O sistema de alimentacdo consistiu em duas entradas na sala ao dia. Uma
para o fornecimento da alimentacdo matutina composta por papa ¢ frutas, e uma
segunda entrada na sala, apds 12 h da primeira entrada, com o intuito de retirar os
pratos com os residuos alimentares e servir mais uma por¢ao de frutas. Nas
primeiras etapas experimentais (dia 1-77), a alimentacdo foi fornecida em
horarios aleatérios durante a fase de claro do ciclo CE (12:12) ou durante a fase
correspondente ao dia subjetivo para o ciclo CC. A retirada dos pratos ocorreu
durante a fase ativa do animal a exce¢do das ultimas 2 h, pois segundo Erkert
(1989) este seria o horario de maior susceptibilidade a distirbios no ritmo
circadiano de atividade. A aleatoriedade para o horario da alimentacdo foi uma
medida adotada para evitar que a disponibilidade regular de alimento fosse
utilizada como uma pista temporal ambiental (Lax, Zamora e Madrid, 1999).

Entretanto, em algumas etapas adotando este esquema de alimentagdo, os
animais estavam com a alimentacao restrita a apenas 4 h por dia, por isso, fez-se
necessario adotar outro esquema, em que a alimentagao ficou disponivel por 12 h
(dia 78-120). Esse sistema tinha horarios regulares para o fornecimento e retirada
do alimento, que ndo modificou o padrao ritmico da atividade locomotora como
esperado.

As entradas na sala para o fornecimento da alimentacdo ou para a
realiza¢do da limpeza semanal foram monitoradas por um sensor infravermelho
instalado na porta. Assim, perturbacdes do ritmo de atividade motora, em virtude
da entrada na sala experimental em hordrios inoportunos, puderam ser
identificadas e, se preferivel, retiradas da amostra.

Ao longo das etapas experimentais, os animais foram submetidos a um

regime simétrico de iluminagao, composto por 12 h de claro e 12 h de escuro (CE

23



12:12), em que as luzes acendiam as 2:00h e apagavam as 14:00h, e a condi¢ao
de iluminacao constante (CC). O acender e o apagar das luzes foram controlados
automaticamente por um programador hordrio eletromecanico (TIMER). Na fase
de claro do ciclo CE, a iluminacdo da sala foi realizada por 10 lampadas
fluorescentes de 32 watts (~350 lux) e, na fase de escuro, a iluminagao da sala foi
fornecida por uma pequena lampada incandescente (~2 lux). A transi¢do entre as
condicdes de CE para CC foi realizada por meio do prolongamento da fase de
claro. Na nova condicdo de iluminacdo, as luzes da sala permaneceram acesas
com intensidade de ~350 lux. Os horarios de ilumina¢ao durante o ciclo CE
foram obtidos com precisdo, pois estavam monitorados por um sensor.

A sala onde foi realizado o experimento tinha isolamento total para luz,
evitando a passagem de luz entre os ambientes interno e externo, e isolamento
parcial para o som (passivel de silvos altos caracteristicos da espécie estudada).
Além disso, a temperatura da sala foi mantida numa média de 25,6°C (£ 0,3°C) e
o ar da sala foi renovado diariamente por um exaustor. A umidade relativa do ar
foi mantida numa média de 78,7 (£ 5%). Dentro da sala experimental estavam
dispostas quatro gaiolas, onde os animais estavam alocados individualmente e

puderam manter o contato visual, auditivo e olfativo entre si (Figura 5).

Doko Boris

E exaustor

ar-

Xande Alceu condicionado

entradd

Figura 5: Representacdo esquematica da disposi¢@o das gaiolas dentro da sala experimental.
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4.3. Delineamento da pesquisa

Antes da realizacdo do experimento foi realizado um estudo piloto. O
estudo piloto permitiu observar as mudancas no perfil da atividade motora em 4
sagiiis adultos, induzidas pela presenga ou auséncia da caixa-ninho. No estudo
piloto, os animais foram submetidos a CE (12:12 ~350:2 lux), com as luzes
acendendo as 2:00h e apagando as 14:00h durante 15 dias com a caixa-ninho e,
posteriormente, 15 dias sem a caixa-ninho. Estas etapas foram realizadas entre os
meses de maio e junho de 2005.

A partir dos resultados obtidos neste estudo piloto, foi montado o
protocolo experimental, no qual os animais foram submetidos ao ciclo de CE
(12:12 ~350:2 lux) com as luzes acendendo as 2:00h e apagando as 14:00h. Além
disso, os animais foram submetidos a condi¢cdo de iluminagdo constante CC:
~350 lux. Sob o ciclo CE, os animais permaneceram 10 dias com a caixa-ninho
e, posteriormente, 10 dias sem a caixa-ninho. Sob luz constante (CC: ~350 lux),
os animais permaneceram 10 dias com a caixa-ninho, 50 dias sem a caixa-ninho e
30 dias apos a reintrodugdo da caixa-ninho. O prolongamento desta tltima fase se
fez necessario por auséncia de expressao do ritmo em livre-curso (para melhor

entender, vide Figura 6).

CE (12:12) cc
| |

COM caixa-ninho
25 dias

(piloto + experimento)

SEM caixa-ninho
25 dias

(piloto + experimento)

COM caixa-ninho
10 dias

SEM caixa-ninho
50 dias

COM caixa-ninho
30 dias

Figura 6: Representagdo das etapas experimentais.
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4.4. Coleta dos dados

Os sensores de movimento por infravermelho instalados sobre as gaiolas
permitiram o registro continuo da atividade motora dos sagiiis. Os sensores
foram conectados a uma placa de aquisicao de dados da National Instruments (NI
PCI-6025E) que transmitiu os registros a um computador. Por meio do programa
Aschoff (desenvolvido pelo Laboratério de Cronobiologia—UFRN), o
computador contabilizou e armazenou os registros em intervalos de 5 min. Dessa
forma, o programa gerou séries temporais que puderam ser analisadas com o

programa EL. TEMPS (Diez-Noguera, 1999).

4.4.1. Perfil da atividade motora

Para a analise temporal dos perfis diarios da atividade locomotora foi
necessario totalizar os registros brutos em intervalos de 15 minutos e
posteriormente calcular a freqiiéncia média didria da atividade e 10% desta. O
parametro utilizado para determinar o inicio ¢ o término da atividade motora
durante as etapas de CE (12:12) e CC foi adaptado a partir dos critérios
estabelecidos por Glass, Tardif, Clementes e Mrosovsky (2001). O inicio da
atividade foi demarcado pelo primeiro intervalo de 15 minutos com valores
acima de 10% da média diaria da atividade, sucedido por 30 minutos de
atividade. Portanto, o 1nicio da atividade constou de 45 minutos de atividade
continuada, sendo os primeiros 15 minutos com valores superiores ao indice
minimo estabelecido (10%). O critério para determinar o término da atividade
motora foi 0 mesmo para o inicio, porém invertido. O fim da atividade foi
definido pelos ultimos 15 minutos com valores acima de 10% da média didria da

atividade precedido por 30 minutos de atividade.
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4.4.2. Duragdo da fase ativa (a) e diferencas de angulo de fase ()

A partir do estabelecimento do horario de inicio e término da atividade em
CE e CC, a duracao da fase ativa (o) foi facilmente obtida por meio de uma
subtragdo simples.

Apenas sob CE (12:12), o horario de inicio e término da atividade foi
comparado com o horério que as luzes acendiam e apagavam, respectivamente.
Desse modo, foi analisada a diferenca de angulo de fase entre o inicio e o fim da
atividade com o ciclo CE. Assim, duas diferengas de angulos de fase foram
calculadas e utilizadas na analise, uma para o inicio da atividade em relagdo ao
acender das luzes (y;) e a outra para o término da atividade em relagdo ao apagar

das luzes (yy).

4.5. Analise estatistica

4.5.1. Ciclo CE (12:12)

As comparagdes em relacdo a auto-selegdo (presenca ou auséncia da
caixa-ninho) foram realizadas entre as etapas A e D. Cada etapa foi composta por
25 dias, sendo 15 dias do estudo piloto e 10 dias do experimento. A comparagao
dos perfis do ritmo circadiano de atividade motora dos sagiiis foi realizada
através da andlise de variancia de medidas repetidas. A duragdo da fase ativa (o)
e as diferencas de angulos de fase dos animais, nas duas condicoes
experimentais, foram comparadas pelo teste tgependente) A acrofase do ritmo
circadiano de atividade motora, que corresponde a0 momento em que se espera a
maior freqiiéncia de atividade, foi obtida nas condi¢des de presenga e auséncia da
caixa-ninho pelo teste Cosinor e comparada a partir dos intervalos de confianca
obtidos com um grau de confianca de 95%. O nivel de significancia adotado para

todos os testes estatisticos foi p < 0,05 (Figura 7).
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4.5.2. lluminagdo constante (CC)

Sob esta condigdo, as comparagdes da duragdo da fase ativa (a) e do
periodo enddgeno do ritmo circadiano de atividade motora (t) foram realizadas
entre as etapas B, E e F. A comparagao da duragdo da fase ativa entre as etapas
estudadas foi realizada pelo teste f(gependentey cOmM nivel de significancia de p <
0,05. Por sua vez, o periodo endogeno do ritmo circadiano de atividade motora,
com e sem caixa-ninho, foi obtido pelo periodograma Lomb-Scargle (EL

TEMPS) (Figura 7).

CE (12:12) _
a) com caixa-ninho ETAPAS A.e. D: i . ) .
25 dias - Perfil de atividade (analise de variancia de medidas repetidas);
- Duragdo da fase ativa (o) (teste t dependente);
cC - Diferencas de angulo de fase (teste t dependente);
b) com caixa-ninho +--.| - Acrofases (Cosinor; comparagdo dos intervalos de confianga a 95%).
10 dias LN
CE (12:12) §
¢) com caixa-ninho ;
10 dias i
CE (12:12) §
d) sem caixa-ninho ! ETAPAS B e E:
25 dias i >~~~ Duragdo da fase ativa (o) (teste t dependente);
oC 3 - Periodo endogeno (1) (Periodograma Lomb-Scargle).
e) sem caixa-ninho |---
50 dias '\\
=~ ETAPASBeF:
cc - Durag@o da fase ativa (o) (teste t dependente);
f) com ggl;(_a—mnho - Periodo enddgeno (1) (Periodograma Lomb-Scargle).
1as
ETAPAS E e F:

- Duragdo da fase ativa (o) (teste t dependente);
- Periodo enddgeno (1) (Periodograma Lomb-Scargle).

Figura 7. Resumo explicativo das analises realizadas entre as etapas experimentais.
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5. Resultados

5.1. Perfil circadiano da atividade motora sob o ciclo de CE

Os animais expressaram padroes unimodais de atividade distintos em
relagdo & possibilidade de auto-selecionar a exposi¢do ao ciclo de iluminagao
(ANOVA; F(123=72,23; p<0,01). Nas primeiras horas da fase ativa, os perfis da
atividade motora foram similares entre as duas condi¢des estudadas, porém na
auséncia da caixa-ninho houve um aumento na freqiiéncia da atividade motora no
final da fase ativa (ZT 12—14), proximo ao horario do apagar das luzes (Figuras
8, 16, 17, 18 e 19). Apesar de haver diferencas interindividuais no padrio
circadiano de atividade motora, como mostram as Figuras 9 e 10, todos os
animais apresentaram o mesmo padrao, com aumento na freqiiéncia de atividade
nas ultimas 2 h da fase ativa, quando estavam mantidos em gaiolas sem caixa-

ninho (Figura 10).

2500 -

—a— com caixa-ninho
2000 -

—o— sem caixa-ninho

1500

1000

atividade motora

500

1.2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

hora

Figura 8. Perfil médio da atividade motora do sagiii na presenca e auséncia da caixa-ninho sob CE
(12:12) (média + epyio07)- A fase de claro (2:00-14:00h) foi representada pela barra de cor branca e a fase
de escuro pelas barras cinzas. (ANOVA |medidas repetidas]; F1,231= 72,32; p <0,01).
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atividade motora

atividade motora

2500 - ------ boris

—&—alceu
---A-- - doko
2000 1
—o0——xande
1500 -
1000 -
500 -
0+ T T T T T T T T : : : R & o—0 o——o—0O—0—0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
hora
Figura 9. Freqiiéncia média diaria da atividade motora dos animais na presenca da
caixa-ninho sob CE (12:12) (média % epjps;). (ANOVA [medidas repetidas]; F3.23= 18,03; p
<0,01).
9000 - ---&--- boris
—a&—alceu
8000 1 b4 ---A--- doko
7000 - —o—xande
6000 -
5000 -
4000 +
3000 -
2000 -
1000 +
0 T T T = \

L T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

hora
Figura 10. Freqliéncia média diaria da atividade motora dos animais na auséncia da

caixa-ninho sob CE (1212) (médla + ep[25]). (ANOVA [medidas repetidas]> F(3’23): 24,98, p
<0,01).
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5.1.1. Duragdo da fase ativa (o)

No CE (12:12), todos os animais permaneceram mais tempo em atividade
na auséncia da caixa-ninho (teste t [gependente]; P<0,05). Nesta condigdo de
exposicao forcada a luz, a duragdo da fase ativa (o) foi em média 12,2 £ 0,36 he
na condi¢do de auto-selecdo a luz (presenca da caixa-ninho), 11,04 + 0,58 h. Na
auséncia da caixa-ninho, o aumento de aproximadamente 1 h na fase ativa foi
decorrente do atraso de fase para o término da atividade, que poderia ocorrer
simultaneamente ao apagar das luzes ou até mesmo apds o inicio da fase de

escuro (Figura 11).

