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RESUMO 

Considerando a importância dos ritmos circadianos para a sobrevivência dos organismos e 

a vulnerabilidade do sistema nervoso a mudanças ambientais e nutricionais, 

desenvolvemos esse trabalho com o objetivo de avaliar os efeitos de uma dieta deficiente 

em ácidos graxos essenciais, ômega-3 e ômega-6, em ratos expostos a diferentes regimes 

de iluminação sobre a ritmicidade circadiana. Ratos Wistar com idades pós-natais P21 a 

P125 foram alimentados em regime ad libitum com dietas controle e deficiente em AGEs, 

sendo mantidos em ambiente com temperatura média de 21 ± 2 °C e iluminação (com 

iluminância de 150 lux durante a fase de claro e 1 lux durante a fase de escuro), em 

esquemas de ciclo claro-escuro de 24 horas (CE 12:12), sendo posteriormente submetidos 

a atraso de fase e ao escuro constante, com a atividade motora registrada continuamente, 

monitorada por sensor infravermelho sensível ao movimento do animal. A análise das 

características do ritmo e plotagem dos gráficos (actogramas e periodogramas) foi 

realizada através do programa “El Temps®”. Os animais jovens tratados $%&! '! (")*' 

)+,)-"&).*'/! 0dieta à base de óleo de coco)! )+"1"-'& '*"#"('()! &%*%-'! -)(23"(' 

(2-'.*)! '! 4'5)! () $/'-%! 0p <0,01) )! 2*"/"3'-'&! 2&! *)&,%! &'"%-! ,'-'! %5! -'*%5!

-)55".$-%."3'-)&!',65!%!'*-'5%!()!4'5) de 7 8!.% $"$/%!$/'-%-escuro (p <0,05)9!:2'.(%!

$%&,'-'(%!'%5!$%.*-%/)5!'/"&).*'(%5!$%&!(")*'!à base de soja; <=!%5!'."&'"5 '(2/*%5 

tratados $%&! '! (")*' )+,)-"&).*'/9 '! ,'-*"-! (% P>?9! &%5*-'-'&@5)! ".$','3)5! () 

res5".$-%."3'-! ' '*"#"('()! &%*%-' ,'-' %! $"$/% AB9 ',-)5).*'.(% 2& aumento no 

,)-C%(%!01478 ± 9.67 min, p < 0,01) )&!-)/'DE%!'%5!$%.*-%/)!01442 ± 1.3 min). A partir 

do P105, )&! $%.("DF)5! ()! /"#-)@$2-5%9! %! ,)-C%(%! G! ,-)(%&".'.*)&).*)! &'"%-! .%!

H-2,%!)+,)-"&).*'/!(p<0,05). B55)5!-)52/*'(%5 )5*E%!()!'$%-(%!$%& '!8",6*)5)!()!:2)!

' %-H'."3'DE%!42.$"%.'/!(% 5"5*)&' $"-$'("'.% ,%()!5)-!&%("4"$'('!,)/'!$%&,%5"DE%!
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/",C("$' ('!(")*'9! ".$/2".(% =$"(%5!H-'+%5!5'*2-'(%59 )!5'/").*' 2& ,',)/ &%(2/'(%- 

(%5! =$"(%5! H-'+%5 ,%/"".5'*2-'(%5 .' 5".$-%."3'DE% ".(23"(' pela /23 no sistema 

$"-$'("'.%;! 

 

Palavras-chave: Ácidos graxos essenciais, núcleo supraquiasmático, ritmos circadianos, 

sincronização. 
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ABSTRACT 

Considering the importance of circadian rhythms to the survival of organisms and the 

vulnerability of the nervous system to environmental and nutrition changes, this study was 

developed aiming to evaluate the effects of a diet deficient in essential fatty acids, omega-3 

and omega-6, in rats exposed to different lighting regimes on the circadian rhythmicity. 

Wistar rats from postnatal ages P21 to P125 were fed control or deficient in EFAs diets in 

ad libitum settings, being kept at controlled temperature (average 21 ± 2 ° C) and lighting 

(with luminance of 150 lux during the and 1 lux of light during the dark) in a light-dark 

cycle of 24 hours (LD 12:12) and subsequently subjected to phase delay and constant 

darkness, where their motor activity was recorded continuously monitored by infrared 

sensors sensitive to movement. The analysis of the pace and plotting of graphs (actograms 

and periodograms) was performed using the program "El Temps®". One of the 

observations found in the treatment with the experimental diet was the capability to reduce 

the motor activity during the light phase (p <0.01) and the longer time required by the 

animal to resynchronize after the 6 h phase delay of the light-dark cycle 6 h dark (p <0.05) 

in young rats. Adult animals treated with the experimental diet were, after P84, unable to 

resynchronize the motor activity for the light-dark cycle, therefore presenting an increase 

in the period (1478 ± 9.67 min, p <0.01) when compared to control (1442 ± 1.3 min). In 

free running conditions, after P105, there is variation in the period, with predominance 

towards the experimental group (p<0,05). These results are consistent with the idea that the 

functional organization of the circadian system can be modified by the lipid composition of 

the diet, including saturated fatty acids, and outlines a modulating role of polyunsaturated 

fatty acids in synchronization induced by light in the circadian system.  

Keywords: Circadian rhythms, essential fatty acids, synchronization, suprachiasmatic 

nucleus. 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1. Nutrição, dieta e sistema nervoso 

 

O desenvolvimento e a organização funcional dos seres vivos dependem, dentre 

outros fatores, de uma nutrição adequada. A relação entre fatores físicos, biológicos e 

sociais envolvidos com o estado nutricional traduz o nível de equilíbrio ou desajuste entre 

esses fatores, refletindo-se em problemas ocasionados por excessos ou carências 

nutricionais. Diante da importância destas condições, estudos abordando os efeitos de 

diversos tipos de carência nutricional sobre o sistema nervoso, enfatizando fases precoces 

do seu desenvolvimento, demonstram alterações morfológicas, neuroquímicas, endócrinas, 

funcionais e comportamentais, no sentido de entender as consequências, assim como a 

possibilidade de adaptação do ser vivo a diferentes formas de injúrias (Morgane et al., 

1978; Stillwell et al., 2005; Antalis et al., 2006; Chalon, 2006). 

A desnutrição, mesmo sendo leve, representa uma agressão ambiental 

multifatorial, uma vez que é capaz de induzir privação social e intelectual (Morley e Lucas, 

1994), estresse emocional, prejuízos para interação mãe-filho (Colombo, 2001a; Otto et al., 

2003), e até inibição do crescimento cerebral (Almeida et al., 2002).  Entretanto, devem ser 

considerados os diferentes cronogramas de desenvolvimento e requerimentos metabólicos 

das diversas regiões cerebrais (Morgane et al., 1978; Almeida et al., 2002), uma vez que 

efeitos neurais induzidos por má nutrição podem se perpetuar e ser cumulativos sobre 

várias gerações (Decsi et al., 1996; Chalon, 2006; Levant et al., 2007). 
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O desenvolvimento do sistema nervoso e a adequada expressão do 

comportamento dependem de três fatores críticos: 1) hereditariedade; 2) nutrição adequada 

e 3) complexidade e grau de estimulação ambiental. Interferências nestes fatores podem 

desencadear uma cadeia de reações capazes de induzir e/ou amplificar erros funcionais 

(Morgane et al., 1978). 

A vulnerabilidade do sistema nervoso a mudanças ambientais ocorre 

especialmente durante o período crítico de desenvolvimento do cérebro. Este período em 

humanos começa no último trimestre de vida fetal e continua até o 3º e 4º anos de vida pós-

natal. Em ratos se inicia na gestação e se estende no pós-natal, principalmente ao período 

de lactação. Durante esse período, processos como neurogênese, gliogênese e mielinização 

se realizam com intensidade máxima, de forma que sequelas promovidas pela má nutrição 

nesta fase da vida poderão ou não ser revertidas (Morgane et al., 1978; Guedes et al., 1996; 

Almeida et al., 2002; Hartvigsen et al., 2004). No entanto, a capacidade potencial do 

sistema nervoso para se reorganizar mediante insultos, ou seja, a sua plasticidade, deve ser 

também considerada (Heinemann et al., 2005). O estabelecimento de uma dieta apropriada 

após um período de má nutrição poderá restaurar injúrias ocorridas, principalmente quando 

estas não forem tão severas a ponto de induzir efeitos permanentes sobre os processos de 

desenvolvimento do sistema nervoso (Morgane et al., 1978). Além disso, tem sido 

demonstrado, tanto em seres humanos como em animais de laboratório, que o 

enriquecimento ambiental com estímulos sensoriais e psicomotores durante o período 

crítico de desenvolvimento do cérebro pode minimizar muitos dos efeitos induzidos pela 

má nutrição (Colombo et al., 2001b). 
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1.2. Importância dos ácidos graxos essenciais no desenvolvimento do 

organismo e do sistema nervoso 

 

Os lipídios são componentes fundamentais de uma dieta equilibrada, sendo 

necessários para o desenvolvimento do organismo. O ácido graxo que é obtido 

obrigatoriamente a partir das fontes alimentares, em vista da incapacidade dos mamíferos 

de sintetizá-lo, é denominado ácido graxo essencial (AGE). São assim considerados os 

ácidos graxos poliinsaturados das séries n-3 e n-6, os ácidos alfa-linolênico (18:3, n-3) e o 

linoléico (18:2, n-6) que produzem as famílias ômega-3 e ômega-6 respectivamente. Para 

cada família o ácido graxo essencial (AGE) é convertido em ácido graxo poliinsaturado 

(AGPI) da mesma série através de sucessivas reações realizadas pelas enzimas alongases e 

dessaturases, cujas atividades levam respectivamente à adição de novos carbonos e de 

insaturações às cadeias originais (ver Figura 1, de Groot, 2003). Esses AGEs são os 

precursores dos AGPIs de cadeia longa (AGPI-CL) como os ácidos araquidônico (20:4 n-

6; AA), docosahexaenóico (22:6 n-3; DHA) e eicosapentaenóico (20:5 n-3; EPA), os quais 

entram na composição das membranas celulares e unem-se às moléculas de fósforo, 

formando os fosfolipídios, os quais desempenham papel fundamental para a manutenção 

da fluidez e estrutura da membrana. 