O com caixa-ninho

14 W sem caixa-ninho

*% *% *% *%

12

10 1

duragao da fase ativa a (h)

Boris Alceu Doko Xande

Figura 11. Duragdo da fase ativa (o) dos animais com e sem caixa-ninho em

CE (12:12) (média + dp).

#¥Teste t [gependente] (BOTIS: tp5)=-6,85; p < 0,01); (Alceu: tpps;=-14,98; p < 0,01);
(Doko: tps)=-7,12; p < 0,01); (Xande: tp57=-7,73; p < 0,01).
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5.1.2. Diferenca de angulo de fase (y)

A relagdo de fase entre o ritmo circadiano de atividade motora e o ciclo
CE (12:12) foi distinta para o inicio e para o término da fase ativa dos animais
nas duas condi¢des impostas: com e sem a caixa-ninho (teste tigependentel; P<0,05).

Na presen¢a da caixa-ninho, os animais iniciaram a atividade antes do
acender das luzes (2:00 h), caracterizando uma diferenga de angulo de fase
positiva entre o inicio da fase ativa e da fase de claro (y; = 7,5 £ 3,55 min).
Entretanto, na auséncia da caixa-ninho, esta diferenca de angulo de fase passou a
ser em média negativa (y; = -1,05 £ 2,46 min), o que significa que os animais
iniciaram a atividade apds o acender das luzes. Apesar disso, dois animais, Boris
e Doko, tiveram uma diferenca de angulo de fase positiva com valor muito
préximo a zero, o que significa que a sua atividade iniciou poucos minutos antes

do acender das luzes (Figura 12).

25 4 00 com caixa-ninho
20 - *x W sem caixa-ninho

15 +

10 -

i (min)

-5
-10 A

-15 |

-20 4
Boris Alceu Doko Xande

Figura 12. Diferenca de angulo de fase entre o inicio da atividade (\;) e o inicio da
fase de claro (2:00 h). Para os valores positivos (acima de zero), o inicio da atividade
ocorre antes do acender das luzes, enquanto que para os valores negativos (abaixo de
zero), o inicio da atividade ocorre depois que as luzes acendem.
Teste t [dependente] (*Boris: t[25] = 2,78, p < 0,05), (*Alceu: t[25] = 3,38, p < 0,05),

(*Doko: tps;=3,64; p < 0,05); (**Xande: tj,5;=3,94; p <0,01).
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Em relacdo ao final da atividade dos animais, a diferenca de angulo de
fase entre o término da fase ativa e da fase de claro (14:00 h) foi positiva com
caixa-ninho e negativa sem a caixa-ninho. A exce¢do de Boris, que apresentou
valores positivos nas duas condi¢des, embora com uma reduciao da antecipagao
sem a caixa-ninho. De forma geral, pode-se dizer que quando os animais estavam
com a caixa-ninho houve uma antecipagdao do final da atividade em relagdo ao
apagar das luzes (yf= 66,6 = 35,81 min). Em contrapartida, sem a caixa-ninho, o
fim da atividade aconteceu durante ou apds o apagar das luzes, tornando a

diferenca de angulo de fase negativa (y¢=-8,15 £ 22,33 min) (Figura 13).

180 - - O com caixa-ninho

150 - W sem caixa-ninho

120 -

*%
*%

90 -

*%*

60

W £ (min)

30 +

-30 4

-60 -
Boris Alceu Doko Xande

Figura 13. Diferenca de angulo de fase do fim da atividade (y¢) em relagéo ao fim da
fase de claro (14:00 h). Para os valores positivos (acima de zero), o final da atividade
ocorre antes do apagar das luzes, enquanto que para os valores negativos (abaixo de
zero), o final da atividade ocorre depois que as luzes apagam.
#*#Teste t [dependente] (BOTIS: t57=8,37; p < 0,01); (Alceu: tj57=15,88; p <0,01);

(Doko: tps;= 8,66; p < 0,01); (Xande: tps; = 10,06; p < 0,01).
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5.1.3. Acrofase do ritmo circadiano de atividade motora

A relagao de fase entre o ritmo circadiano de atividade motora ¢ o ciclo
claro e escuro (12:12) foi avaliada também por meio da analise da acrofase nas
duas condigdes estudadas. Na presenga da caixa-ninho, a acrofase do ritmo
circadiano de atividade motora ocorreu em torno das 7,62 + 0,9 h. Entretanto, na
auséncia da caixa-ninho, a acrofase ocorreu as 9,63 = 1,09 h. Dessa forma,
observou-se um retardo de aproximadamente 2 h na acrofase do ritmo circadiano
de atividade motora quando os animais estavam sem a caixa-ninho (comparagao

dos intervalos de confianga a 95%) (Figura 14).

Xande [ | ) com caixa-ninho
W sem caixa-ninho
Doko I |

Alceu l |

Boris [ |

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

hora

Figura 14. Acrofases do ritmo circadiano de atividade motora dos animais com e
sem a caixa-ninho (intervalos de confianga). A fase de claro (2:00 - 14:00 h) foi
representada pela barra de cor branca e a fase de escuro pelas barras cinzas.
(Cosinor; p<0,05).
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5.2. Perfil circadiano da atividade motora sob iluminagao constante (CC)

5.2.1. Periodo enddgeno

Ao longo de todo o estudo, os animais foram submetidos a seis etapas
experimentais (vide Figura 7). Em trés dessas, os animais estiveram submetidos a
condicao de iluminagdo constante, duas com a caixa-ninho (etapas B e F) e uma
sem caixa-ninho (etapa E).

Na etapa B, os animais foram mantidos por 10 dias em CC apd6s um CE
(12:12) com a caixa-ninho. Nesta etapa, todos os animais apresentaram o ritmo
circadiano de atividade motora com periodo endéogeno menor que 24 h,
caracterizando o livre-curso (t,=23,77 h = 0,01 h) (Figuras 15, 16, 17, 18 ¢ 19;
Tabela 1).

Na etapa E, os animais foram mantidos em CC ap6s um CE (12:12) sem a
caixa-ninho. Inicialmente, esta etapa deveria ter a duracao de 10 dias, mas pela
auséncia do livre-curso para o ritmo circadiano de atividade motora em trés dos
quatro animais estudados, esta etapa foi estendida por 50 dias. Para analisar o
periodo endogeno do ritmo circadiano de atividade motora nesta condicao, foi
necessario subdividir esta etapa E em cinco décadas, sendo cada década
correspondente a um intervalo de 10 dias consecutivos.

Na primeira década da etapa E, que representa os primeiros dias apds a
transi¢ao do ciclo CE para CC, todos os animais apresentaram um aumento no
periodo enddgeno, tornando-o préximo a 24 h (t,=24,07 h £ 0,15 h). Nas
décadas seguintes, apenas um animal, Boris, apresentou o livre-curso
caracteristico da espécie. O periodo endogeno de Boris foi sempre menor que 24
h e diminuiu ao longo das décadas (Figuras 15 e 16; Tabela 1). Para os outros
trés animais, Alceu, Doko e Xande, o periodo enddgeno continuou em torno de
24 h, com pequenas variagdes ao longo das décadas (Figuras 15, 17, 18 e 19;
Tabela 1). Ao longo desta etapa, os animais que ndo apresentaram o livre-curso
tiveram um atraso de fase gradual de aproximadamente 3 h no ritmo circadiano

de atividade motora. A atividade motora que antes estava sincronizada ao ciclo
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CE experimental, em que as luzes acendiam as 2:00 h e apagavam as 14:00 h,
passou a estar concentrada entre 5:00 h e 17:00 h, horario correspondente ao
ciclo CE ambiental externo, com periodicidade em torno de 24 h.

Na terceira e ultima etapa sob CC (etapa F), a caixa-ninho foi
reintroduzida nas gaiolas apds os 50 dias da etapa E. Na primeira década apos a
reintrodugdo da caixa-ninho, dos trés animais que ndo apresentaram o livre-curso
para o ritmo circadiano de atividade motora sem a caixa-ninho, dois
apresentaram periodo enddogeno menor que 24 h nessa nova condigdo. Dessa
forma, na etapa F1, apenas um animal, Alceu, permaneceu com periodo
endogeno préoximo a 24 h (Figuras 15 e 17; Tabela 1), enquanto que Doko e
Xande passaram a expressar o periodo em livre-curso (t= 23,3 h e 1= 23,4 h,
respectivamente) (Figuras 15, 18 e 19; Tabela 1). Boris permaneceu em livre-
curso com o periodo endégeno um pouco maior do que na etapa E (t = 23,3 h)
(Figuras 15 e 16; Tabela 1). Porém, o livre-curso de Xande ndo foi mantido nas
décadas subseqiientes e ele voltou a ter periodicidade proxima a 24 h e apresentar
a fase ativa concentrada no horario do ciclo CE ambiental externo. Assim, nas
décadas F2 e F3, apenas Boris e Doko permaneceram com o periodo em livre-
curso com pequenas variacdes, mas com tendéncia a reducdo no periodo
endogeno, semelhante ao padrdo expresso por Boris nas décadas da etapa E

(Figura 15; Tabela 1).
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T(h)

Tabela 1: Periodo endogeno do ritmo circadiano de atividade motora nas
etapas e décadas de CC (Periodograma Lomb-Scargle). Etapa B (com caixa-
ninho); Etapa E, composta por cinco décadas (sem caixa-ninho); Etapa F,

composta por trés décadas (com caixa-ninho).

ETAPAS Xande Doko Alceu Boris
B 23,8 23,7 23,8 23,9
E1 24,2 23,9 24,2 24,0
E2 23,8 24,2 24,0 23,9
E3 24,0 24,3 23,8 23,9
E4 24,0 24,0 24,0 23,6
E5 24,0 23,8 24 1 23,0
F1 23,4 23,3 24,0 23,3
F2 24,3 23,8 24 1 23,0
F3 23,8 22,7 23,8 23,2

24,4
24,2

24 4
23,8 -
23,6
23,4
23,2

23
22,8
22,6
22,4
22,2

22

comCN

E1

E3 E4

F1

F2

F3

sem CN

comCN

Figura 15: Periodo endogeno do ritmo circadiano de atividade motora ao
longo das etapas experimentais em CC (Periodograma Lomb-Scargle). As
décadas utilizadas para subdividir as etapas E e¢ F estdo representadas no
grafico. A linha tracejada destaca o periodo de 24 h.
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Figura 16: Actograma da freqiiéncia da atividade motora de Boris
ao longo de todo o experimento. As barras cinzas representam as

etapas de CE (12:12). A caixa cinza demarca aproximadamente
CE ambiental externo na época em que o estudo foi realizad
(5:00-17:00 h [Fonte: aa.usno.navy.mil/data/docs/RS_OneYear.html]).
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etapas de CE (12:12). A caixa cinza demarca aproximadamente o
CE ambiental externo na época em que o estudo foi realizado
(5:00-17:00 h).
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Figura 18: Actograma da freqiiéncia da atividade motora de Doko
ao longo de todo o experimento. As barras cinzas representam as
etapas de CE (12:12). A caixa cinza demarca aproximadamente o
CE ambiental externo na época em que o estudo foi realizado
(5:00-17:00 h).

40



dias

dias

15

30

10

20

a0

40

50

60

70

a0

90

100

110

120

02 46 81012141618202224262830323436384042 444648

CE(12:12)

caixa-ninho

CE sem
caixa-ninho

CE (1212)

Etapa A -

CEcom "

J

> Estudo piloto

CE com
caixa-ninho

CCcom

Etana C

N\

E1

E2

o

E4

E5

J

F1

i L
M N o

TN BN T N

.:...! y . v F3

Figura 19: Actograma da freqiiéncia da atividade motora de
Xande ao longo de todo o experimento. As barras cinzas
representam as etapas de CE (12:12). A caixa cinza demarca
aproximadamente o CE ambiental externo na época em que o
estudo foi realizado (5:00-17:00 h).

Etapa D -

CE sem
caixa-ninho

Etapa E
CCsem
caixa-ninho

Etapa F
CCcom
caixa-ninho

EtapaB — cajxa-ninho

41



5.2.2. Duragdo da fase ativa (a)

Sob a condigdo de iluminagao constante (CC), a duragao da fase ativa
apresentou valores menores na presenga da caixa-ninho (etapas B e F) em relagao
as etapas sem caixa-ninho (etapa E) (vide Tabela 2).

Ap0s o ciclo CE (12:12), os animais permaneceram ativos em média 11,7
+ 0,85 h na etapa B (com caixa-ninho) e 13,0 £ 1,83 h na primeira década da
etapa E (sem caixa-ninho) (tu,= -6,42; p < 0,05). Nas décadas subseqiientes da
etapa E, a duragdo da fase ativa foi reduzindo gradualmente, exceto na tltima
década em que houve um pequeno aumento, possivelmente devido a mudanga
nos horarios da alimentacdo (E2: a=12,0 + 0,96 h [t;.=4,14; p < 0,05]; E3:
o=11,4 £ 0,84 h [ts=3,45; p < 0,05]; E4: 0=10,7 £ 0,79 h [te;.£=3,80; p <0,05];
ES: 0=11,3 £ 1,23 h [tees= -2,76; p < 0,05]; n=40) (Figura 20).

Entretanto, a andlise individual dos animais revelou que Boris foi o tnico
animal que ndo mostrou uma diferenga significativa na duracdo da fase ativa
entre B ¢ E1 (t,o= 0,48; p = 0,63) (Figura 13; Tabela 2). Além disso, Boris
também foi excecdo em relacdo a reducdo apresentada no o ao longo da etapa E,
sua fase ativa manteve uma duragdo estavel ao longo das décadas (t;q; p > 0,05).

Com a reintroducdo da caixa-ninho (etapa F), houve uma reducdo
significativa na duragcdo da fase ativa comparada a tltima década sem caixa-
ninho (ES) (tu= 8,47; p < 0,05) para todos os animais. Ao longo desta etapa, a
duracdo da fase ativa reduziu na segunda década e tornou-se estavel na Ultima
(F1: o= 9,88 £ 1,0 h [t;.,=2,08; p < 0,05]; F2: a= 9,37 + 0,88 h [tpm= -1,21;
p=0,23]; F3: a= 9,76 + 1,87 h) (vide Figura 20; Tabela 2).
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Tabela 2: Duracao da fase ativa (o) do ritmo circadiano de atividade motora nas etapas e décadas
em CC (média * dp). Etapa B (com caixa-ninho); Etapa E (cinco décadas sem caixa-ninho); Etapa
F (trés décadas com caixa-ninho). As comparagdes realizadas entre as etapas apos a transi¢do do
CE para CC (B e El) e ap6s a reintrodugao da caixa-ninho (F1) estdo destacadas na tabela.

ETAPAS Xande Doko Alceu Boris
B 11,6 £ 0,76 12,8 + 0,89 11,6 £ 0,63 10,7 £ 0,93
E1 13,2+ 1,18 14,9 + 0,98 13,4 +£ 0,31 10,5+ 0,71
E2 12,4 + 0,92 12,6 + 0,84 12,4 + 0,92 10,6 + 1,08
E3 11,3+ 0,42 12,3+ 0,66 11,7 £ 0,59 10,3+ 0,47
E4 10,7 + 0,47 12,1+ 0,44 10,6 + 0,47 10,3+ 0,42
E5 11,3+ 0,25 13,0 + 0,68 10,9 + 0,40 10,2 + 1,22
F1 9,9+ 0,52 11,0 £ 1,02 10,1 £ 0,28 8,5+0,72
F2 8,6 +1,39 10,6 + 1,54 9,5+ 0,55 8,7+0,74
F3 7,9+0,79 12,4 + 1,81 9,5+ 0,30 9,2 + 0,53
*teste t [dependente]; P <0705'
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Figura 20: Duracdo da fase ativa (o) dos animais ao longo das etapas
experimentais em CC (média £ dp). As décadas utilizadas para subdividir as etapas

B E1

E3 E4

F1

com CN
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E e F estdo representadas no grafico.
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6. Discussao

O presente estudo ¢ pioneiro ao investigar o efeito da auto-selecdo a luz
em uma espécie de primata diurno. Anteriormente, os estudos com este objetivo
apresentavam justificativas contundentes para animais noturnos e/ou de habitos
fossoriais, tornando a utilizagdo de uma toca uma medida experimental para
simular as condi¢Oes naturais desses animais.

Em condi¢des naturais, os sagiiis também podem adotar estratégias para
selecionar a exposicao a luz. A cobertura vegetal, existente em seu habitat, pode
formar diferentes estratos cuja intensidade luminosa ¢ distribuida diferentemente.
Desse modo, os sagiiis podem auto-selecionar a exposicao luminosa qualitativa
(intensidade) e quantitativamente (duragdo) por meio do seu deslocamento entre
os estratos vegetais.

Em nosso estudo a evidéncia de que a auto-selecdo a luz tem efeito no
ritmo circadiano de atividade motora nao deixa duvidas de que, mesmo sendo
animais diurnos € com habitos arboricolas, os sagiiis que podem selecionar a
forma de exposi¢ao luminosa exibem parametros ritmicos distintos. O que torna
a utiliza¢do da caixa-ninho ndo mais um acessorio metodologico a mera escolha
do pesquisador, ao contrario, passa a ser um aparato imprescindivel nas
investigacdes que tém o ritmo circadiano de atividade motora como um elemento
de expressdao comportamental do sistema de temporizacao circadiano. Portanto, a
selecdo da exposicdo luminosa pode ser utilizada como uma estratégia
comportamental importante para estabelecer a sincronizacao fotica das funcdes
biologicas desses pequenos primatas.

Neste estudo, a auto-selecdo a luz foi fornecida por meio da utilizagdo da
caixa-ninho, fabricada em material opaco, que impedia a passagem da luz. De
acordo com a metodologia empregada, a caixa-ninho poderia ficar no interior da
gaiola ou ser removida. Nas etapas em que a caixa-ninho esteve dentro da gaiola,
0s animais tiveram acesso a um ambiente escuro, mesmo que as luzes da sala
estivessem acesas, ou seja, independentemente da fase do ciclo de iluminagdo, os

animais tinham acesso a um ambiente isento de iluminagao a livre-escolha. De
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maneira contraria, nas etapas sem a caixa-ninho, os animais ficaram expostos
continuamente a luz durante a fase de claro e, conseqiientemente, o ritmo
circadiano de atividade motora expresso foi ajustado pelo zeitgeber, com as fases
do ciclo de iluminacao ambiental demarcando a forma de exposi¢ao a luz.

Durante as etapas em que os sagiiis foram submetidos ao ciclo CE (12:12),
o ritmo circadiano de atividade motora sincronizou a este ciclo, tendo a fase ativa
alocada na fase de claro e o repouso na fase de escuro, como ¢ esperado para esta
espécie (Erkert, 1989; Menezes et al., 1993, Moreira et al., 1991). A atividade
durante a fase de claro foi concentrada fora da caixa-ninho e consistiu em buscas
de alimento, autocatagdo, marcacao de cheiro e vocalizagoes, dentre outras. Por
ndo fazer parte do escopo desse estudo, estes comportamentos nao foram
registrados, mas a partir de observagdes durante as visitas diarias para o
fornecimento da alimentacdo aos animais foi possivel descrevé-los. Esses
comportamentos, por sua vez, sdo considerados caracteristicos da espécie e sao
observados para sagiiis de vida livre (Alonso e Langguth, 1989) ou cativos
(Menezes et al., 1993; Menezes et al., 1996; Dias, 2001).

Na fase de escuro, caso houvesse a caixa-ninho, os animais realizavam seu
episddio de repouso em seu interior. Porém, quando os animais nao dispunham
da caixa-ninho, o repouso foi caracterizado pelo deslocamento do animal para um
canto da gaiola, onde ficaram quietos, sentados com a cabeca abaixada e com a
cauda enrolada, como descrito no estudo de Dias (2001).

Os registros da atividade foram realizados continuamente através de um
sensor infravermelho instalado sobre as gaiolas, o que permitiu registros apenas
quando os animais se movimentavam fora da caixa-ninho. Infelizmente, este tipo
de registro poderia induzir erros na interpretacao dos nossos dados, caso o animal
se encontrasse dentro da caixa-ninho em atividade. Entretanto, este tipo de
registro encontra-se ancorado em duas premissas importantes: a primeira foi
elaborada a partir do estudo realizado por Erkert (1989), que instalou
microcameras dentro da caixa-ninho e observou que em seu interior, o sagiii nao
realiza atividade. A outra premissa estd baseada no fato de que o sagiii

permanece a maior parte do tempo da sua fase ativa fora da caixa-ninho, podendo
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apresentar entradas eventuais e rdpidas de carater exploratério (Azevedo,
comunicagdo pessoal). Portanto, o registro da atividade motora utilizado neste
estudo ¢ capaz de fornecer resultados que revelem a natureza da ritmicidade
biologica dos sagiiis.

Em relacdo as condigdes experimentais de auto-sele¢do ou de exposicao
forcada a luz, foram observadas diferengas quanto ao horario em que os animais
iniciavam e terminavam a atividade. Quando submetidos ao ciclo CE (12:12)
com a caixa-ninho, os animais iniciaram sua atividade cerca de 8 min antes do
acender das luzes. Além disso, o término da atividade ocorreu em média 1 h
antes da fase de escuro, num padrao semelhante ao evidenciado por Erkert (1989)
e por Menezes e colaboradores (1996).

De forma distinta, sem a caixa-ninho, o inicio da atividade atrasou um
pouco e ocorreu de forma simultanea ou posterior ao acender das luzes. Para o
final da atividade, o atraso de fase foi mais pronunciado. Apesar da variabilidade
intra-especifica evidenciada neste estudo, o término da atividade geralmente
coincidiu com o apagar das luzes ou ocorreu cerca de 8§ min apos. Através da
visualizagdo dos actogramas para o ritmo circadiano de atividade motora de
sagliis mantidos sem a caixa-ninho em outros estudos (Silva, Albuquerque e
Araujo, 2005; Mendes, 2004; Dias, 2001), ¢ possivel encontrar similaridades
com os nossos resultados em relacdo a falta de antecipacao do inicio da atividade
e ao término tardio ou quase simultdneo ao inicio da fase de escuro.

As mudangas ocorridas nos horarios de inicio e término da fase ativa se
refletiram na duracdo da fase ativa (o). Na presenca da auto-sele¢do a luz, os
animais permaneceram ativos por 11,04 £ 0,58 h, enquanto que na exposi¢cdo
forcada a luz, 12,2 + 0,36 h. A duracdo da fase ativa em CE (12:12), que em
nosso estudo diferiu em relagdo a forma da exposicao luminosa (facultativa ou
forcada), foi condizente com os resultados descritos em estudos anteriores. No
estudo em que os sagiiis tiveram a op¢do de auto-sele¢do a luz e estiveram
mantidos em condi¢des de laboratorio, a duracao da fase ativa foide 11,1 £ 0,7 h
(Erkert, 1989). Em condigdes seminaturais, sob o ciclo CE natural, os animais

mantidos com caixa-ninho podem apresentar um o de 11,6 £ 0,47 h (Menezes et
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al., 1993) a 12,6 £ 0,04 h (Camillo, 1999). Nos estudos realizados em seu habitat
natural, os sagiiis podem apresentar uma fase ativa com duragao de 11,61 £ 0,23
h (Castro et al., 2003) e de 12,1 + 0,31 h (Gurgel, dados nao publicados). Os
resultados encontrados em condi¢des laboratoriais com caixa-ninho siao bastante
similares aos nossos. Entretanto, nos estudos em condi¢des seminaturais ou
naturais, a dura¢ao da fase ativa varia numa faixa semelhante entre 11 a 12 h.
Nestas condigdes, outros fatores que influenciam a duragdo da fase ativa, como
por exemplo fotoperiodo, temperatura e precipitagdo pluviométrica (Bezerra,
Moreira e Menezes, 1996), podem contribuir para as diferencas observadas entre
0s nossos resultados e os obtidos em condi¢des seminatural e natural.

Em relacdo a acrofase, outro parametro utilizado para avaliar a relacdo de
fase entre o ritmo circadiano de atividade motora e o ciclo CE em nosso estudo,
houve distingdes quanto & auto-selecao ou exposicao for¢ada a luz. Acrofase € o
momento em que se espera a maior freqiiéncia de atividade motora ao longo de
todas as fases circadianas. Esta variavel ritmica foi utilizada porque os animais
apresentaram padrdo unimodal para o ritmo circadiano de atividade motora.
Apesar do padrdo bimodal ser largamente evidenciado nos estudos realizados
com sagiiis (Menezes et al., 1993; Menezes et al., 1996; Dias, 2001; Camillo,
1999), os perfis unimodal e multimodal do ritmo de atividade motora sdo
também observados nessa espécie (Erkert, 1989). Entretanto, a utilizagdo de
apenas uma acrofase, quando se tem o padrao bimodal ou multimodal para o
ritmo de atividade, pode fornecer uma medida erronea para o momento de maior
freqliéncia de atividade expressa nos sagiiis (Moreira, et al., 1991; Dias, 2001).
Com base nisso, pode-se dizer que o atraso de fase de aproximadamente 2 h
verificado na acrofase, quando os animais estiveram sem a caixa-ninho, pode ser
mais uma representagdo de que a auto-selecao a luz esta influenciando a relagao
de fase do ritmo circadiano de atividade motora com o ciclo claro e escuro nestes
animais.

Neste estudo, foi encontrada uma variabilidade intragrupo para a relagao
de fase entre o ritmo circadiano de atividade motora e o ciclo CE (y;, wyr e

acrofase), que pode estar relacionada a diferencas intra-especificas no ritmo

47



circadiano da atividade motora em sagiiis (Erkert, 1989; Menezes et al., 1996). A
analise temporal da atividade circadiana dos sagiiis aponta a existéncia de fases
distintas para a alocacdo das atividades entre animais que pertengam ao mesmo
nicho temporal, tal como evidenciado em roedores diurnos (Octodon degus)
(Labyak, Lee e Goel, 1997).