A quantidade e a qualidade dos AGPIs incorporados à membrana influenciam 

suas propriedades físicas e funcionais (Bourre et al., 1989; 2006; Birch et al., 1998; 

Armstrong et al., 2003; Eldho et al., 2003; Innis, 2004; Wollin et al., 2004; Li et al., 2006; 

Puskas & Kitajak, 2006). 
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Figura 1. Representação esquemática das principais vias do metabolismo dos ácidos 

graxos. Modificado de de Groot, 2003. 
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O suprimento adequado desses ácidos graxos para o feto, a partir da circulação 

materna e durante o aleitamento, é essencial para o crescimento e desenvolvimento ótimos. 

Seus precursores, pelo fígado fetal e neonatal, são discutíveis (Innis, 1991; Greiner et al., 

2003; Dijck-Brouwer et al., 2005b). Os lipídios encontrados na membrana de neurônios de 

mamíferos têm perfil de AGPI-CL (Innis, 2000), os quais desempenham um importante 

papel tanto na estrutura quanto nas funções das células neuronais (Wainwright et al., 1994; 

Zimmer et al., 2000). Por serem capazes de alterar as características físico-químicas da 

membrana dos neurônios, os AGPI-CL participam ativamente de processos de sinalização 

celular (Innis, 2000). Ver na figura 2 as alterações decorrentes da dinâmica de saturações e 

insaturações na membrana celular (Hagen et al., 2010). 

    

Figura 2. Dinâmica dos ácidos graxos na membrana celular. Modificado de Hagen et al. 

(2010). 
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O fato de serem constituintes das membranas celulares torna os AGEs necessários 

para a função normal de todos os tecidos. Assim é que uma dieta deficiente em AGEs 

causa alterações na composição das membranas celulares levando ao aparecimento de 

diversos distúrbios como retardo do crescimento, lesões epiteliais, diminuição da 

pigmentação da pele, diminuição na taxa metabólica, prejuízo no equilíbrio hídrico, 

aumento da fragilidade e da permeabilidade da membrana celular, além do aumento da 

susceptibilidade a infecções (Hansen e Jensen, 1985; Eldho et al., 2003; Greiner et al., 

2003). Também por essa razão, os AGEs são objeto de estudo nas mais variadas 

abordagens, como por exemplo, estudos relacionados a suas propriedades anti-

inflamatórias e anti-oxidantes (Yavin, 2006; Innis, 2007; Kim et al., 2010). Nesse aspecto, 

uma revisão de estudos sobre as propriedades anti-inflamatórias dos AGPI-CL ômega 3, 

especialmente EPA e DHA dá conta de que a dieta rica nestes compostos está associada 

com uma redução da resposta proliferativa das células T e aumento da resposta apoptótica 

e que estes efeitos podem ser mediados por alterações nos microdomínios lipídicos da 

membrana (Switzer et al., 2004). O processo apoptótico é causado por uma cascata de 

eventos na qual a família de cisteína proteases conhecida como caspases leva a quebra de 

múltiplos substratos, com especificidade para o ácido aspártico (Lev et al., 2003; Eberhardt 

e Schulz, 2003). A morte apoptótica é caracterizada pela expressão de genes (a maior parte 

oncogenes), que aumentam o processo apoptótico (bax, bcl-x) e outros que inibem a morte 

celular, tais como bcl-2 e bcl-xL (Lev et al., 2003). Existem duas vias que relacionam a 

contribuição mitocondrial com a morte celular. A primeira via envolve a permeabilização 

da membrana externa mitocondrial e consequente liberação do citocromo c (cyto c); isso 

ocorre quando são ativadas as proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2 (Bax e/ou Bak) 

(Green, 2005; Sas et al., 2007). A segunda via de morte celular é iniciada por condições 

que levam a permeabilidade mitocondrial transicional, definido como um aumento não 
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específico da permeabilidade da membrana mitocondrial interna (Halestrap et al., 2002; 

Sas et al., 2007), levando ao edema e ruptura da membrana externa (Green, 2005). 

Há evidências de que a dieta rica em ômega-3 leva à supressão da proliferação das 

células T devido a aumento na expressão da proteína ligante AcylCoA e massa 

fosfolipídica (Collison et al., 2005). Estudos “in vitro” em camundongos dão conta de que 

a adição de ômega-3 suprime a atividade das células T (Fan et al., 2003) e promove 

aumento de fator de necrose tumoral e interleucina-6 (Barber et al., 2005). Em ratos foi 

visto que uma dieta rica em ômega 3 reduz a agregação plaquetária e os níveis de 

prostaglandinas séricas, além de aumentar a atividade de enzimas anti-oxidantes hepáticas, 

tais como catalase e glutationa transferase (Ramaprasad et al., 2005). 

Dentre as várias contribuições dos ácidos graxos ao organismo destaca-se a 

atuação deles na manutenção da estrutura e das funções dos neurônios. O sistema nervoso 

é predominantemente composto de lipídios contendo ácidos graxos saturados, 

monoinsaturados e poliinsaturados. O equilíbrio dos níveis dietéticos desses ácidos graxos 

é necessário para manter a integridade estrutural, metabólica e o desenvolvimento do 

cérebro (Uauy e Dangour, 2006). Proporcionalmente, 60% da massa seca do cérebro é 

formada de gordura, da qual até 25% corresponde ao ácido docosahexaenoico (DHA) e 

pelo ácido araquidônico (AA), que são ácidos graxos poliinsaturados das séries n-3 e n-6, 

respectivamente (Ver figura 3). No tecido nervoso, os ácidos graxos poliinsaturados DHA 

e AA são os mais abundantes nos mamíferos (Green e Yavin, 1996). O funcionamento 

cerebral adequado depende do acúmulo de AGEs, particularmente do DHA, que ocorre 

principalmente durante o período de maior crescimento cerebral (Burdge et al., 2002). 

Além disso, vários estudos sobre estes AGEs permitiram chegar à conclusão de que cada 

um deles possuem papel único, essencial e insubstituível no funcionamento do cérebro e do 

sistema nervoso. Tem sido evidenciado que os AGEs podem agir como neuroprotetores no 
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cérebro. Uma das evidências disso é que o DHA está envolvido na redução da apoptose e 

necrose em diferentes classes neuronais (Lang-Lazdunski et al., 2003; Kim et al., 2010), 

enquanto que AA pode atuar como um fator neurotrófico sobre neurônios sensoriais 

(Robson et al., 2010). O ácido graxo saturado esteárico (18:0) é capaz de proteger 

neurônios corticais contra os efeitos do estresse oxidativo (Wang et al., 2007), enquanto 

que o ácido graxo monoinsaturado oléico (18:1 n-9) pode se comportar como um fator 

neurotrófico em culturas de células (Medina e Tabernero, 2002) ou promover axonogênese 

no estriado durante o desenvolvimento cerebral (Polo-Hernández et al., 2010). 

 

 

Figura 3. Proporção de ácidos graxos no cérebro humano (Modificado de McNamara e 

Carlson, 2006). 

Em estudo com ratos, foram investigados os efeitos da composição fosfolipídica 

alterada de regiões cerebrais causados pela depleção de DHA, seja em consequência de 

atividade reprodutiva sucessiva ou por administração de dieta deficiente em ômega-3. Os 

resultados mostraram perdas celulares importantes nos córtices dos lobos frontal e 

temporal e no caudado-putamen e perdas menores no estriado ventral, hipotálamo, 

hipocampo e cerebelo, sugerindo que sistemas neuronais específicos podem ser afetados 
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diferencialmente pela depleção de DHA cerebral no organismo pós-parto (Levant et al., 

2007). 