Em humanos, estas diferencas de fase encontradas em um mesmo nicho
temporal sdo utilizadas para classificar o cronotipo em trés principais categorias:
matutino, intermediario e vespertino (Horne e Ostberg, 1979). Em sagiiis, essa
classificagdo dos cronotipos ainda ndo € possivel, mas acredita-se que, em um
futuro ndo muito distante, com o surgimento de novos estudos que registrem a
atividade motora de sagiiis e outros parametros fisiologicos seja possivel criar um
método para verificar a presenga de cronotipos. Por meio da extrapolagdao do
método de classificacao dos cronotipos utilizada em humanos para estes primatas
nao-humanos, dos quatro sagiiis estudados, Boris poderia ser classificado como
matutino, Doko e Alceu como intermediarios e Xande como vespertino. Todavia,
sem a metodologia necessaria, essa tentativa de classifica-los ¢ considerada
precoce.

Apesar de haver diferengas na expressao do perfil de atividade entre os
quatro animais, todos apresentaram o mesmo padrao de prolongamento da fase
ativa (o), atrasos para o inicio e término da atividade e atraso na acrofase do
ritmo circadiano de atividade motora quando tiveram exposi¢ao forcada a luz
(auséncia da caixa-ninho).

Os sagiliils com acesso a caixa-ninho provavelmente receberam a
incidéncia da luz por menos tempo e em fases distintas de quando estavam sem a
caixa-ninho. Mais do que a duragdo da fase de claro, as mudancas encontradas
nas relacoes de fase do ritmo circadiano de atividade motora em relacao ao ciclo
CE parecem vinculadas aos momentos em que os animais estiveram mais
expostos ao estimulo fético.

Com caixa-ninho, os animais iniciaram a atividade aproximadamente 7
min antes do acender das luzes, enquanto que sem caixa-ninho este momento

sofreu um pequeno atraso e passou a ocorrer cerca de 2 min apos inicio da fase
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de claro. Os poucos minutos a menos de incidéncia luminosa recebida pelos
animais mantidos sem caixa-ninho fizeram com que houvesse pouca diferencga na
duracdo da exposi¢cdo a luz neste hordrio entre as condi¢des. Entretanto, no final
da atividade foi encontrada a maior distingdo para a duragdo da incidéncia
luminosa. Com caixa-ninho, os animais terminaram a atividade bem mais cedo
do que quando estiveram sem caixa-ninho, ou seja, com um ambiente escuro
acessivel, os animais se recolheram mais cedo e estiveram menos expostos a luz
no final da sua fase ativa. Esse momento foi considerado por Erkert (1989) de
grande vulnerabilidade do oscilador bioldgico a agdo do estimulo luminoso em
sagiiis.

Para entender as fases de maior susceptibilidade ao estimulo fotico ¢
necessario citar o modelo de controle nao-paramétrico da luz (Pittendrigh, 1981).
Neste modelo, os pulsos luminosos podem desencadear diferentes mudangas de
fase abruptas no ritmo que ¢ gerado pelo oscilador biologico, dependendo da fase
circadiana que o atinge. Essas diferentes respostas do oscilador ao mesmo
estimulo permitiram a formulagdo do modelo de dois osciladores (Pittendrigh e
Daan, 1976). No modelo de dois osciladores ¢ defendida a hipotese de que
existem dois osciladores, um matutino, que estaria atrelado ao nascer do sol, e
um vespertino, que estaria relacionado ao por-do-sol. Esses dois osciladores
seriam os responsaveis pelos ajustes sazonais do ritmo de acordo com os
fotoperiodos e reagiriam de forma distinta ao estimulo luminoso. O oscilador
matutino estaria responsavel pelo ajuste dos ritmos através de avancos de fase,
enquanto que o oscilador vespertino, pelo ajuste através de atrasos de fase. No
recente estudo de Jagota e colaboradores (2000), foi demonstrado que os dois
osciladores biologicos poderiam ter bases morfofuncionais distintas, localizados
em porg¢des diferentes do NSQ, na regido ventrolateral e na dorsomedial.

A partir da curva de resposta dependente da fase (CRF) para os sagiiis,
construida apods a administracao de pulsos de luz com duragao de 1 h (1.100 lux),
constatou-se momentos em que as mudangas de fase foram mais pronunciadas,
em que os ajustes de fase provocados pela incidéncia luminosa podem ser

realizados por meio dos avancos ou de atrasos de fase. Os maiores atrasos de fase
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ocorrem proximo ao final da atividade, CT 12 (-90 min), em contrapartida, os
maiores avangos de fase acontecem proximo ao inicio da atividade, CT 21 (+ 25
min) (Wechselberger e Erkert, 1994).

Sabendo disso, os nossos resultados poderiam ser explicados de duas
formas: com caixa-ninho (1) os animais estariam expostos a luz por 2 min a mais
durante o inicio da fase ativa do que sem caixa-ninho. Essa pequena diferenca
poderia contribuir para o avanco de fase, conseqiientemente, uma antecipagao do
inicio da atividade em relacao ao acender das luzes; (2) os animais se recolheram
cerca de 1 h antes do apagar das luzes e devido a auséncia da incidéncia luminosa
nesta fase, o atraso de fase ndo seria promovido. De modo inverso, sem caixa-
ninho (1) os animais teriam uma menor exposi¢ao a luz no inicio da fase ativa,
conseqiientemente, ndo sofreriam o avango visualizado na condi¢do com caixa-
ninho; (2) a exposi¢do prolongada a luz no final da atividade promoveria um
atraso de fase. Embora essas explicagdes sejam discutidas para cada condigdo
estudada, ndo precisam necessariamente ser tratadas como excludentes, ao
contrario, os efeitos da exposicao a luz, no inicio e no final da fase ativa, podem
ter acdes complementares.

As mudancas de fase observadas no ritmo circadiano de atividade motora,
provavelmente devido aos pulsos de luz, que incidem em momentos vulneraveis
do sistema de temporizagdo circadiano, demonstram que um dos mecanismos da
sincronizagao fotica, o arrastamento, estd sendo influenciado pela exposi¢ao a luz
de forma facultativa (com caixa-ninho) ou for¢ada (sem caixa-ninho).

Apesar da existéncia de justificativas solidas para a utilizacdo do modelo
de toca com animais noturnos, que tém o habito de passarem as horas do dia no
interior de tocas e emergirem durante a noite ao solo para realizem sua atividade,
existem poucos estudos que descrevem a influéncia da auto-selecdo a luz sobre as
fungdes fisioldgicas e comportamentais.

Boulos e colaboradores (1996) consideraram o hébito fossorial de seu
modelo experimental para investigar a sincronizagao fotica do ritmo circadiano
de atividade motora. Seu estudo foi realizado com hamsters (Mesocricetus

auratus), de modo que os animais estariam submetidos a ciclos CE com e sem
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caixa-ninho. Neste estudo, na presenca da caixa-ninho houve redugdo da fase
ativa, atraso no inicio da fase ativa e avango para o término da atividade. Os
argumentos utilizados para explicar seus resultados foram baseados nos modelos
de controle ndo-paramétrico da luz e do oscilador matutino e vespertino, os quais
levam em consideragdo que os pulsos de luz estariam causando respostas de fase
distintas nos osciladores bioldgicos.

No inicio da atividade do hamster, que coincide com o final da fase de
claro, o oscilador vespertino estaria susceptivel a um atraso de fase. Enquanto
que no final da atividade, que coincide com o inicio da fase de claro, o oscilador
matutino estaria susceptivel ao avango de fase. A falta de sele¢do dos momentos
de exposicao a luz, quando os animais estiveram sem a caixa-ninho, permitiu que
a incidéncia luminosa nos horarios vulnerdveis pudesse provocar mudangas de
fase. Sem caixa-ninho, os animais estiveram mais expostos a luz no final da fase
ativa ¢ menos expostos no inicio da fase ativa, o que resultou em um avango de
fase pronunciado e um atraso de fase discreto, respectivamente.

Neste estudo com hamsters, em que ¢ visto tanto um avanco de fase,
decorrente do pulso de luz no final da atividade, quanto um atraso de fase,
decorrente do pulso de luz no inicio da atividade, o resultado final expresso para
o ritmo de atividade seria obtido pela resultante de forcas exercidas pelos
osciladores matutino e vespertino. No caso dos hamsters, a resultante dos dois
componentes foi o avanco de fase, demonstrando que no final da atividade a
incidéncia luminosa teria uma influéncia mais forte.

Fazendo correlagcdes com nossos resultados, podemos dizer que o final da
atividade dos sagliis, como ocorre com o hamsters, ¢ o0 momento de maior
vulnerabilidade do oscilador biologico ao estimulo fético. Da mesma forma que
ocorreu com o sagiii, na auséncia da caixa-ninho o hamster prolongou sua fase
ativa (a)e, dessa forma, o animal recebeu mais luz no final da atividade.
Todavia, como sdo espécies que apresentam nichos temporais opostos, o sagiii
diurno e o hamster noturno, o final da atividade corresponderia ao oscilador
vespertino € ao matutino, respectivamente. O oscilador vespertino (V) seria

responsavel pelos ajustes de fase por meio de atrasos de fase, enquanto que o
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oscilador matutino (M), por meio de avancos de fase. Isto explicaria por que o
hamster apresentou avangos de fase para o ritmo de atividade, enquanto que

nesta mesma condi¢do, o saglii apresentou atrasos de fase (vide Figura 21).

\' M
(atraso) (avanco)
) Mo, -,
b) w ....... IS 1 Pl
©)
d) M

Figura 21: Representagdo esquematica do ritmo circadiano de atividade
motora em relagdo ao ciclo CE (12:12) de duas espécies com nichos
temporais distintos. A espécie diurna tem sua fase de atividade alocada na
fase de claro (a, b), enquanto que a espécie noturna mantém sua atividade na
fase de escuro (c, d). Sem a caixa-ninho, observa-se o prolongamento da fase
ativa para a espécie diurna (b) e para a noturna (d). A incidéncia luminosa no
final da atividade estd destacada por setas tracejadas, que para a espécie
diurna coincide com o creptsculo vespertino (V—regido de atraso), e para a
espécie noturna o final da atividade esta relacionado ao crepusculo matutino
(M-regiao de avango).

Além da incidéncia luminosa sobre os osciladores biologicos ser capaz de
desencadear mudancas de fase responsaveis pelo arrastamento, a auto-seleg¢do a
luz pode também exercer sua acdo em um outro mecanismo da sincronizagao
fotica, no mascaramento.

A andlise temporal dos perfis de atividade, que expressa a freqiiéncia
diaria de atividade em relacdo as horas, demonstrou que a falta de auto-selecao a
luz faz com que os animais fiquem expostos a luz por mais tempo ¢ em

momentos preteridos. Nesses momentos a incidéncia luminosa pode causar um
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efeito direto no organismo, que pode ser visualizado pela resposta reativa do
sistema de temporizacdo a estimulacdo fotica. Segundo a descricdo do
mascaramento, em espécies diurnas, a luz provoca um aumento na freqiiéncia da
atividade motora (mascaramento positivo), enquanto que 0 escuro provoca sua
inibi¢do (mascaramento negativo) (Mrosovsky, 1999).

Segundo Marques ¢ Waterhouse (1999), o mecanismo de mascaramento
seria também responsavel pela sincronizagdo fotica. No arrastamento em sagiiis
existem momentos de maior vulnerabilidade do sistema a sofrer os ajustes de
fase, esses momentos seriam avaliados a partir da construcdo da curva de
resposta dependente da fase (CRF) (Wechselberger e Erkert, 1994). Talvez esses
mesmos momentos, que estdo proximos a transi¢ao entre as fases de claro e
escuro, possam ser sugeridos como os de maior vulnerabilidade também para o
mascaramento. Por isso, pode-se esperar que como ocorre no arrastamento, em
que os crepusculos sdo considerados importantes para os ajustes da fotofase dos
animais, estes tambeém seriam os momentos de maior susceptibilidade do sistema
para as respostas rapidas e reativas tipicas do mascaramento.

A partir da andlise dos perfis do ritmo circadiano de atividade durante a
etapa sem a caixa-ninho, observou-se um aumento pronunciado na freqiiéncia da
atividade motora principalmente no final da atividade, em torno do CT 11-12,
demonstrando que a luz provoca mascaramento positivo do ritmo circadiano de
atividade motora. O mascaramento ocorre principalmente em momentos que sao
considerados preteridos para a incidéncia luminosa, pois quando a caixa-ninho
estava presente na gaiola, geralmente neste horario os animais ja tinham se
recolhido para realizar seu episodio de repouso. Dessa maneira, como 0s animais
nao puderam se esconder da luz, houve um efeito ativacional no sistema,
caracteristico do mascaramento.

O mesmo momento também pode ser alvo do mascaramento mediado pelo
escuro (Mrosovsky, 1999). Devido ao prolongamento da fase ativa na condicao
sem caixa-ninho, observou-se que o final da atividade foi demarcado pelo apagar
das luzes, o que pode estar relacionado ao efeito inibitorio que o escuro pode

exercer sobre o ritmo circadiano de atividade motora em espécies diurnas,
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portanto, neste caso seria observado o mascaramento negativo do escuro em
saglii (Erkert, 1989).

No estudo realizado por Boulos e colaboradores (1996) a acao direta da
luz também foi observada em hamsters, mas como se trata de uma espécie
noturna, 0 mascaramento promovido pela luz e pelo escuro tem efeitos contrarios
aos do sagiii. Devido o prolongamento da fase ativa, o término da atividade foi
subito e em decorréncia do acender das luzes, assim, a luz provocou a inibi¢ao da
atividade (mascaramento negativo da luz) (Mrosovsky, 1999).

Mesmo que os mecanismos de arrastamento ¢ de mascaramento possam
ser individualizados de acordo com suas caracteristicas proprias, a separacao
funcional entre eles ndo ¢ uma tarefa considerada simples. Pois, em momentos
avaliados neste estudo, principalmente no final da atividade, ficou claro que os
dois mecanismos possam ter agido juntos. Ou seja, a acdo direta do estimulo
fotico, com efeito ativacional no sistema (mascaramento), poderia ocorrer
simultaneamente a a¢do indireta da luz, que perpassa o oscilador bioldgico
(arrastamento) (Challet e Pévet, 2003).

Daan e Aschoff (2001) descreveram trés distingdes entre os mecanismos
de arrastamento e de mascaramento. No arrastamento, ao contrario do
mascaramento, haveria a antecipacdo do ritmo em relacdo ao zeitgeber, a
presenca de ciclos transientes apos uma mudanca de fase e, principalmente, o
livre-curso em condi¢des constantes apds o arrastamento iniciaria no momento
determinado pelo zeitgeber da condi¢dao anterior. O deslocamento de fase
observado nos sagiiis no final da atividade, no primeiro dia em CC sem a caixa-
ninho, pode sugerir que mesmo em CE os animais ja estivessem com um
deslocamento de fase devido a exposicao forgada a luz no final da atividade, que
ndo era visualizado devido aos limites impostos pelo CE. Apenas com a
inexisténcia deste ciclo de iluminagdo, em CC, ¢ que o deslocamento de fase
poderia estar indicando a a¢do conjunta do arrastamento e do mascaramento no
sistema de temporizac¢do circadiano em sagiiis.

Como demonstrado, o arrastamento € o mascaramento do ritmo circadiano

de atividade motora, decorrentes dos estimulos foticos, podem ocorrer tanto em
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uma espécie diurna como o sagiii, como em noturnas como o hamster.
Entretanto, o nicho temporal estabelecido para cada espécie faz com que haja
respostas distintas de acordo com os habitos de cada animal, sendo o avanco ou o
atraso de fase, como bem o aumento ou a inibicdo da atividade, efeitos
relacionados a ecologia apresentada pelos animais.

Levando em consideracao os nichos temporais, Refinetti (2004) avaliou o
papel da toca sobre o ritmo circadiano de atividade motora em roedores fossoriais
com habitos diurnos (Arvicanthis niloticus) e noturnos (Mus musculus). Neste
estudo, os animais foram submetidos a dois ciclos de iluminagdo com
fotoperiodos diferentes, um longo (16C:8E) e um curto (8C:16E), com formas de
exposicao a luz distintas, auto-sele¢do e forcada. Os resultados evidenciaram que
a expressao do ritmo de atividade foi fortemente influenciada pelo fotoperiodo,
mas em relacdo a presenca da caixa-ninho, as respostas foram discretas. As
diferengas existentes em relacdo a caixa-ninho ocorreram quanto ao horario de
inicio da atividade, que na presenca da caixa-ninho foi antecipado em relagdo ao
ciclo de iluminagdo apenas na espécie noturna. Porém, a analise visual do perfil
de atividade da espécie diurna (Arvicanthis niloticus) revelou um aspecto que nos
interessou: na auséncia da caixa-ninho o animal apresentou um aumento na
freqiiéncia de atividade no final da fase de claro (ZT 11-12). Como explicacio o
autor descreveu que a caixa-ninho fornece um ambiente confortavel que
desencoraja a atividade motora neste horario, e, conseqiientemente, a falta de
exposi¢ado neste horario evitou o mascaramento. Esse resultado € importante, pois
mostra que uma espécie diurna que tem exposi¢ao forcada a luz apresenta um
aumento na freqiiéncia da atividade motora no final da sua fase ativa, padrao
semelhante ao encontrado em sagiiis.

Portanto, além da auto-selegdo a Iluz interferir no mecanismo de
arrastamento, ¢ evidente sua influéncia também no mecanismo de mascaramento.
O efeito da luz no oscilador bioldgico ndo exclui a sua agdo direta no sistema, o
que leva a crer que os ajustes preditivo e reativo estejam atuando juntos para a

efetiva sincronizagao fotica dos animais (Marques e Waterhouse, 1999).
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O modelo de toca foi aplicado inicialmente para as espécies noturnas,
tendo em vista os habitos que os animais tinham na natureza. Como os estudos
laboratoriais poderiam ser conduzidos de forma alheia ao comportamento dessas
espécies, os resultados encontrados ndo representariam a expressao do ritmo
bioldgico encontrado no ambiente natural, mas algo relacionado a falha
metodologica. Desta forma, o modelo de toca foi proposto para simular em
laboratorio condigdes que os animais noturnos e fossoriais apresentavam (Pratt e
Godman, 1986). Em seu estudo, DeCoursey (1986) demonstrou que animais que
vivem a maior parte do tempo enterrados em tocas, como os esquilos voadores
(Glaucomys volans), podem executar suas atividades sem referéncia temporal
ambiental, ficando em livre-curso. O livre-curso faz com que, em algum
momento, o inicio da atividade desse animal coincida com a fase de claro.
Quando isso acontece, o pulso de luz recebido pelo animal seria capaz de
provocar atrasos de fase no ritmo circadiano de atividade motora, suficientes para
alocar em seu nicho temporal propicio.

No sagiii, como ndo € uma espécie noturna € nem fossorial, a utilizagdo do
modelo de toca pode estar relacionada a outros aspectos importantes. Na
natureza, os sagiiis podem estar expostos a diferentes intensidades luminosas
durante um dia, desde o brilho intenso da incidéncia solar direta até um ambiente
com menos luz formado pela cobertura de arvores frondosas. Desse modo,
mesmo que esta espécie ndo utilize uma toca verdadeira para o seu alojamento, o
saglii pode utilizar outras estratégias para selecionar a intensidade da luz que
recebe, € assim interferir na sincronizagao foética de suas funcdes bioldgicas e
comportamentais.

Em suma, pode-se dizer que os resultados obtidos sdo persuasivos quando
mostram a influéncia da auto-selecao a luz sobre os mecanismos que medeiam a
sincronizacao fotica em sagiii. Além disso, € evidente a sua importancia no
estabelecimento da relagao de fase entre o ritmo circadiano de atividade motora e
o ciclo CE e no controle da sua amplitude.

Em relagdo a expressdao enddgena do ritmo circadiano de atividade motora

de sagtiis, a condicdo de claro constante (CC) ¢ considerada ideal, pois € propicia
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para a realizacdo das atividades e permite que estas sejam realizadas sem
referéncia temporal, promovendo a expressdo do periodo em livre-curso nesta
espécie (Erkert, 1989).

Sob a condi¢ao de iluminacao constante foi possivel quantificar o periodo
endogeno do ritmo circadiano de atividade motora dos sagiiis em trés etapas
distintas: duas com caixa-ninho (etapas B e F) e uma sem caixa-ninho (etapa E).
No total, os animais permaneceram 90 dias ndo consecutivos sob a condi¢ao de
iluminacao constante.

Na primeira etapa de CC (etapa B), os animais permaneceram 10 dias sem
a caixa-ninho apos a sincroniza¢ao ao CE (12:12). Nesta fase, todos os animais
apresentaram um periodo espontaneo de em média 23,8 £ 0,08 h. O periodo em
livre-curso expresso pelos animais neste estudo mostra correspondéncia com os
resultados encontrados em estudos realizados anteriormente, em que os animais
sdo submetidos ao CC na presenca da caixa-ninho (Erkert, Nagel e Stephani,
1986; Erkert, 1989; Glass ef al., 2001). Nesse sentido, a literatura evidencia que
o periodo enddgeno dos sagliis ¢ menor que 24 h apos a estabilizacdo em CC,
mas pode variar de acordo com algumas diferencas metodologicas empregadas.
Erkert, Nagel e Stephani (1986) encontraram um periodo endogeno médio de
23,5 £ 0,2 h. No estudo de Erkert (1989) o periodo endogeno relatado foi de 23,2
+ 0,3 h e, para Glass e colaboradores (2001), de 23,3 £ 0,4 h.

A segunda etapa CC (etapa E) foi realizada apés um CE (12:12) sem a
caixa-ninho. Inicialmente se esperava que todos os animais apresentassem o
livre-curso, mas apenas um dos quatro animais expressou o periodo espontaneo
menor que 24 h. Boris foi o Unico que apresentou o periodo em livre-curso
quando submetido ao CC sem caixa-ninho (t = 23,9 h). Devido a auséncia da
expressao do livre-curso nos outros animais, esta etapa foi prolongada por 50
dias, para que observassemos as mudancas ocorridas ao longo do tempo no
periodo endogeno de Alceu, Doko e Xande. Porém, mesmo com o passar dos
dias sob CC, estes animais continuaram a expressar o ritmo de atividade com
periodicidade em torno de 24 h. Apenas Boris permaneceu com o periodo em

livre-curso, que foi reduzindo gradualmente ao longo das décadas.
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Segundo Erkert (1989), ap6s uma etapa de CE, o sagiii pode levar cerca de
40-70 dias para estabilizar o periodo endégeno do ritmo circadiano de atividade
motora em CC. Neste estudo, o periodo endogeno de 11 sagiiis foi avaliado sob
intensidades luminosas que variaram de 0,1 a 500 lux e cada etapa poderia ter a
duracdo de 20 a 210 dias. Seus dados revelaram que a intensidade luminosa nao
influencia a expressdao endogena do ritmo circadiano de atividade motora, mas
que o tempo que os animais sao mantidos em CC interfere. A periodicidade nao
se torna estavel antes da terceira década, indicando que os aftereffects,
decorrentes do CE, podem persistir em média 20-40 dias. Os periodos enddgenos
nas primeiras décadas sdo significativamente maiores do que nas ultimas
décadas. Tal constatacdo explicaria apenas as mudangas observadas no periodo
endogeno de Boris, pois foi o unico animal que apresentou o periodo em livre-
curso na auséncia da caixa-ninho.

Enquanto Boris exibia o livre-curso e a redugao do periodo enddégeno ao
longo das décadas sem caixa-ninho, os outros trés animais, Alceu, Doko e
Xande, tiveram seus periodos proximos a 24 h. Nestes, a fase ativa que estava
alocada entre 2:00 e 14:00h, horarios correspondentes ao inicio e fim da fase de
claro na etapa anterior, passou a apresentar um atraso de fase gradual de 3 h,
ficando concentrada entre 5:00 e 17:00h, horario aproximado da fase de claro do
ambiente externo na época em que o estudo foi realizado. Assim, mesmo que os
animais estivessem sob condicdo de iluminacdo constante com temperatura e
umidade estaveis, o CE externo pode ter atuado indiretamente como uma pista
temporal aos animais da sala. A a¢do indireta da luz poderia advir dos animais
presentes no Nucleo de Primatologia (aproximadamente 170 animais)
sincronizados ao ciclo CE ambiental, que poderiam estar fornecendo as pistas
temporais capazes de sincronizar os animais dentro da sala.

Os animais pertencentes ao Nucleo possuem atividades comportamentais
distribuidas regularmente na fase de claro do ciclo CE ambiental, como foi
descrito para a atividade motora (Menezes et al., 1993) e para a realizacao de
comportamentos como a catagdo (Azevedo et al., 1996) em estudos anteriores

realizados pelo nosso laboratorio. Devido a regularidade das atividades

58



desempenhadas pelos animais presentes na parte externa do Nucleo, ¢ possivel
que estes animais funcionassem como um zeitgeber capaz de sincronizar os
demais que estavam dentro da sala experimental.

A sincronizacao social em sagiiis foi estudada por meio da utilizagao das
pistas consideradas nao-foticas (Erkert e Schardt, 1991; Glass et al., 2001). No
entanto, a denominacao de estimulo ndo-fotico ¢ abrangente e engloba uma gama
de fatores com naturezas muito distintas. Dentro da categoria de estimulos nao-
foticos, ha varios fatores que podem sincronizar o oscilador biologico. Acredita-
se que estas pistas de caracteristicas diferentes possam sincronizar os ritmos
biologicos por serem recorrentes e periddicas (Mistlberger e Skene, 2004).

A interagdo social ¢ um tipo de zeitgeber ndo-fotico em varias espécies.
Entretanto, a sincronizagdo dos ritmos biologicos, a partir das interacdes entre
co-especificos, pode ser esperada em espécies que desenvolveram padroes
sociais. Em sagiiis, Erkert e Schardt (1991) demonstraram que as interagdes
sociais influenciam a ritmicidade expressa por esses animais. Acredita-se que a
capacidade do sistema de temporizacdo circadiano de responder as interacoes
sociais seja um forte componente adaptativo para esta espécie, mas que seu efeito
sincronizador seja fraco e subjugado aos efeitos do ciclo claro e escuro (Erkert,
Nagel e Stephani, 1986).