Vários trabalhos têm demonstrado uma clara associação entre níveis inadequados 

de DHA nos fosfolipídios do cérebro e desenvolvimento neurológico deficitário (Neuringer 

et al., 1988; Carlson et al., 1996; 1997; Dijck-Brouwer et al., 2005a). Ratos alimentados 

com dietas deficientes em ácido linolênico apresentaram redução na capacidade de 

aprendizagem, indicando a necessidade de níveis adequados desse AGE no cérebro para o 

desempenho de funções cognitivas (Saste et al., 1998). A deficiência de DHA também está 

relacionada com um menor crescimento de neuritos em neurônios hipocampais (Calderon e 

Kim, 2004) e com um decréscimo no tamanho dos corpos celulares de neurônios no 

hipocampo, hipotálamo, córtex piriforme e parietal (Ahmad et al., 2002). Além de 

alterações no sistema visual, a deficiência de DHA induz também uma redução na 

capacidade de discriminação olfativa (Greiner et al., 2001). Também se observou que 

dietas deficientes em AGEs induzem mudanças na atividade elétrica cortical (Borba et al., 

2010), na acuidade visual (Wainwright et al., 1991), na velocidade de condução do 

impulso nervoso em nervos periféricos (Silva et al., 1987), na arborização dendrítica e na 

formação da mielina (Calon et al., 2004; Hartvigsen et al., 2004). Oh-I et al. (2005) 

sugeriram um mecanismo molecular associado à leptina cerebral e ômega-3, promovendo 

um aumento de junções oclusivas no hipotálamo. Na mesma linha, Yamagata et al. (2003) 

sugeriram que os AGEs podem induzir a formação de junções oclusivas em células 

endoteliais de capilares cerebrais. Estudo recente demonstrou aumento no influxo de cálcio 

por canais voltagem-dependentes em membranas celulares e do retículo endoplasmático de 

culturas de células do gânglio ciliar de embriões de pinto, facilitado pelo DHA (Erriquez et 

al., 2005).  
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1.3. Influência da carência em ácidos graxos essenciais sobre a 

neurotransmissão 

AGPI-CL são envolvidos funcionalmente com diversos sistemas de 

neurotransmissão, incluindo o glutamatérgico (Nishikawa et al., 1994; Moreira et al., 

2010), colinérgico (Aid et al., 2003) e monoaminérgico (Chalon, 2006). Dentre estes, o 

sistema dopaminérgico é especialmente vulnerável à carência específica em AGEs.  

A dopamina (DA) exerce uma influência modulatória sobre várias funções 

cognitivas, sensoriais e motoras do córtex cerebral. A análise topográfica da distribuição de 

terminais imunorreativos a TH, enzima limitante na síntese da DA, bem como dos 

transportadores de membrana para a DA sugere que a inervação dopaminérgica exerce uma 

forte influência sobre a atividade neuronal no córtex parietal. Além disso, em regiões 

subcorticais a distribuição de terminais dopaminérgicos no córtex pode permitir uma maior 

difusão da DA como neuromodulador (Lewis e Levitt, 2002). Este sistema atua como um 

dos moduladores da atividade neuronal tanto ao nível do sistema meso-córtico-límbico 

como ao nível diencefálico, onde participa da regulação neuro-hormonal e neurovegetativa. 

Deficiência em AGEs durante o período de aleitamento é capaz de reduzir os 

níveis de DA no córtex frontal (de la Presa e Innis, 1999), estriado e colículos superior e 

inferior em animais adultos (de la Presa e Innis, 2000). Zimmer et al. (1998) observaram 

que a deficiência crônica de DHA reduz a liberação vesicular de DA induzida pela tiramina 

no córtex frontal, sugerindo que a deficiência desse ácido graxo pode alterar o mecanismo 

de internalização da referida amina. Além disso, foi constatado que a diminuição da 

disponibilidade de DHA durante o desenvolvimento cerebral induz alterações 

neuroquímicas no sistema dopaminérgico envolvido com as funções mesolímbica e 

mesocortical (Yavin, 2006; Chalon, 2006; Kuperstein et al., 2008), seguidas por 

modificações comportamentais na idade adulta (Fedorova et al., 2009). 
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Em trabalhos envolvendo a dieta restrita em AGPIs, um modelo descrito de 

paridade sucessiva associado a dieta materna com níveis deficientes de ácido linolênico, 

foi observada redução no número de neurônios imunorreativos à tirosina hidroxilase (TH) 

na substância negra pars compacta na prole em animais nos dias P70 (Ahmad et al., 2008). 

Estes dados sugerem que níveis adequados de AGEs n-3 na dieta são necessários para a 

sobrevivência de neurônios dopaminérgicos. 

Uma vulnerabilidade diferenciada diante de uma menor biodisponibilidade de 

AGEs da dieta foi também evidenciada entre neurônios dopaminérgicos do córtex frontal, 

hipocampo e estriado (Acar et al., 2003). Neste último estudo, uma dieta contendo a forma 

trans do ácido alfa linolênico (ou seja, isomerização de uma parte da dieta) provocou 

diminuição dos níveis de DA endógena, principalmente no hipocampo. Também foi visto 

que o número de neurônios dopaminérgicos está diminuído na substância negra pars 

compacta e área tegmental ventral de ratos alimentados com dieta deficiente em ômega-3 

(Ahmad et al., 2008). Trabalhos em andamento (Passos et al., 2012, dados não publicados) 

apontam indícios de que a dieta deficiente em AGEs pode promover alterações sobre a 

neurogênese e diferenciação dos neurônios dopaminérgicos no sistema meso-córtico-

límbico. 

Além da DA, a serotonina (5-HT) contribui para fenômenos de plasticidade 

sináptica, sendo a participação relativa de cada uma delas diferente em relação aos córtices 

pré-frontal e parietal. Enquanto a DA exerce maior influência sobre a densidade sináptica 

no córtex pré-frontal, a 5-HT atua mais no córtex parietal (Sugahara & Shiraishi, 1998). 

Evidências obtidas em ratos também indicam que receptores dopaminérgicos do tipo D3 

são expressos no córtex parietal de forma seletiva e transitória durante as duas primeiras 

semanas pós-natais, de forma coincidente com o desenvolvimento da organização 

somatotópica das vibrissas (Gurevich e Joyce, 2000). 
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No córtex frontal também foi observado que a deficiência crônica em ômega-3 

promove aumento na densidade de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2 e redução na 

densidade dos receptores dopaminérgicos durante o envelhecimento (Delion et al., 1996). 

Além das evidências de que a carência dos AGEs provoca alterações sobre os sistemas 

dopaminérgico e serotoninérgico, até agora temos pouco conhecimento de alterações 

efetivas sobre outros neurotransmissores ou seus receptores, como por exemplo, o GABA, 

a glicina ou o glutamato, nem envolvendo a GAD (glutamato descarboxilase), enzima-

chave de conversão entre os sistemas GABA-glutamatérgico. Um estudo recente 

apresentou resultados em que a suplementação dietética de ômega-3 pode reverter às 

mudanças relacionadas à perda e mau funcionamento de receptores glutamatérgicos no 

córtex frontal, hipocampo e estriado de pessoas em idade avançada (Dyall et al., 2007). 

 

1.4. Repercussões da carência em ácidos graxos essenciais em patologias 

neurodegenerativas e em distúrbios psiquiátricos 

 

Estudos relacionados a distúrbios neuropsiquiátricos indicam que reduções nos 

níveis de AGEs, especialmente o ácido araquidônico, nos fosfolipídios de membranas 

neuronais, podem estar envolvidas na etiologia da esquizofrenia (Skosnik e Yao, 2003; 

Reddy et al., 2004). Considerando a importância dos AGPIs como agentes capazes de 

suprimir a produção de citocinas pró-inflamatórias e de promover neuroproteção, além de 

serem essenciais para o desenvolvimento e crescimento cerebral, foi também proposto que 

uma suplementação perinatal de quantidades adequadas destes ácidos graxos poderia ser 

uma estratégia adequada para a prevenção da esquizofrenia na vida adulta (Das, 2004). 

Horrobin (1992) já havia proposto uma relação entre esquizofrenia e o metabolismo de 

eicosanóides e AGEs. Evidências obtidas em camundongos transgênicos indicam que 
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AGEs podem ter também um potente efeito terapêutico na doença de Huntington, uma vez 

que o tratamento crônico com AGPI, a partir do nascimento, previne deficiências motoras 

em animais (Clifford et al., 2002). 

Distúrbios relacionados à perda progressiva da memória foram investigados sob o 

ponto de vista neurofuncional e neuroquímico. Em estudos realizados em camundongos 

transgênicos, servindo como modelo experimental para a doença de Alzheimer, foi 

sugerido que uma dieta rica em ômega-3 pode aumentar a quantidade de receptores 

NMDA hipocampais (Calon et al, 2005). Na mesma linha de investigação, Lim G. P. et al. 

(2005) observaram uma redução de 40 a 50% de tecido hipocampal e do córtex parietal em 

ratos transgênicos. Alterações neuroquímicas foram sugeridas por Haag (2003), ao 

verificar que o ômega-3 aumenta a eficiência da 5-HT e das catecolaminas. Além disso, 

sugeriu também que evita a dessaturação da membrana neuronal e manutenção de sua 

fluidez, mecanismos neuroquímicos capazes de prevenir a doença de Alzheimer. A 

redução na incidência da doença de Alzheimer decorrente do consumo rico em ômega-3 

também foi sugerida por Morris et al. (2003). 