Erkert e Schardt (1991) demonstraram que a sincronizacdo social em
sagliis pode ocorrer sob condigdo de iluminagdo constante através de pistas
auditivas e olfativas. Nesse estudo, enquanto uns animais estavam em claro
constante, outros presentes na mesma sala estavam submetidos ao ciclo claro e
escuro. Os animais que estavam sob condi¢des constantes foram sincronizados
pelos que estavam mantidos em CE, possivelmente através de pistas olfativas e
auditivas recorrentes e regulares.

Portanto, ¢ contundente afirmar que os sagiiis possam ter utilizado tanto
estimulos auditivos quanto olfativos como pistas temporais ritmicas. Apesar
disso, a partir das caracteristicas fisicas desses estimulos, descarta-se o papel das
pistas olfativas, mesmo que nao totalmente, como o meio de sincronizagao entre

os animais da Colonia e os da sala. Pois, a presenca do exaustor na sala
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experimental permitia a passagem do ar de dentro da sala para fora e dificilmente
o contrario. Assim, o odor dos animais presentes na parte externa do nucleo nao
poderia penetrar na sala. Além disso, o exaustor foi ligado em horarios aleatérios
sem qualquer regularidade temporal. Por isso, aponta-se as pistas auditivas como
capazes de levar a sincronizag¢do do ritmo de atividade dos animais que estavam
mantidos em condi¢des laboratoriais constantes.

A comunicagdo auditiva dos animais do Nucleo com os da sala foi
possivel porque o isolamento acustico da sala experimental foi insuficiente para
bloquear a passagem de algumas vocalizagdes emitidas pelos sagiiis. Desse
modo, o isolamento acustico parcial ndo evitou que os silvos longos pudessem
penetrar na sala e sincronizar os animais.

A andlise dos periodos endogenos de Alceu, Doko e Xande mostra que os
animais sincronizaram gradualmente o ritmo circadiano de atividade motora,
possivelmente através das pistas auditivas fornecidas pelos animais do Nucleo. A
observacdo de ciclos transientes at€¢ a completa sincronizacdo sinaliza o
mecanismo de arrastamento das funcdes comportamentais por estes estimulos
(Daan e Aschoff, 2001). Contudo, o periodo endogeno desses animais apresentou
pequenas variacdes em torno de 24 h ao longo das décadas em CC sem caixa-
ninho, o que leva a crer que as pistas sociais possam ter atuado como zeitgeber
fraco (Erkert, Nagel e Stephani, 1986), e que na verdade estariam promovendo
um mecanismo de coordenacao relativa.

A variabilidade intra-especifica ¢ um fator que deve ser levado em
consideracdo neste estudo, pois entre quatro sagiiis, apenas um apresentou o
periodo em livre-curso na etapa E, enquanto que os outros sincronizaram
indiretamente ao ciclo CE externo, possivelmente por meio da comunicagdo
auditiva mantida com os animais da Col6nia, demonstrando que o funcionamento
do sistema de temporizag¢do, bem como a utilizagdo de pistas ambientais, possam
ter caracteristicas inerentes a cada animal.

Existem algumas caracteristicas que podem ser sugeridas como
causadoras das respostas diferenciais entre os animais. Boris, o Unico que teve

seu periodo espontaneo expresso, poderia apresentar dificuldades de captar os
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estimulos ambientais, dentre estes os foticos. Isso € possivel porque no estudo
realizado por Silva, Albuquerque e Araujo (2003) constatou-se a existéncia de
que sagiiis com deficiéncia visual apresentam varidveis ritmicas, como o periodo
enddgeno e a duracdo da fase ativa, diferentes dos animais com visdo normal.
Embora nao tenhamos realizado testes especializados para detectar tal deficiéncia
em Boris, sua duracdo da fase ativa em muito se assemelha ao observado em
animais cegos no estudo descrito anteriormente, no qual se argumenta que os
animais com deficiéncia visual teriam um menor o devido a dificuldade em
desempenhar as atividades, e isto causaria diferengas no periodo endogeno
expresso pelos animais deficitarios.

Porém, mesmo que a anélise dos resultados forneca argumentos a favor da
revisdo do conceito que as pistas sociais sdo um zeitgeber fraco em sagiiis, €
importante ressaltar que, no nosso caso, esta pista estava sendo fornecida por
mais de 150 emissores. Assim, com tantos emissores existentes, a sua acdo pode
ter sido potencializada o suficiente para atuar como agente arrastador no ritmo
circadiano de atividade motora em trés animais (Alceu, Doko e Xande) e exercer
modula¢do em um. Esta modulacdo, a qual denominamos de mascaramento, foi
notada a partir na visualizagdo do actograma de Boris durante a etapa E, na qual
observou-se uma maior freqiiéncia da atividade motora quando a fase ativa de
Boris coincidiu como a fase ativa dos animais da parte externa do Nucleo (Figura
16).

Na ultima etapa em CC (etapa F), em que a caixa-ninho foi reintroduzida
na gaiola, o periodo em livre-curso foi apresentado por Boris (t = 23,3h) e por
dois animais que estavam sincronizados antes a Colonia, Doko (t = 23,4h) e
Xande (t = 23,3h). Alceu foi o tinico animal que nao teve seu periodo enddégeno
expresso (t = 24,1 h) em F1. Porém, o livre-curso de Xande nao foi mantido nas
décadas subseqiientes. Em F2 e F3, Xande voltou a ter periodicidade proxima a
24 h com fase ativa concentrada no horario do ciclo CE ambiental externo,
semelhante a Alceu. Enquanto que Boris e Doko permaneceram em livre-curso.
Como a etapa F teve a duracdo de 30 dias, ou trés décadas, as mudangas

ocorridas no periodo em livre-curso influenciadas pela duragdo do CC nao

61



puderam ser bem avaliadas, mas nota-se a tendéncia de sua redug¢do com o
decorrer das décadas, como foi verificada ao longo das cinco décadas da etapa E
para Boris e como foi constatado por Erkert (1989).

Como base na andlise dos periodos endogenos expressos pelos animais
apés a reintroducdo da caixa-ninho, pode-se apontar algumas explicacdes
possiveis. A caixa-ninho ¢ um aparato que propicia a auto-selecdo a luz,
permitindo que os animais estejam submetidos a um ciclo de CE optativo mesmo
que a condicao experimental seja CC. Porém, na auséncia da caixa-ninho isto ndao
¢ possivel, pois os animais estariam submetidos a uma iluminagdo ininterrupta,
que poderia causar efeitos distintos nos osciladores biologicos.

Um dos efeitos da ag¢do continua da luz seria o desacoplamento dos
osciladores biologicos. No modelo multioscilatério, usado para explicar a
presenga de diversos osciladores no sistema de temporizagdo circadiano,
considera-se que a expressdo do ritmo biolégico dependa da sincronizagao
interna (ou da ordem temporal interna) entre os varios ritmos enddgenos
(Brandstaetter, 2004). As evidéncias experimentais que denunciam o
desacoplamento entre os osciladores, a dessincronizacdo interna (Aschoff et
al., 1967; Wever, 1975; Moore-Ede e Sulzman, 1981; Aschoff, 1988; Weinert,
Sturm e Waterhouse, 2002; Nagano et al., 2003), a biparticao (Pittendrigh,
1960; Pickard e Turek, 1982; de la Iglesia et al., 2002) e a dissociacdo
(Campuzano et al., 1998; Welsh et al., 1995; Schwartz et al., 2000; Nakamura et
al.,2001; de la Iglesia et al., 2004), foram consideradas como o resultado da falta
de acoplamento entre osciladores que podem estar localizados em tecidos
periféricos, nos nucleos supraquiasmaticos ou até mesmo em subpopulagdes de
cada NSQ, respectivamente. Dessa maneira, o sistema circadiano ¢ considerado
um sistema multioscilatério cujos osciladores podem ter diferentes graus de
acoplamento dependendo das condi¢des de iluminagdo impostas (Cambras e
Diez-Noguera, 1991).

Nos sagiiis, o efeito da iluminagdo constante sobre o acoplamento dos
osciladores biologicos, que controlam o ritmo circadiano de atividade motora, foi

evidenciado a partir da constatacdo do fendomeno de biparticio ou splitting
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(Schardt, Wilhelm e Erkert, 1989). Neste estudo, um sagiii macho de 4 anos e
uma fémea de 8 anos foram mantidos em CC (200-470 lux). Apos 40 e 75 dias
nesta condi¢cdo, o macho e a fémea, respectivamente, apresentaram a biparticao
do ritmo circadiano de atividade motora. Para o macho, o periodo em livre-curso
antes da biparti¢ao foi de 23,3 h; proximo ao 40° dia em CC, o animal comegou a
expressar um outro componente da atividade. Finalmente, ap6s a biparticdo
estabelecida, os dois componentes do ritmo circadiano de atividade motora se
apresentaram em antifase com periodos endogenos iguais de 24,6 h. Os autores
atribuiram a causa da biparticdo a iluminagdo concedida aos animais durante o
experimento. A intensidade luminosa baixa poderia ter causado o
desacoplamento dos osciladores desta espécie diurna.

No nosso estudo, a auséncia da caixa-ninho, conseqiientemente, a acao
continua da luz, poderia ter induzido um outro modo de desacoplamento. O
desacoplamento entre as subunidades do NSQ. A porcdo ventrolateral, que
recebe as aferéncias do NSQ e responsavel pela sincronizagdo por fatores
externos, € a porcao dorsomedial, responsavel em gerar o ritmo enddégeno em
sagiiis (Moore, 1993), poderiam estar com a for¢a de acoplamento enfraquecida
por causa da exposicao forgada a luz. Se a condigdo experimental (sem caixa-
ninho) fez com que estas duas porcdes estivessem desacopladas, a expressao do
ritmo sincronizado ou do ritmo em livre-curso poderia estar enfraquecida. Esta
explicagdo parece contundente, pois nas etapas B e F1 (com caixa-ninho), 100%
e 75% dos animais apresentaram o livre-curso, respectivamente. Enquanto que
sem a caixa-ninho, apenas 25% dos animais apresentou livre-curso e os 75%
restante esteve com uma sincroniza¢ao parcial (ou coordenagdo relativa) por
pistas auditivas. Ou seja, sem a caixa-ninho, nem a expressao endogena ¢ nem a
sincronizagao por pistas externas seriam realizadas efetivamente.

Outra tentativa de explicar os dados baseia-se no fato de que a caixa-ninho
poderia atenuar as pistas auditivas emitidas pelos animais presentes na area
externa do Nucleo, e por isso, na presenga da caixa-ninho, os animais ouviriam

um som menos forte e este tornaria menos eficiente para sincroniza-los. Apesar
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de logica, esta explicacdo esbarra na limitagdo metodologica deste estudo e
necessita de mais investigagdes a fim de esclarecer as duvidas presentes.

Em relagdo a duracdo da fase ativa (a) dos sagiiis em CC, pode-se
constatar que este parametro do ritmo circadiano de atividade motora sofre
mudancas na medida em que o periodo enddgeno estd variando. O
estabelecimento da duracdo da fase ativa estd directamente relacionado as
modificagdes ocorridas no periodo endogeno, pois até que o animal estabilize seu
periodo endogeno apds ser submetido a transi¢do entre etapas experimentais, seu
o estard sendo alterado conjuntamente, como descreve Boulos e colaboradores
(1996) em seu estudo. Por isso, ao falarmos da agdo dos affereffects sobre o
periodo enddgeno dos sagiiis (Erkert, 1989), o seu efeito na duracdo da fase ativa
deve estar embutido.

A auto-sele¢do ou a exposi¢do forgada a luz, mesmo em CC, foram fatores
que influenciaram a duracdo da fase ativa. Nas etapas em que os animais
estiveram com a caixa-ninho (etapas B e F), a duracdo da fase ativa foi menor,
enquanto que sem a caixa-ninho (etapa E), a fase ativa foi maior. A extensdo da
fase ativa nas etapas em que houve exposi¢do for¢ada a luz repete o padrao
encontrado quando os animais estiveram submetidos ao ciclo CE (12:12).

Como descritas anteriormente, as etapas de CC ndo tiveram a mesma
duragdo. A etapa B teve apenas 10 dias, a etapa E composta por 50 dias ¢ a etapa
F por 30 dias. Dessa forma, a falta de estabilidade do periodo enddgeno antes de
30-50 dias (Erkert, 1989), pode ter causado a variabilidade encontrada na
duracdo da fase ativa. Apesar disso, os valores de a em livre-curso com caixa-
ninho encontrados neste estudo estdo de acordo com o o, = 11,3 £ 0,4 h
encontrado por Erkert (1989), e com o a.. = 10,6 = 0,8 h por Palkova, Sigmund e
Erkert (1999). No entanto, na condi¢do sem caixa-ninho a compara¢do do o em
livre-curso ndo pode ser realizado com resultados anteriores, pois nao ha
literatura existente.