Transtornos como o déficit de atenção e hiperatividade também são citados como 

consequência da carência de AGEs (Haag, 2003; Young et al., 2004), entretanto, o 

mecanismo desencadeante ainda não foi elucidado. Por outro lado, Vancassel et al. (2005), 

em estudos testando a assimetria cerebral, encontraram dados relacionados a alterações de 

lateralidade em ratos carentes de AGEs, associados a uma redução da quantidade de 

neurônios colinérgicos estriatais. Estudos realizados com ratos para testar memória 

espacial em labirinto têm apontado uma melhora na habilidade locomotora associada a 

uma dieta rica em ômega-3 (Hartvigsen et al., 2004; Lim G. P. et al., 2005; Lim S. Y. et 

al., 2005). 
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Essas observações em animais experimentais em conjunto com estudos 

epidemiológicos e clínicos (Bourre, 2005; Dijck-Brouwer et al., 2005a; Das, 2006; 

McNamara e Carlson, 2006) sugerem que baixos níveis de DHA podem contribuir para a 

etiologia dos transtornos neuropsiquiátricos e de doenças neurodegenerativas. Assim, o uso 

terapêutico de AGPI-CL, especialmente os da série n-3, foi indicado em uma variedade 

dessas doenças (Heinrichs, 2010). Em modelos experimentais da doença de Parkinson, por 

exemplo, foi demonstrado que a suplementação dietética de DHA ou óleo de peixe pode 

restaurar parcialmente a neurotransmissão dopaminérgica após lesões estriatais induzidas 

por 6-hidroxidopamina (6OHDA) ou 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) 

(Bousquet et al., 2008; Cansev et al., 2008). 

 

1.5. O sistema de temporização circadiana em mamíferos 

 

Os ritmos circadianos são oscilações em comportamentos e funções expressados 

por toda matéria viva com periodicidade de aproximadamente 24 horas. Eles representam 

um importante componente comportamental, uma vez que permite a um organismo 

antecipar-se e preparar-se para as alterações que ocorrem no ambiente natural, do nascer ao 

pôr do sol, podendo assim otimizar os seus comportamentos de acordo com os padrões 

rítmicos ambientais (Moore-Ede, 1986). 

Duas propriedades básicas destes ritmos, a geração endógena, ou seja, a sua 

expressão mesmo na ausência de pistas ambientais, e a sincronização aos ciclos 

ambientais, particularmente o ciclo claro-escuro, permitiram inferir a existência de um 

sistema organizador. Este foi denominado sistema de temporização circadiana (STC) e 

compreende um conjunto de estruturas neurais diferenciadas, que incluem vias retinianas 

acopladas a um marca-passo no cérebro, o próprio marca-passo, bem como as estruturas 



!

KN!

!

que representam entradas e saídas do marca-passo. Em mamíferos é constituído de 

estruturas neurais e endócrinas, onde se inclui classicamente o núcleo supraquiasmático 

(NSQ) como o marca-passo principal, além do folheto intergeniculado (FIG) e da glândula 

pineal (Figura. 4). (Ver Moore, 1999; Van Esseveldt et al., 2000; Marques e Menna-

Barreto, 2003; Reuss, 2003; Morin e Allen, 2005; Golombek e Rosenstein, 2010). 

O STC é organizado de maneira a receber informações dos ambientes externo, 

principalmente referentes ao ciclo claro-escuro ambiental, e interno das reações 

fisiológicas que ocorrem no organismo. Sua função é a organização temporal de processos 

fisiológicos e comportamentais num padrão circadiano de modo a permitir a expressão de 

um comportamento adaptativo (Moore, 1999; Van Esseveldt et al., 2000; Marques e 

Menna-Barreto, 2003; Reuss, 2003; Morin e Allen, 2005; Golombek e Rosenstein, 2010).  

 

Figura 4. Modelo de sistema de temporização circadiana, de acordo com Reuss (2003). 

 

O NSQ foi identificado como marca-passo, envolvido na geração e sincronização 

dos ritmos circadianos, a partir da descrição do trato retino-hipotalâmico (TRH) (Moore e 
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Lenn, 1972; Hendrickson et al., 1972) e estudos de lesão que resultaram na perda de ritmos 

para comportamentos de comer e beber (Stephan e Zucker, 1972) e do ritmo de secreção de 

cortisol (Moore e Eichler, 1972). Outros estudos detectaram ritmo circadiano na captação 

de 2-desoxi-glicose (Schwartz e Gainer, 1977; Shibata e Moore, 1988) e na atividade 

elétrica (Shibata e Moore, 1988), mantido mesmo quando isolado do resto do cérebro 

(Inouye e Kawamura, 1979). Por fim, foi mostrado que transplantes de NSQ fetal 

permitem recuperar a ritmicidade circadiana de animais tornados arrítmicos em 

consequência de lesão bilateral do NSQ (Drucker-Colin et al.,1984; Lehman et al., 1987) e 

que o ritmo recuperado assume as características do doador (Ralph et al., 1990). 

O NSQ é uma estrutura par cuja disposição anatômica é similar entre os 

mamíferos; toda sua extensão antero-posterior está localizada no hipotálamo anterior, 

acima do quiasma óptico e lateralmente ao terceiro ventrículo. Embora sejam relatadas 

diferenças significativas entre as espécies em relação a forma, volume, densidade e 

tamanho celular, a localização do NSQ é uma constante no cérebro dos mamíferos, 

sugerindo tratar-se de uma estrutura filogeneticamente antiga e estável (Van den Pol, 1980; 

1991; Lydic et al., 1982; Cassone et al., 1988; Costa et al., 1998; Smale e Boverhof, 1999; 

Nascimento Jr et al., 2010). 

Do ponto de vista neuroquímico, o NSQ apresenta duas subpopulações neuronais 

distintas, caracterizadas pela presença de diferentes substâncias neuroativas encontradas 

em pericários ou em terminais provenientes das suas fontes de aferências. Com base 

principalmente em estudos em ratos (Van den Pol, 1980; Van den Pol e Tsujimoto, 1985; 

Golombek e Rosenstein, 2010), são descritas duas principais subpopulações de neurônios 

no NSQ. Na porção ventrolateral do núcleo, que recebe as aferências do trato retino-

hipotalâmico (TRH), trato genículo-hipotalâmico (TGH) e da rafe, predomina uma 

população de neurônios produtores de polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP), os quais 
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contêm também o peptídeo histidina-isoleucina (PHI). A porção dorsomedial, que recebe 

escassas fibras visuais, é caracterizada por uma população predominante de neurônios 

produtores de vasopressina (VP), expressando também sua proteína transportadora, 

neurofisina (NPHI), com a qual forma um complexo. Além disso, existem outras 

substâncias neuroativas, incluindo-se neurotransmissores, neuromoduladores, proteínas 

ligantes de cálcio, formando subpopulações no NSQ, detectando-se grande variabilidade 

no padrão de distribuição entre as espécies. No NSQ também está presente o óxido nítrico, 

uma substância gasosa envolvida em mecanismos celulares no núcleo (ver revisão em 

Cavalcante et al., 2006). A distribuição dos perfis neuronais do NSQ está representada na 

figura 5. 

 

- 

 

Figura 5. Neurotransmissores e outras substâncias neuroativas no NSQ. Modificado de 

Golombek e Rosenstein (2010). 
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O FIG é um conjunto de células presente em toda extensão do complexo 

geniculado lateral do tálamo, disposto como uma fina lâmina intercalada entre as duas 

outras porções desse complexo, o núcleo geniculado lateral dorsal e o núcleo geniculado 

lateral ventral, e que recebe fibras da retina bilateralmente e de forma quase simétrica 

(Hickey e Spear, 1976). É caracterizado pela presença de neurônios produtores de 

neuropeptídeo Y (NPY), que se projetam para o NSQ (Harrington et al., 1985; 1987). 

Contém uma população distinta de neurônios de tamanho pequeno a médio, alguns 

multipolares, embora com dendritos confinados aos seus limites. É proposta uma 

classificação fenotípica e hodológica para os neurônios do FIG, com neurônios gabaérgicos 

e NPY-érgicos que se projetam para o NSQ e neurônios gabaérgicos e encefalinérgicos 

(ENK) que se projetam para o FIG contralateral, e um pequeno grupo de neurônios, ainda 

não caracterizados quanto ao seu conteúdo neuroquímico, que se projetam para o NSQ 

(Moore e Card, 1994). A participação do FIG na regulação dos ritmos circadianos foi 

sugerida considerando-se a evidência de que é um núcleo retino-recipiente, com projeções 

para o NSQ. Isso levou à idéia de que se tratava de um relé para via alternativa de 

sincronização fótica. Entretanto, foi visto que o TRH é suficiente para manter a 

sincronização (Klein e Moore, 1979), e que a lesão bilateral do FIG não altera a 

sincronização do ritmo de atividade a um ciclo claro-escuro controlado em laboratório 

(Johnson et al., 1989), nem modifica a fase do ritmo de N-acetil-serotonina da pineal 

(Cipolla-Neto et al., 1995). Estes dados indicam que o FIG não está relacionado 

primariamente com a sincronização dos ritmos endógenos ao ciclo claro-escuro, embora 

posteriormente se tenha demonstrado que a lesão do FIG causa perturbação da 

sincronização a um fotoperíodo esqueleto em ratos (Edelstein e Amir, 1999). Uma série de 

outros estudos implica a participação do FIG em mecanismos de sincronização fótica e não 

fótica (ver Cavalcante et al., 2006). 
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1.6. Ácidos graxos essenciais e os ritmos circadianos 

A deficiência crônica alimentar em ácidos graxos essenciais induz modificações 

neuroquímicas no cérebro a nível celular e em vários aspectos comportamentais (Yavin, 