Para saber a duragdo da fase ativa é necessario estabelecer os horarios de
inicio e término da atividade dos animais. Estes horarios sdo controlados por

osciladores biologicos distintos, como descrito no modelo de dois osciladores
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(Pittendrigh e Daan, 1976). O inicio da atividade dos sagiiis € controlado pelo
oscilador matutino, enquanto que o término da fase ativa, pelo oscilador
vespertino. Dessa maneira, devido as mudancas ocorridas no a.. observadas nas
etapas com iluminacdo constante, ¢ possivel que o funcionamento dos
osciladores matutino e vespertino tenha sido afetado pela forma da exposi¢cdo a
luz. Em outras palavras, pode-se dizer que a auto-sele¢do a luz ou a exposi¢ao
forcada tenha promovido a incidéncia luminosa com duracdo e em momentos
diferentes, que poderiam ajustar os osciladores de maneira diferente.

Com base numa analise global dos resultados obtidos sob a condicdo de
CE, pode-se dizer que a exposi¢do forcada a luz prolongou a fase ativa e,
conseqiientemente, promoveu uma maior exposi¢do a luz. As mudangas de
relacao de fase entre o ritmo circadiano de atividade motora e o ciclo CE devem-
se em grande parte ao fato de que nesta condi¢do os animais estavam recebendo
uma maior incidéncia luminosa, principalmente no final da atividade, que
resultaria em atrasos de fase, relacionados ao mecanismo de arrastamento, € um
aumento na amplitude, associado ao mascaramento fotico. Quando submetidos a
condi¢do de iluminagdo constante (CC), sem caixa-ninho, os animais estiveram
expostos a luz por mais tempo € em momentos preteridos que foram capazes de
provocar mudangas no periodo em livre-curso e na duragdo da fase ativa.

Uma limitagdo encontrada neste trabalho foi o numero de animais
estudados. Um grupo formado por apenas quatro animais fez com que a
variabilidade inerente ao sagiii tornasse os resultados dificeis de serem agrupados
e discutidos, o que demonstra a necessidade da realizagdo de estudos com
objetivos similares com um maior nimero de representantes, para que a
variabilidade intra-especifica nem dificulte e nem reduza a visualizagdo das
respostas provocadas pelas condigdes experimentais avaliadas. Além disso,
outras manipulacdes como mudancas de fase poderiam ser incluidas na
abordagem experimental para melhor caracterizagdo dos efeitos da auto-selecdo a
luz sobre o sistema de temporizagdo circadiano. Como ndo bastasse, fatores

como sexo e idade poderiam tornar o tema em questao ainda mais abrangente.
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Sobre o pioneirismo citado no inicio desta secdo, pode-se dizer que este
fato ndo apenas carregara consigo a importancia por ter evidenciado que a
utilizacdo da caixa-ninho em sagiiis influencia fortemente o controle da
ritmicidade da atividade motora, mas também por ter trazido um tema que nunca
fora antes estudado em primata ndo-humano. Todavia, justamente pelo
ineditismo, a limitacdo ¢ inevitavel. Por isso, além da relevancia atual do
presente estudo, espera-se que ocorra a sua superagdao com o advento de novos
estudos.

O modelo da caixa-ninho, baseado no principio da auto-sele¢do e da
exposi¢ao forcada a luz, pode contribuir para o reconhecimento que a agdo
conjunta dos dois mecanismos, arrastamento € mascaramento, propicia a
sincronizacao fotica do ritmo circadiano de atividade motora de forma mais
efetiva. Pois a expressdao do ritmo bioldgico neste caso contaria com o carater
antecipatdrio promovido pelo arrastamento, somada a resposta reativa provocada
pelo mascaramento. Por isso, a evidéncia da agdo conjunta dos mecanismos para
os ajustes da ritmicidade biologica em sagiiis, sugere que a interacdo desses
mecanismos seja uma estratégia vantajosa para a sobrevivéncia da espécie.

Além disso, nos estudos laboratoriais que avaliam os mecanismos da
sincronizacdo fética em primatas diurnos, sugere-se que a utilizacdo da caixa-
ninho seja adotada a fim de permitir a expressdo do ritmo circadiano de atividade
motora com maior correspondéncia ao sistema de temporizagdo circadiano. Pois,
sob a condi¢do de CC com exposicao forgada a luz, os resultados obtidos foram
diferentes dos esperados, mostrando que a variabilidade nas respostas
encontradas pode indicar que esta condicdo de manutencdo seja considerada
imprdpria para esta espécie, € que nao corresponda ao que ocorre em seu habitat

natural.
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7. Conclusoes

Diante dos resultados obtidos, ¢ possivel concluir que:

1. A maior exposi¢do luminosa sob o ciclo CE (12:12) e CC, propiciada pela
condi¢do de exposi¢do forcada a luz, prolonga a duragdo da fase ativa (o) em

sagliis;

2. A exposi¢ao forgada a luz em CE, principalmente no final da fase ativa (CT
11-12), provoca atrasos de fase e aumenta a amplitude do perfil do ritmo

circadiano de atividade motora dos sagiiis;

3. A forma de exposi¢do a luz em CC influencia a expressdo do periodo

enddgeno do ritmo circadiano de atividade motora em sagiiis;

4. Embora a exposicao forcada a luz induza uma resposta de mascaramento mais
acentuada, o mecanismo de arrastamento também ¢ afetado. Por isso, nas
duas formas de exposi¢do a luz, os mecanismos de arrastamento e de
mascaramento podem ter acdes complementares no controle da sincronizacao

fotica em sagiiis.

67



8. Referéncias bibliograficas

Abbott, D. H.; Barnett, D. K.; Colman, R. J.; Yamamoto, M. E. & Schultz-
Darken, N. J. (2003). Aspects of common marmoset basic biology and life

history important for biomedical research. Comparative Medicine, 53(4),
339-350.

Alonso, C. & Langguth, A. (1989). Ecologia e comportamento de Callithrix
jacchus (Primates: Callitrichidae) numa ilha de floresta atlantica. Revista
Nordestina de Biologia, 6 (2), 105-137.

Araujo, J. F. & Marques, N. (2003). In: Marques, N. & Menna-Barreto, L. S.
(Orgs.). Cronobiologia: principios e aplicagoes. (pp.99-117). Sao Paulo,
Edusp.

Aschoff, J. & von Goetz, C. (1988). Masking of circadian activity rhythms in
hamsters by darkness. Journal of Comparative Physiology A., 162, 559-562.

Aschoff, J. & von Goetz, C. (1989). Masking of circadian activity rhythms in
canaries by light and dark. Journal of Biological Rhythms, 4, 29-38.

Aschoff, J.; Gerecke, U. & Wever, R. (1967). Desynchronization of human
circadian rhythms. Journal Physiology, 17, 450.

Aschoff, J. (1960). Exogenous and endogenous componentes in circadian
rhythms. Cold Spring Harbor Symposia On Quantitative Biology, 25, 11-28.

Aschoff, J.; (1963). Comparative physiology. Diurnal activity. Ann. Rev.
Physiology, 25, 581-600.

Aschoff, J. (1988). Free running and entraiment circadian rhythms. In: Handbook
of Behavioral Neurobiology. In: Aschoff, J. (Ed.), Biological Rhythms. (pp.
99-117), New York: Plenum.

Aschoff, J. (1999). Masking and parametric effects of high-frequency light-dark
cycles. Japanese Journal of Physiology, 49, 11-18.

Azevedo, C.V.M.; Menezes, A.A.L.; Queiroz, J.W. & Moreira, L.F.S. (1996).
Circadian and ultradian periodicites of grooming behavior in family groups

of common marmosets (Callithrix jacchus) in captivity. Biological Rhythms
Research, 27, 374-385.

68



Balsalobre, A.; Brown, S.A.; Marcacci, L.; Tronche, F.; Kellendonk, C.;
Reichardt, H.M.; Schiitz, G. & Schibler, U. (2000). Resetting of circadian

time in pheripheral tissues by glucocorticoid signaling. Science, 289, 2344-
2347.

Balsalobre, A. (2002). Clock genes in mammalian peripheral tissues. Cell Tissue
Research, 309, 193-199.

Bastos, J. R. G. C. (2005). Dissociag¢do do ritmo circadiano da atividade motora
de ratos sob ciclo de claro-escuro simétrico de 22 horas em condicoes
seminaturais. Dissertacao de Mestrado, Universidade Federal do Rio Grande
do Norte, Natal.

Bezerra, L.B.; Moreira, L.F.S. & Menezes, A.A.L. (1996). Influéncia do
fotoperiodo sobre a atividade do sagiii (Callithrix jacchus). VI Encontro

Cientifico do Programa de Pos-Graduagdo em Psicobiologia. Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, Natal.

Boulos, Z.; Macchi, M.; Houpt, T. A. & Terman, M. (1996). Photic entrainment
in hamsters: effects of simulated twilights and nest box availability. Journal
of Biological Rhythms, 11(3), 216-233.

Brainard,G. C. & Hanifin, J. P. (2005). Photons, clocks, and consciousness.
Journal Biological Rhythms, 20(4), 314-325.

Brandstaetter, R. (2004). Circadian lessons from peripheral clocks: Is the time of
the mammalian pacemaker up? Proceedings of the National Academy of
Sciences (PNAS), 101(16), 5699-5700.

Biinning, E. (1967). The physiological clock. 2ed. New York, Springer-Verlang.

Cambras, T. & Diez Noguera, A. (1991). Evolution of rat motor-activity
circadian-rhythm under 3 different light patterns. Physiology & Behavior, 49
(1), 63-68.

Camillo, C. S. (1999). Padrdo diario da atividade locomotora de uma fémea de
sagtii (Callithrix jacchus) em cativeiro, durante a gesta¢do e apos o parto.
Dissertagao de mestrado da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal.

Camillo, C. S.; Azevedo, C. V. M.; Cunha, M. K. M.; Xavier, C. A.; Bezerra, L.
B.; Macédo, J. P. S.; Queiroz, J. W.; Menezes, A. A. L.; Moreira, L. F. S. &
Marques, N. (2000). Distribuicao diaria da atividade locomotora e da catacao
em uma fémea reprodutora de Callithrix jacchus durante a gestacao e apos o
parto. A Primatologia no Brasil, 7, 49-63.

69



Campuzano, A.; Vilaplana, J.; Cambras, T. & Diez-Noguera, A. (1998).
Dissociation of the rat motor activity rhythm under T cycles shorter than 24
hours. Physiology and Behavior, 63 (2), 171-176.

Campuzano, A.; Vilaplana, J.; Cambras, T. & Diez-Noguera, A. (1999). The role
of wheel running in the coupling of two simultaneous circadian rhythms of
motor activity in the rat. Biological Rhythm Research, 30 (3), 497-507.

Challet, E. & Pévet, P. (2003). Interactions between photic and nonphotic stimuli
to synchronize the master circadian clock in mammals. Frontiers in
Bioscience, 8, 246-257.

Castro, C.S.S.; Menezes, A.L. & Moreira, L.F.S. (2003). Locomotor activity
rhythm in free-ranging common marmosets (Callithrix jacchus). Biological
Rhythm Research, 34 (1), 23-30.

Cipolla-Neto, J.; Marques, N. & Menna-Barreto, L.S. (1988). Introdu¢do ao
estudo da cronobiologia. Sdo Paulo, Ed. Icone, 270p.

Clarke, J. M. (1994). The common marmoset (Callithrix jacchus). ANZCCART
News, 7(2), 1-8.

Daan, S. & Aschoff, J. (2001). The entrainment of circadian systems. In.
Takahashi, Turek e Moore (Org.), Handbook of Behavioral Neurobiology
(pp.7-43). New York, Academic/Plenum Publishers.

Daan, S.; Albrecht, U.; van der Horst, G.T.J.; Illnerova, H.; Roennenberg, T.;
Wehr, T.A.; Schwartz, W.J. (2001). Assembling a clock for all seasons there
M and E oscillators in the genes? Journal of Biological Rhythms, 10 (2), 105-
116.

Damiola, F.; Minh, N.; Preitner, N.; Kornmann, B.; Fleury-Olela, F. & Schibler,
U. (2000). Restricted feeding uncouples circadian oscillators in peripheral

tissues from the central pacemaker in the suprachiasmatic nucleus. Genes &
Development, 14, 2950-2961.

DeCoursey, P.J. (1986). Light-sampling behavior in photoentrainment of a rodent
circadian thythm. Journal of Comparative Physiology A, 159, 161-169.

DeCoursey, P.J. & Krulas, J.R. (1998). Behavior of SCN-lesioned chipmunks in
natural habitat: A pilot study. Journal of Biological Rhythms, 13 (3), 229-
244,

DeCoursey, P. J.; Walker, J. K. & Smith; S. A. (2000). A circadian pacemaker in

free-living chipmunks: essential for survival? Journal of Comparative
Physiology A, 186 (2), 169-180.

70



de la Iglesia, H.; Cambras, T.; Schwartz, W.J.; Diez-Noguera, A. (2004). Forced
desynchronization of dual circadian oscillators within the rat suprachiasmatic
nucleus. Current Biology, 14, 796-800.

de la Iglesia, H; Meyer, J; Carpino Jr, A.C.; Schwartz, W.J. (2002). Antiphase
oscillation of the left and right suprachiasmatic nuclei. Science, 290, 799-
801.

Dias, R. M. S. L. (2001). Distribui¢ao diaria da autocatacdo em Callithrix
jacchus, sob diferentes niveis de iluminagdo. Dissertacio de Mestrado da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal.

Erkert, H. G. & Grober, J. (1986). Direct modulation of activity and body
temperature of owl monkeys (Aotus lemurinus griseimembra) by low light
intensities. Folia Primatologica, 47, 171-188.

Erkert, H. G. (1989). Characteristics of the circadian activity rhythm in common
marmosets (Callithrix j. jacchus). American Journal of Primatology, 17,
271-286.

Erkert, H. G.; Nagel, B. & Stephani, 1. (1986). Light and social effects on the
free-running circadian activity rhythm in common marmosets (Callithrix
jacchus;Primates): social masking, pseudo-splitting, and relative
coordination. Behavioral Ecology and Sociobiology, 18, 443-452.

Erkert, H.G & Schardt, U. (1991). Social entrainment of circadian activity
rhythms in common marmosets, Callithrix j. jacchus (Primates). Ethology,
87, 189-202.

Folkard, S. (1989). The pragmatic approach to masking. Chronobiology
International, 6 (1), 55-64.

Glass, J. D.; Tardif, S. D.; Clements, R. & Mrosovsky, N. (2001). Photic and
nonphotic circadian phase resetting in a diurnal primate, the common
marmoset. American  Journal  Physiology  Regulatory Integrative
Comparative Physiology, 280, 191-197.

Groot, M. H. M. & Rusak, B. (2002). Entrainment impaired, masking spared: an
apparent genetic abnormality that prevents circadian rhythm entrainment to
24-h lighting cycles in California mice. Neuroscience Letters, 327, 203-207.

Guerin, M. V. & Matthews, C. D. (1990). Plasma melatonin exhibits a diurnal

secretion in the common marmoset (Callithrix jacchus): Relationship to the
rest-activity cycle. Journal of Pineal Research, 8, 237-244.

71



Halberg, F. (1960). Temporal coordination of physiologic function. Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol., 25, 289-310.

Halberg, F. (1969). Chronobiology. Ann. Rev. Physiol., 31, 675-723.

Horne, J. A. & Ostberg, O. (1976). A self-assessment questionnaire to determine
morningness-eveningness in human circadian rhythms. International Journal
of Chronobiology, 4, 97-110.

Hurd, M. W. & Ralph, M. R. (1998). The significance of circadian organization
for longevity in the golden hamster. Journal of Biological Rhythms, 13 (5),
430-436.

Jagota, A.; de la Iglesia, H. e Schwartz, W.J. (2000). Morning and evening
circadian oscillations in the suprachiasmatic nucleus in vitro. Nature, 3 (4),
372-376.

Labyak, S.E.; Lee, T.M. & Goel, N. (1997). Rhythm chronotypes in a diurnal
rodent, Octodon degus. American Journal of Physiology-Regulatory
Integrative and Comparative Physiology, 273 (3), 1058-1066.

Lavie, P. (1989). Ultradian rhythms in arousal-the problem of masking.
Chronobiology International, 6 (1), 21-28.

Lax, P.; Zamora, S. & Madrid, J.A. (1999). Food-entrained feeding and
locomotor circadian rhythms in rats under different lighting conditions.
Chronobiology International, 16(3), 281-291.

Marques, M. D. & Waterhouse, J. M. (1994). Masking and the evolution of
circadian rhythmicity. Chronobiology International, 11(3), 146-155.

Marques, M. D.; Golombek, D & Moreno, C. (2003). Adaptagdo temporal. In:
Marques, N. & Menna-Barreto, L.S. (Orgs.), Cronobiologia: principios e
aplicagoes. (pp.55-98). Sao Paulo, Edusp.

Marques, M.D. (2002). Ritmos bioldgicos y ciclos ambientales: sincronizacion.
In: Golombek, D.A. (Org), Cronobiologia Humana-Ritmos y relojes
biologicos en la saude en la enfermidad. (pp.85-92). Argentina, Universidad
Nacional de Quilmes.

Mendes, A. L. B. (2004). Influéncia de pistas sociais sobre a ressincroniza¢do
do ritmo circadiano de atividade motora de sagiiis (Callithrix jacchus) ao
ciclo claro-escuro. Dissertacao de Mestrado, Universidade Federal do Rio
Grande do Norte, Natal.

72



Meijer, J.H. & Rietveld, W.J. (1989). Neurophysiology of the suprachiasmatic
circadian pacemaker in rodents. Physiological Reviews, 69 (3), 671-707.

Menezes, A. A. L.; Moreira, L. F. & Menna-Barreto, L. (1996). Ontogeny of the
locomotor activity rhythm in the common marmoset (Callithrix jacchus).
Biological Rhythm Research, 27(3), 319-328.

Menezes, A. A. L.; Moreira, L. F. S.; Azevedo, C. V. M.; Costa, S. F. & Castro,
C. S. S. (1993). Behavioral rhythms in the captive common marmoset
(Callithrix jacchus) under natural environment conditions. Brazilian Journal
of Medical and Biological Research, 26, 741-745.

Menna-Barreto, L. (2003). O tempo na vida. In: Marques, N. & Menna-Barreto,
L.S. (Orgs.). Cronobiologia: principios e aplicagoes. (pp.25-29). Sdo Paulo,
Edusp.

Mistlberger, R. E. & Skene, D. J. (2004). Social influences on mammalian
circadian rhythms: animal and human studies. Biological Reviews, 79, 533-
556.

Moore, R. Y. (1993). Organization of the primate circadian system. Journal of
Biological Rhythms, 8, S3-S9.

Moore, R. Y. (1999). Circadian Timing. In: Zigmond, M. J.; Bloom, F. E,;
Landis, S. C.; Roberts, J. L. & Squire, L. R. (Eds) Fundamental
Neuroscience, (pp. 1189-1206). San Diego, Academic Press.

Moore-Ede, M.C. & Sulzman, F.M. (1981). Internal temporal order. In: Aschoff,
F. (Org.), Handbook of Behavioral Neurobiology. Biological Rhythms
(pp.215-241). New York, Plenum Press.

Moreira, L. F. S.; Sousa, M. B. C.; Menezes, A. A. L.; Azevedo, C. V.; Mota, M.
T. S.; Costa, S. F. & Castro, C. S. S. (1991). Ritmo da atividade motora do
sagiii comum (Callithrix jacchus). A Primatologia no Brasil, 3, 25-33.

Mrosovsky, N. (1999). Masking: history, definitions and measurement.
Chronobiology International, 16(4), 415-429.

Mrosovsky, N.; Foster, R. G. & Salmon, P. A. (1999). Thresholds for masking
responses to light in three strains of retinally degenerate mice. Journal
Comparative Physiology A, 184, 423-428.

Mrosovsky, N.; Lucas, R. J. & Foster, R. G. (2001). Persistence of masking

responses to light in mice lacking rods e cones. Journal of Biological
Rhythms, 16 (6), 585-587.

73



Mrosovsky, N.; Salmon, P. A.; Foster, R. G. & McCall, M. A. (2000). Responses
to light after retinal degeneration. Vision Research, 40, 575-578.

Nagano, M.; Adachi, A.; Nakahama, K.; Nakamura, T.; Tamada, M.; Meyer-
Bernstein, E.; Sehgal, A. & Shigeyoshi, Y. (2003). An abrupt shift in the

day/night cycle causes desynchrony in the mammalian circadian center. The
Journal of Neuroscience, 23 (14), 6141-6151.

Nakamura, W.; Honma, S.; Shirakawa, T. & Honma, K. (2001). Regional
pacemakers composed of multiple oscillator neurons in the rat
suprachiasmatic nucleus. European Journal of Neuroscience, 14, 666-674.

Péalkova, M.; Sigmund, L. & Erkert, H. G. (1999). Effect of ambient temperature
on the circadian activity rhythm in common marmosets, Callithrix j. jacchus
(Primates). Chronobiology International, 16(2), 149-161.

Petry, H.; Riehl, I. & Zucker, H. (1987). Spontanaktivitit und fressverhalten von
weissbiischellaffchen (Callithrix jacchus). Z. Versuchtierkd, 29, 197-207.

Pickard, G.E. & Turek, F.W. (1982). Splitting of the circadian-rhythm of activity
1s abolished by unilateral lesions of the suprachiasmatic nuclei. Science, 215,
1119-1121.

Pittendrigh, C.S. (1960). Circadian rhythms and the circadian organization of
living systems. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Bio., 25, 159-184.

Pittendrigh, C.S.; Daan, A. (1976). A functional analysis of circadian
pacemarkers in nocturnal rodents. Journal Comparative Physiology A, 106,
333-355.

Pittendrigh, C. S. (1981). Circadian systems: Entrainment. In: Handbook of
Behavioral Neurobiology. In: Aschoff, J. (Ed.), Biological Rhythms. (Vol. 4,
pp. 95-124), New York: Plenum Press.

Pratt, B.L. & Godman,. B.D. (1986). Activity rhythms and photoperiodism of
syrian hamsters in a simulated burrow system. Physiology and Behavior, 36,
83-89.

Ralph, M. R.; Foster, R. G.; Davis, F. C. & Menaker, M. (1990). Transplanted
suprachiasmatic nucleus determines circadian period. Science, 247, 975-978.

Redlin, U. & Mrosovsky, N. (1999a). Masking by light in hamsters with SCN
lesions. Journal Comparative Physiology A, 184, 439-448.

Redlin, U. & Mrosovsky, N. (1999b). Masking of locomotor activity in hamsters.
Journal Comparative Physiology A, 184, 429-437.

74



Refinetti, R. (2004). Daily activity pattern of a nocturnal and a diurnal rodent in a
seminatural environment. Physiology & Behavior, 82, 285-294.

Roenneberg, T.; Daan, S. & Merrow, M. (2000). The art of entrainment. Journal
of Biological Rhythms, 18 (3), 183-194.

Rusak, B. (1977). The role of the suprachiasmatic nuclei in the generation of
circadian rhythms in the golden hamster, Mesocricetus auratus. Journal of
Comparative Physiology A, 118 (2), 145-164.

Sakamoto, K.; Nagase, T; Fukui, H.; Horikawa, K.; Okada, T.; Tanaka, H.; Sato,
K.; Miyake, Y.; Ohara, O.; Kako, K. & Ishida, N. (1998). Multitissue
Circadian Expression of Rat period Homolog (rPer2) mRNA Is Governed by
the Mammalian Circadian Clock, the Suprachiasmatic Nucleus in the Brain.
Journal of Biological Chemistry, 273 (42), 27039-27042.

Schwartz, W.J.; Carpino, A., de la Iglesia, H.O.; Baler, R., Klein, D.C.,
Nakabeppu, Y. & Aronin, N. (2000). Differential regulation of fos family
genes in the ventrolateral and dorsomedial subdivisions of the rat
suprachiasmatic nucleus. Neuroscience, 98 (3), 535-547.

Schardt, U.; Wilhelm, I. & Erkert, H. G. (1989). Splitting of the circadian activity
rhythm in common marmosets (Callithrix j. jacchus; Primates). Experientia,
45,1112-1115.

Silva, M. M. A.; Albuquerque, A. M. & Araujo, J. F. (2005). Light-dark cycle
synchronization of circadian rhythm in blind primates. Journal of Circadian
Rhythms, 3(10), 1-5.

Stephan, F. K.; Swann, J. M.; Sisk, C. L. (1979). Entrainment of circadian
rthythms by feeding schedules in rats with suprachiasmatic lesions.
Behavioral Neural Biology, 25, 545-554.

Stokkan, K.A.; Yamazaki, S.; Tei, H.; Sakaki, Y. & Menaker, M. (2001).
Entrainment of the circadian clock in the liver by feeding. Science, 291, 490-
493.

Turek, F. W. & Takahashi, J. S. (2001). Introduction to circadian rhythms. In.
Takahashi, Turek e Moore (Org.), Handbook of Behavioral Neurobiology
(pp.3-5). New York, Academic/Plenum Publishers.

Wechselberger, E. & Erkert, H. G. (1994). Characteristics of the light-induced
phase response of circadian activity rhythms in common marmosets,

Callithrix j. jacchus [Primates-Cebidae]. Chronobiology International, 11(3),
275-284.

75



Weinert, D.; Sturm, J. & Waterhouse, J. (2002). Different behavior of the
circadian rhythms of activity and body temperature during resynchronization

following an advance of the LD cycle. Biological Rhythm Research, 33 (2),
187-198.

Werdenich, D. & Huber, L. (2002). Social factors determine cooperation in
marmosets. Animal Behaviour, 64, 771-781.

Welsh, D.K.; Logothesis, D.E.; Meister, M.; Reppert, S.M. (1995). Individual
neurons dissociated from rat suprachiasmatic nucleus express independently
phased circadian firing rthythms. Neuron, 14, 697-706.

Wever, R.A. (1975). The circadian multi-oscillator system of man. Int. J.
Chronobiology, 3, 19-55.

Wever, R.A. (1979). The circadian system of man: Results of experiments under
temporal isolation. Springer, New York, 1979.

Yamamoto, M. E. (1993). From dependency to maturity: The behavioral
ontogeny of Callithrichidae. In. Rylands, A. B. (Org.), Marmosets and
tamarins. Systematics, behavior and ecology (pp.235-254). Oxford, Oxford
University Press.

76



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