2006; Fedorova e Salem, 2006). Sabemos que os AGPI-CL, tais como o AA e o DHA são 

componentes importantes dos fosfolipídios de membrana das células neuronais e sua 

disponibilidade durante os períodos iniciais do desenvolvimento do cérebro parece ser 

fundamental para a neurogênese, migração de neuroblastos, diferenciação e sinaptogênese 

(Green e Yavin, 1996; Green et al., 1999). Eles possuem efeitos estruturais importantes no 

desenvolvimento dos órgãos, notadamente da retina e do cérebro (Holman et al., 1982; 

Heinemann et al., 2005; Salem et al., 2005). Tem sido observado que a redução na 

disponibilidade de DHA está associada com diminuição da acuidade visual, alterações 

cognitivas, de atenção e da coordenação motora (McNamara e Carlson, 2006). Em estudos 

na retina foi demonstrado que a modificação fosfolipídica na membrana da retina está 

associada com sua atividade funcional, correlacionando o turnover dos fosfolipídios e seu 

envolvimento com a atividade funcional dos bastonetes (Ikemoto et al., 2000b) e que ratos 

deficientes em ácido alfa-linolênico apresentam redução na atividade enzimática retiniana 

diurna (Ikemoto et al., 2000a). Além disso, a discriminação do brilho e a atividade 

eletrofisiológica da retina podem ser afetadas pela deficiência em AGPI n-3 em várias 

espécies, incluindo seres humanos (Neuringer et al., 1988; Okuyama et al, 2001; Diau et al, 

2003; Jeffrey et al, 2002; SanGiovanni e Chew, 2005). Apesar de sua importância no 

sistema fotossensível da retina, poucos estudos investigaram o papel dos AGEs no sistema 

de temporização circadiana.!

Alguns aspectos relacionados aos efeitos da composição lipídica da dieta sobre os 

ritmos biológicos têm sido atualmente investigados por alguns autores (Mendoza, 2007; 

Mendoza et al., 2008). Doenças metabólicas relacionadas à alimentação têm sido 
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associadas a modificações em muitos destes ritmos, especialmente os que envolvem o 

metabolismo lipídico (Bray e Young, 2006; Hastings et al., 2007; Cano et al., 2008), da 

glicose (Van Cauter et al.,1997; Winzell e Ahrén, 2004; Turek et al., 2005; Sinitskaya et 

al., 2007; Carneiro et al., 2010), além dos ritmos da temperatura corpórea e da atividade 

locomotora (Kohsaka et al, 2007; Mendoza et al, 2008), relacionados a dietas 

hipercalóricas, contendo altos níveis de gordura saturada. Restrição calórica também é 

capaz de modificar a sincronização interna do sistema circadiano, induzindo avanço de 

fase em diversos ritmos (Challet et al., 1997) ou modificando a organização temporal do 

NSQ e suas respostas circadianas à luz (Mendoza et al., 2005; Mendoza, 2007). 

Camundongos mutantes com senescência acelerada (SAMP8) submetidos a uma 

dieta deficiente em ácido alfa linolênico (ALA) por sete meses apresentaram um aumento 

da atividade motora espontânea em ambas as fases, clara e escura (Umezawa et al., 1995). 

Também foi demonstrado que os ácidos graxos n-3 podem desempenhar um papel crítico 

na regulação da glândula pineal. Por exemplo, estudos in vitro relataram que a dieta 

deficiente em n-3 reduz a liberação de melatonina em cultura de células da glândula pineal 

(Gazzah et al., 1993). Além disso, estudos in vivo utilizando a mesma deficiência dietética 

mostraram aumento do nível de melatonina endógena durante o dia na glândula pineal 

(Zhang et al., 1998) e redução da excreção urinária de melatonina durante a noite em ratos 

(Zaouali-Ajina et al., 1999). Evidências em hamsters sírios também demonstraram que 

uma dieta deficiente em n-3 AGPIs diminui o ritmo da melatonina e induz a hiperatividade 

locomotora associada a alterações na neurotransmissão dopaminérgica no estriado 

(Lavialle et al., 2008). Adicionalmente, mudanças na expressão dos transportadores de 

glicose nas células endoteliais e neurônios do NSQ têm sido discutidas como um efeito 

potencial da deficiência em n-3 AGPIs no metabolismo energético deste núcleo (Ximenes 

da Silva et al., 2002).  
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Evidências recentes indicam que a suplementação com óleo de coco em ratos com 

dieta equilibrada pode aumentar a atividade locomotora espontânea no dia pós-natal 13, 

sugerindo que o perfil de ácidos graxos desse óleo, por si só, pode modificar sua atividade 

locomotora no início do desenvolvimento pós-natal (Borsonelo et al., 2011). Em trabalho 

recente foi evidenciado que o tratamento dietético contendo óleo de coco como a única 

fonte lipídica por um curto período, desde o desmame (P21) até P51, induz alterações 

metabólicas relacionadas a modificações no perfil de ácidos graxos dos tecidos muscular, 

adiposo e hepático, que são osciladores periféricos; de acordo com o estudo, tais alterações 

estão relacionadas com mudanças na lipogênese de AGPI-CL, que é sensível à presença da 

gordura saturada do óleo de coco (Ling et al., 2010). Esses autores relataram também 

aumento nos níveis de triglicerídeos tanto no fígado quanto no soro, indicando 

modificações no metabolismo energético (Ling et al., 2010). Esses efeitos metabólicos 

podem influenciar ritmos biológicos, como pode ser visto em trabalho em que a 

homeostase de lipídios e triglicerídeos mostra um padrão cíclico, permitindo aos animais 

se adaptar a ciclos rítmicos de alimentação e de atividade previsíveis (Yang et al., 2009). 

Além disso, o mecanismo molecular que gera oscilações circadianas amadurece em taxas 

diferentes em alguns relógios periféricos com funcionamento maleável, podendo se alterar 

durante o desenvolvimento dos órgãos (Yamazaki et al., 2009). Em conjunto, os resultados 

destes trabalhos sugerem que a organização funcional do sistema de temporização 

circadiana pode ser modificada pela composição lipídica da dieta, e enfatiza um papel 

modulador dos ácidos graxos de cadeia longa da série n-3 nesse contexto. 

!

!
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2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESES DO ESTUDO 

 

Embora se tenha ampliado a abrangência dos estudos sobre os efeitos da 

deficiência em AGEs na dieta, o conhecimento existente na literatura ainda é insuficiente 

para uma profunda compreensão dos efeitos dessa deficiência sobre a expressão e controle 

neural dos ritmos circadianos. Assim, o presente estudo foi conduzido com a finalidade de 

testar a hipótese de que uma dieta crônica deficiente em AGEs contendo óleo de coco 

como única fonte lipídica, utilizada como modelo experimental de deficiência em AGEs 

devido ao baixo teor de ambos os ácidos linoléico e alfa-linolênico e aos níveis elevados de 

ácidos graxos saturados, pode modificar a ritmicidade circadiana e sua eficiência na 

manutenção da sincronização às mudanças de fase e à sua expressão endógena em animais 

jovens e adultos.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

Este trabalho teve como objetivo geral verificar os efeitos da dieta deficiente em 

ácidos graxos essenciais sobre a expressão do ritmo circadiano da atividade locomotora em 

ratos Wistar. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

Investigar os efeitos de uma dieta deficiente em AGEs, administrada durante os 

períodos gestacional e de aleitamento até a idade adulta, sobre as respostas circadianas, 

incluindo: 

1. Sincronização ao ciclo claro-escuro; 

2. Ressincronização ao ciclo claro-escuro após atrasos de fase; 

3. Expressão do ritmo em livre-curso. 

 

 

!
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4. METODOLOGIA 

4.1. Animais 

Foram utilizados ratos albinos adultos da linhagem Wistar provenientes da colônia 

do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de 

Pernambuco. A partir daí foram realizados acasalamentos e obtidos os animais desse 

estudo no Laboratório de Neurobiologia e Ritmos Biológicos no Departamento de 

Fisiologia da UFRN, onde foram mantidos em condições controladas de temperatura 

(média 21 ± 2 °C) e iluminação (CE 12:12h) até o vigésimo dia pós-natal. Realizamos o 

trabalho com o mínimo de espécimes possível para obter resultados válidos, considerando-

se a variabilidade esperada em testes comportamentais com mamíferos, os testes 

estatísticos a serem utilizados e o nível de significância estabelecido. Além disso, todos os 

cuidados foram tomados no sentido de evitar dor e sofrimento aos animais durante os 

procedimentos experimentais, seguindo estritamente as normas estabelecidas pelo National 

Research Council of the National Academy, publicadas no livro “Guidelines for the Care 

and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research”. Uma versão em formato 

pdf está disponível gratuitamente no site da Sociedade de Neurociências e Comportamento 

(SBNeC) – http://www.sbnec.gov.br/links. O projeto recebeu aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa da UFRN, protocolo no. A-006/07, parecer no. 299/2007.!

!

4.2. Formação dos grupos  

A partir do acasalamento, durante todo o período de gravidez e lactação, fêmeas 

adultas de 90 dias, pesando entre 200 e 250g, foram submetidas a uma dieta controle, 

balanceada, ou experimental, usada para induzir deficiência em AGEs, contendo em torno 

de 400 Kcal/100g, de acordo com a análise cromatográfica do Departamento de Química 
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Fundamental - Centro de Ciências Exatas e da Natureza, Universidade Federal de 

Pernambuco, e diferindo entre si apenas na fonte lipídica. Os animais originados a partir da 

paridade dessas fêmeas foram divididos em dois grupos, segundo a dieta a que foram 

submetidos a partir da gestação: 1) o grupo controle (grupo soja) recebeu uma dieta 

equilibrada em todos os nutrientes, tendo o óleo de soja como fonte lipídica; 2) o grupo 

experimental (grupo coco), deficiente em ácidos graxos essenciais, recebeu uma dieta 

semelhante em todos os constituintes, exceto pela fonte lipídica que foi substituída pelo 

óleo de coco, o qual é deficiente em AGEs. A ração para ambos os grupos foi fornecida 

pelo Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco.  

Após o desmame, realizado ao dia pós-natal (P) 21, todos os filhotes 

permaneceram recebendo as dietas de suas respectivas mães e foram utilizados para 

estudos imediatamente. Ao final dos experimentos foram utilizados no total 22 animais, 

sendo 10 do grupo controle e 12 do grupo experimental, os quais foram arrolados na 

análise do comportamento motor. 

 

4.3. Composição das dietas 

As dietas foram preparadas à base de coco e de soja e tiveram sua porção lipídica 

analisada por cromatografia gasosa no Departamento de Química Fundamental - Centro de 

Ciências Exatas e da Natureza, Universidade Federal de Pernambuco, para determinar a 

constituição das rações oferecidas aos animais dos grupos controle e experimental. As 

composições centesimais das dietas para formação das rações estão apresentadas na tabela 

1. As rações eram preparadas pelo menos duas vezes por mês e armazenadas em uma 

geladeira a 4 ± 2 ° C, dependendo do consumo de cada grupo. 
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Tabela 1 – Composição das dietas 

Ingrediente Quantidade (g/100g da dieta) 

 Controle Experimental 

Caseína 20,7 g 20,7 g 

Óleo de soja 5 g ------- 

Óleo de coco -------- 5 g 

Açúcar 21 g 21 g 

Celulose 1,8 g 1,8 g 

Amido de milho 46,8 g 46,8 g 

*Complemento mineral 3,7 g 3,7 g 

Complemento vitamínico 0,9 g 0,9 g 

DL-metionina ou L-cistina 0,1 g 0,1 g 

Butil hidroxitolueno “BHT” 0,001 g 0,001 g 

Kcal/100g 399,1 400,5 

*De acordo com os padrões da AIN 
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4.4. Análise bioquímica das dietas 

 

As dietas de fontes lipídicas diferenciadas foram preparadas de acordo com 

Soares et al. (1995), submetidas a transesterificação de acordo com Hartman e Lago (1973) 

e analisadas por cromatografia gasosa no Departamento de Química Fundamental - Centro 

de Ciências Exatas e da Natureza, Universidade Federal de Pernambuco, para determinar a 

constituição lipídica das rações oferecidas aos animais dos grupos controle e experimental, 

de acordo com a tabela 2. 

De acordo com a análise, a dieta controle continha 5% de óleo de soja com 

quantidades adequadas de ácidos graxos saturados, monoinsaturados, linolênico e 

linoléico. Em comparação à dieta controle, a dieta experimental apresentou 5% de óleo de 

coco, contendo baixos níveis tanto de ácido linoléico (redução de aproximadamente 7 

vezes), o que corresponde a 30% do mínimo recomendado para roedores (Bourre et al., 

1990), quanto de alfa-linolênico (redução de aproximadamente 12 vezes), caracterizando a 

dieta de coco como deficiente em n-3 e n-6. Também foram observados na dieta 

experimental altos níveis de ácidos graxos saturados (duas vezes maior) e monoinsaturados 

(2,5 vezes maior), em comparação ao grupo controle. As dietas diferiram também em 

relação à razão n-6/n-3, apresentando valor aproximadamente 1,8 vezes maior no grupo 

experimental em comparação ao controle. 
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Tabela 2 – Análise bioquímica das dietas em percentual do total de ácidos 

graxos  

Ácidos graxos Dieta controle (soja) Dieta experimental 
(coco) 

Saturados 26 67,29 

16:1 2,72 0,06 

18:1n-9 9,360 23,506 

20:1 0,24 0,16 

Total monoinsaturados 2,96 0,219 

18:2n-6 55,363 8,097 

18:3n-3 6,036 0,494 

20:2 0,042 0,064 

20:5n-3 0,028 nd 

22:2n 0,054 0,044 

22:6n-3 0,133 0,065 

Total poliinsaturados 61,65 8,75 

18:2n-6/18:3n-3 9,172 16,390 

   

nd = não detectado 

 

4.5. Registro das respostas circadianas motoras  

Após o desmame aos 21 dias de vida, animais dos dois grupos, totalizando 22 

indivíduos, foram transferidos para a sala de registro do Laboratório de Neurobiologia e 

Ritmos Biológicos no Departamento de Fisiologia da UFRN. Os animais foram colocados 

em gaiolas individuais de polipropileno, com as seguintes dimensões: 40 cm de 

comprimento, 32 cm de largura e 17 cm de altura, em um ambiente confinado e isolado em 
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caixas de madeira, com o objetivo de atenuar ruídos e outras interferências externas, e 

temperatura controlada (média LK!R!L!SA), com as dietas próprias do grupo experimental 

ou controle e água ad libitum. 

Os animais foram inicialmente expostos a um ciclo claro-escuro de 24 horas (CE 

12:12), com as luzes acendendo-se às 17:00 h, com iluminância de 150 lux durante a fase 

de claro e 1 lux durante a fase de escuro. Após duas semanas em CE, o horário de apagar 

as luzes foi atrasado em seis horas, ficando assim por mais três semanas. Após esse 

período, os animais foram expostos em escuro constante (EE) por quatro semanas, seguido 

de um novo regime de CE 12:12 por mais três semanas e em seguida nova exposição a EE 

por três semanas, totalizando 105 dias de registro. As condições experimentais de 

iluminação utilizadas estão esquematizadas na figura 6. 

 

!
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Figura 6. Condições de iluminação ao longo dos 105 dias de registro da atividade motora 

dos ratos. Dias pós-natais P21 a P125. 

Os parâmetros avaliados foram as respostas circadianas como (1) a capacidade de 

sincronização ao ciclo claro-escuro, (2) a expressão do ritmo em livre curso e (3) 

capacidade de ressincronização após atrasos de fase e retorno a condições anteriores. Para 

isso, monitoramos em intervalos de 5 minutos a atividade motora de cada animal através 



!

MQ!

!

de um sensor infravermelho sensível ao deslocamento, colocado 15 cm acima de cada 

gaiola, durante todo o experimento. A saída de cada sensor foi integrada a um computador 

através de uma placa para aquisição de dados! (%! 5%4*T'-)! !"#$%&&' 0Laboratório de 

Neurobiologia e Ritmos Biológicos do Departamento de Fisiologia da UVWXY. A análise 

das características do ritmo e plotagem dos gráficos (actogramas e periodogramas) foi 

realizada usando-se o programa “El Temps” 0ZC)3@X%H2)-'[9!KPPPY. O período em livre-

curso do ritmo de atividade motora em EE foi determinado pelo periodograma. Em escuro 

constante, o início da atividade, designado como hora circadiana (Circadian Time) 12 foi 

usado como referência para o início da noite subjetiva.  

Para análise da atividade motora foram considerados os valores arbitrários obtidos 

pelo! 5%4*T'-)!!"#$%&& referentes aos registros dos actogramas da atividade no claro, no 

escuro e da atividade total. Os periodogramas foram utilizados como base para analisar os 

resultados do claro-escuro e do escuro constante; tais padrões serviram de referência para 

verificar a sincronização dos animais e as variações no ritmo da atividade motora. 

 

!"#"$%&'()*+$,-*$.+*-*$+&/+0'()/-$+$/-1.21+-$

$

A análise do peso corpóreo dos animais usados neste estudo foi realizada no dia 

de desmame (P21) e após o término do registro da atividade motora no dia P125, de acordo 

com a tabela 3. 

Tabela 3 – Valores dos pesos corpóreo e encefálico e relação peso encefálico/corpóreo. 

Grupos Peso corpóreo inicial Peso corpóreo final Peso encefálico Peso encefálico/peso corpóreo 

Controle 57,7 ± 3,86 465,4 ± 39,68 1,92 ± 0,627 0,004168 ± 0,000447 
Experimental 47,5** ± 0,9 421,91* ± 36,26 1,9 ± 0,054 0,004555 ± 0,000447 
Peso corpóreo inicial avaliado no dia P21 pesos corpóreo final e encefálico avaliados no dia P125 
Grupo controle n=10, grupo experimental n=12. * (p < 0,012), ** (p <0,003), segundo o teste 
ANOVA, Friedman. Valores expressos em média ± desvio-padrão. 
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Ao final dos procedimentos experimentais, os animais foram profundamente 

anestesiados por via intramuscular com uma mistura de cloridrato de ketamina 

(100mg/Kg) e xilazina (~10 mg/Kg). Comprovada a anestesia pela ausência do reflexo 

corneano, os animais foram posicionados em decúbito dorsal e submetidos à perfusão 

transcardíaca, tendo os membros imobilizados. Para este procedimento, inicialmente foi 

realizada uma incisão a partir do processo xifóide contornando o gradil costal, depois 

ampliando-se de cada lado para cima, na direção da cabeça do úmero. Em seguida, 

desinsere-se o diafragma, de modo a expor completamente o coração na cavidade torácica. 

Insere-se uma agulha ligada através de um cateter a uma bomba peristáltica (Cole-Parmer) 

no ápice do ventrículo esquerdo, em direção à artéria aorta ascendente. Em seguida, faz-se 

uma pequena incisão no átrio direito e liga-se a bomba. Primeiro foram impulsionados 300 

ml de cloreto de sódio a 0,9%, seguido por 700 ml de paraformaldeído a 4% em tampão 

fosfato 0,1 M a pH 7,4, durando todo o procedimento em torno de 30 minutos. Depois da 

perfusão, os cérebros foram removidos da cavidade craniana. Após esse procedimento 

foram pós-fixados por duas horas no mesmo fixador e lavados em tampão fosfato antes de 

serem pesados em balança de precisão. Os valores dos pesos encefálicos e sua relação com 

os pesos corpóreos podem ser encontrados na tabela 3.  

 

4.7. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada usando o teste ANOVA seguido pelo teste post-

hoc de Tukey para a atividade motora, tendo como parâmetros as fases dos ciclos claro e 

escuro. Devido às diferenças de sensibilidade entre os sensores, cada animal foi analisado 

individualmente. Para comparar os pesos corporal e encefálico foi usado o teste ANOVA 

seguido pelo teste de Friedman. O nível de significância estatística e o intervalo de 

confiança foram aceitos a partir de p = 0,05 e 95% para comparação entre os grupos. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Submissão de artigo ao Journal of Biological Rhythms (Classificação A2 no QUALIS 

em 2012): 

 

Dietary essential fatty acid restriction associated to high levels of saturated fatty acids 

affects circadian parameters of the motor activity in rats  
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RESUMO 

A dieta contendo óleo de coco como a única fonte de lipídios tem sido usada como 

um modelo experimental de deficiência em ácidos graxo essenciais devido à redução dos 

níveis tanto dos ácidos linoléico e alfa-linolênico e aos elevados níveis de ácidos graxos 

saturados. Foi mostrado que esse tipo de tratamento dietético induz mudanças metabólicas 

e modificações no conteúdo de ácidos graxos dos tecidos muscular, adiposo e do fígado, 

que são relógios periféricos. O presente estudo foi conduzido de modo a testar a hipótese 

de que essa condição nutricional desde os estágios iniciais de desenvolvimento até a idade 

adulta pode modificar a expressão endógena da ritmicidade circadiana, sincronização à luz 

e resposta à mudança de fase da atividade motora geral do rato. Ratos Wistar fêmeas foram 

alimentadas com dietas contendo 5% de gordura oriunda ou do óleo de soja (controle) ou 

do óleo de coco (experimental) desde o acasalamento até o período de lactação. Os filhotes 

machos de cada grupo foram selecionados aleatoriamente nas ninhadas e alojados em 

gaiolas individuais desde o desmame até o estágio adulto, recebendo as respectivas dietas 

das progenitoras. A atividade motora circadiana geral dos animais foi analisada por 15 

semanas numa sala com ruído atenuado, temperatura controlada e água e comida num 

regime ad libitum por 24 horas. Os resultados mostraram que o tratamento com a dieta 

experimental foi capaz de reduzir a atividade motora durante a fase de claro (p < 0,01) e 

aumentar o tempo para a ressincronização a um atraso de fase de 6 horas no ciclo claro-

escuro (p < 0,05) nos animais jovens. No estágio adulto, a partir dos 84 dias de idade, 

animais tratados com a dieta experimental não sincronizaram a atividade motora ao ciclo 

claro-escuro (p < 0,01) e, após os 105 dias, mostraram um período maior em condições de 

livre-curso (p < 0,05), quando comparados ao controle. Tais resultados estão de acordo 

com a idéia de que a organização funcional do sistema de temporização circadiana pode ser 

modificada pela composição lipídica da dieta e enfatizam um papel modulador tanto dos 
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ácidos graxos essenciais poliinsaturados quanto dos saturados na sincronização circadiana 

induzida pela luz. 

 

Palavras-chave: desenvolvimento cerebral, ritmo circadiano, ácido docosaexaenóico, 

atividade motora, nutrição, ácidos graxos poliinsaturados. 
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ABSTRACT 

 

A diet containing coconut oil as the only source of lipids has been used as an experimental 

model of essential fatty acid deficiency due to reduced contents in both linoleic and alpha-

linolenic acids and high levels of saturated fatty acids. It has been shown that this type of 

dietary treatment induces metabolic changes and modifications in the fatty acid profile of 

muscle, adipose tissue and liver which are peripheral clocks. The present study was conducted 

in order to test the hypothesis that this nutritional condition from early developmental stages 

until adult age may modify the endogenous expression of circadian rhythmicity, 

photoentraining and response to phase shift of the rat general motor activity. Wistar rat dams 

fed diets containing 5% fat either from soybean oil (control) or coconut oil (experimental) 

from mating until lactation period. Male pups of each group were randomly sampled from 

different litters, housed in individual cages from weaning until the adult stage, receiving their 

respective dams’ diets. General circadian motor activity of the animals was analyzed for 15 

weeks in a room with attenuated noise, controlled temperature, water and food ad libitum for 

24 hours. The results showed that the treatment with the experimental diet was able to reduce 

the motor activity during the light phase (p < 0.01) and increase time for re-entrainment to a 6 

h phase delay in the light-dark cycle (p < 0.05) in the young animals. At adult stage, from 84 

days of age, animals treated with the experimental diet did not synchronize the motor activity 

to the LD cycle (p < 0.01) and, after 105 days of age, showed an increased period in free 

running conditions (p < 0.05), when compared to control. Such results are in agreement with 

the assumption that functional organization of the circadian timing system can be modified by 

the dietary lipid composition and emphasize a modulator role of essential polyunsaturated as 

well as saturated fatty acids on light induced circadian synchronization.  

Key words: brain development, circadian rhythm, docosahexaenoic acid, motor activity, 

nutrition, polyunsaturated fatty acids.
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INTRODUCTION 

 

Some aspects concerning effects of dietary lipid composition on biological rhythms 

have been currently investigated by several authors (Mendoza, 2006; Kohsaka et al., 2007; 

Lavialle et al., 2008; Mendoza et al., 2008). Metabolic diseases related to hipercaloric feeding 

have been associated with modifications on many of these rhythms, especially those involving 

glucose metabolism (Bray and Young, 2006; Hastings et al., 2007; Cano et al., 2008) and with 

diet containing high levels of saturated fat, for promoting modifications in the body 

temperature and locomotor activity rhythms (Kohsaka et al., 2007; Mendoza et al., 2008). 

Caloric restriction is also able to modify the internal synchronization of the circadian system, 

inducing phase advance in several rhythms (Challet et al., 1997) or modifying the temporal 

organization of suprachiasmatic nucleus and its circadian responses to light (Mendoza et al., 

2005).  

Balanced levels of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids are 

fundamental for the brain and body functions, considering the structural and metabolic role of 

these fatty acids in several organs and systems (Uauy and Dangour, 2006).  Dietary 

availability of essential fatty acids (EFA) from n-3 and n-6 families such as α-linolenic acid 

(ALA, 18:3n-3) and linoleic acid (LA, 18:2n-6) during the prenatal/neonatal period is 

necessary for optimal development of the central nervous system, especially because they are 

precursors of the long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA), docosahexaenoic acid 

(DHA) and arachidonic acid (AA), present in high concentrations in the brain membrane 

phospholipids (Bourre, 2006; Koletzko et al., 2008). A chronic dietary deficiency in EFA 

induces neurochemical modifications in the brain at the cellular level or in several aspects of 

behavior (Yavin, 2006; Fedorova and Salem, 2006). Low DHA levels have been associated 

with decreased visual acuity and suboptimal cognitive and motor skills (for review, see 
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Bourre, 2006; McNamara and Carlson, 2006). Furthermore, retinal phospholipid turnover 

involved with the functional activity of rods (Ikemoto et al., 2000b), the brightness 

discrimination and retinal electrophysiological activity can be affected by n-3 PUFA 

deficiency in several species, including humans (Neuringer et al., 1988; Okuyama et al., 2001; 

Diau et al., 2003; Jeffrey et al., 2002; SanGiovanni and Chew, 2005).  

Despite the admitted importance to the photosensitive system of the retina, few studies 

have investigated the role of EFA on the circadian timing system. Senescence-accelerated 

mice (SAMP8) submitted to a dietary ALA-deficiency for 7 months showed increased 

spontaneous motor activity in both diurnal and nocturnal phases (Umezawa et al., 1995). It 

has been also shown that n-3 fatty acids may play a critical role in regulating the pineal gland. 

For example, in vitro studies reported that the dietary ALA-deficiency reduces the melatonin 

release in cultured pineal gland (Gazzah et al., 1993).  Moreover, in vivo studies using the 

same dietary deficiency showed increased endogenous daytime melatonin level in the pineal 

gland (Zhang et al., 1998) and reduced the urinary melatonin excretion during the nighttime in 

rats (Zaouali-Ajina et al., 1999). Recent evidence in Syrian hamsters also demonstrated that a 

dietary n-3 PUFA deficiency lessens the melatonin rhythm and induces locomotor 

hyperactivity associated to modifications on the dopaminergic neurotransmission in the 

striatum (Lavialle et al., 2008). Furthermore, changes in the expression of glucose transporters 

were observed in endothelial cells and neurons of suprachiasmatic nucleus, which has been 

discussed as a potential effect of n-3 PUFA deficiency on energy metabolism of this nucleus 

(Ximenes da Silva et al., 2002).  

Taken together, these findings suggest that the functional organization of the circadian 

timing system can be modified by the dietary lipid composition, and emphasizes a modulator 

role of n-3 LC-PUFA. Nevertheless, recent evidence has indicated that the supplementation of 

a balanced diet with coconut oil can increase the spontaneous locomotor activity of rats at 
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postnatal day 13, suggesting that the fatty acid profile of this oil, per se, can modify this type 

of activity in early postnatal development (Borsonelo et al., 2011). The present study was 

conducted in order to test the hypothesis that a diet containing coconut oil as the only source 

of lipids may modify the endogenous expression of circadian rhythmicity, photoentraining 

and response to phase shift of the rat general motor activity at young and adult stages. Such 

diet has been used as an experimental model of EFA deficiency due the low contents in both 

linoleic and alpha-linolenic acids and high levels of saturated fatty acids (Hargrave et al., 

2005; Ling et al., 2010). 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Animals and diets 

 

Adult female Wistar rats weighing 200-250 g were maintained from mating and 

throughout pregnancy and lactation on a control diet or an experimental diet which is 

commonly used to induce EFA-deficiency (Hargrave et al., 2005; Ling et al., 2010), which 

differed only by the lipid composition. The control diet contained 5% of soybean oil, with 

adequate amounts of both α-linolenic and linoleic acids and balanced levels of saturated and 

monounsaturated fatty acids.  The experimental diet contained 5% of coconut oil with higher 

levels of saturated and monounsaturated fatty acids and reduced levels of α-linolenic (~12 

times reduction) and linoleic (~7 times reduction) acids as compared to the control one. The 

composition and the fatty acid profile of these diets are shown in Tables 1 and 2 respectively. 

After weaning on postnatal day (P) 21, male pups were fed ad libitum the same diet as the 

mothers and divided into two main groups according to the nutritional condition: control rats 

(C) and EFA deficient rats (EFAD).  

 

Please insert tables 1 and 2 around here 

 

Behavioral recording of circadian motor activity 

 

Animals of each group were sampled randomly from different litters, housed in 

individual cages from P21 to P125, totaling 105 days (as illustrated in Figure 1) in a room 

with attenuated noise, controlled temperature at 21 ± 2 °C and water and food available for 24 

hours. Motor activity of the animals was analyzed for 15 weeks according to the following 
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protocol: first, animals were exposed for two weeks to an light/dark (LD) cycle of 24 hours 

(12:12, lights on at 17:00 h) and the luminance level was 150 lux during the light phase and 1 

lux during the dark phase; after that, the animals were submitted to phase-delayed LD cycle 

when lights-on was delayed by 6 hours (12:12; lights on at 23:00 h). Three weeks later, the 

animals were placed in constant dark conditions (DD) for four weeks; returned to LD 12:12 

(lights on at 17:00 h) for more three weeks and then again to constant dark conditions (DD) 

for three weeks.  

 

Please insert figure 1 around here 

 

General circadian motor activity of the rats was assessed using an infrared motion 

sensor which was placed above each cage to continuously record the animal’s movement in 5 

min intervals and stored in a computer by means of the Aschoff system (Laboratório de 

Neurobiologia e Ritmos Biológicos no Departamento de Fisiologia, UFRN). Analysis of 

rhythm characteristics and plotting of actograms and periodograms at modulo 24 h were 

undertaken using the El Temps computer software (Diez Noguera®). The period of the motor 

activity rhythm under LD or DD conditions was computed by the chi-square periodogram 

procedure (Sokolove and Bushell, 1978). Under DD, the onset of activity, designated as 

circadian time (CT) 12, was used as the phase reference point for the onset of the subjective 

night. The maintenance and use of experimental animals complied with the principles 

regarding the care and use of animals of the ethical requirements approved by the Institutional 

Animal Care and Use Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Prot. 

n. º A-006/07- 299/2007). 
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Analysis of body and brain weights 

 

The analysis of body weight of all the animals used in this study was done in the 

weaning day (at P21) and after the recording of circadian motor activity at P125. After these 

experiments, the rats were deeply anesthetized with a mix of ketamine (100 mg/Kg) and 

xylazine (~10 mg/Kg) and perfused transcardially, first with 0.9% NaCl followed by 4% 

paraformaldeyde in 0.1M phosphate buffer, pH 7.4 (PB). After perfusion, the brains were 

dissected and then postfixed for 2 h in the same fixative, rinsed in PB and weighed in 

precision balance (wet weight). 

 

Statistics 

 

Statistical analysis was carried out using ANOVA followed by the post-hoc Tukey test 

to compare motor activity with cycle phase and levels as factors. Due to differences of 

sensitivity between sensors, each animal was analyzed individually. Analysis of the body and 

brain weights was done with ANOVA followed by the Friedman test. Statistical significance 

was accepted at the 95% confidence level (p = 0.05) for comparison between the groups. 
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RESULTS 

 

Body and Brain Weights 

 

Data on body and brain weights are presented in Table 3. As can be seen in this table, 

there is significant reduction on the body weight of the EFAD animals at P21 (p < 0.003) and 

also at P125 (p < 0.012); on the other hand, no significant difference was detected in the brain 

weight or in the brain/body weight ratio between the groups. 

 

Please insert table 3 around here 

 

General Circadian Motor Activity 

 

During first LD cycle 

The general motor activity registered in the control group during the dark (scoto) 

phase increased from P28 to P33 when compared to early stages (P24-P27); such tendency 

was not observed in the EFAD (coconut) group. Figure 2A compares data of both groups. 

Although a slight increase in daily amount of motor activity was observed in the EFAD group 

at P24, P25 and P26, no significant difference was detected between the groups in these 

stages. However, a significant increase in the motor activity of EFAD group was observed at 

P27 (p< 0.01) and P28 (p< 0.05), compared to the control (soya). From P29 to P33, a slight 

decrease in the motor activity was observed in the EFAD group, but no significant difference 

was detected between the groups. 
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During the photophase, the motor activity of the EFAD group decreased in 

comparison to the control group, being significantly lower (p< 0.05) from P28 to P33; no 

significant difference was detected in the previous postnatal days (Fig. 2B).  

 

Please insert figure 2 around here 

 

Figure 3 shows the total daily amount of motor activity from P24 to P33 in the 

scotophase, photophase and combined data of both phases. During the scotophase, despite the 

significant increase in the motor activity observed in the EFAD group at P27 and P28 (as seen 

at figure 2A), no significant difference between the groups was observed in the total motor 

activity of this period. On the other hand, a significant reduction in the motor activity was 

observed in the total photophase of EFAD group (p < 0.05) which reflects modifications in 

this circadian rhythm since P28 until P33. The sum of total motor activity in photo plus scoto 

phases was similar between the groups.  

 

Please insert figure 3 around here 

 

 During phase – delayed LD cycle 

  

 Figure 4 depicts representative actograms of motor activity of both groups and shows 

that the resynchronization of motor activity rhythm to a 6-h phase delay of light onset in the 

12:12 LD cycle from P35-P55 occurred more slowly in EFAD animals (5.75 ± 0.25 days) 

than in controls (3.75 ± 0.25 days; p = 0.016). This difference was also found in the phase 

angle which was (1.5 ±0.08 and 2.0 ± 0.11, p<0.05) in the control and EFAD groups 

respectively. 
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Please insert figure 4 around here 

 

During the synchronization to this new cycle, the daily total motor activity in the 

EFAD group from P45 to P55 in the photophase was ~60% lower than in the control group (p 

< 0.01), but no difference between the groups was detected in the scotophase (Fig. 5). 

 

Please insert figure 5 around here 

 

 During Free-running rhythm  

 

 After the resynchronization during the phase – delayed LD cycle, rats fed the control 

or EFAD diets showed similar free-running activity rhythms with respective periods of 24.31 

± 0.06 h and 24.33 ± 0.00 h during 28 days (from P56-P83), as shown in the figure 6. 

   

Please insert figure 6 around here 

 

 During second LD cycle followed by free-running rhythm 

 

The synchronization to a second LD cycle from P84 until P104 was modified by the 

nutritional condition. While in the control group the overall motor activity was concentrated 

in the scotophase and the activity period was 1442 ± 1.3 min, in the EFAD group the animals 

did not resynchronize to this new cycle, with the motor activity occurring in both in the 

photophase and the scotophase. Daily activity rhythms plotted in double-actograms (Fig. 7) 

show that the re-entrainment was impaired in EFAD animals, which showed a significant 
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increase in the period length (1478 ± 9.67 min; p = 0.014) and, after P97, a typical free-

running activity. 

 

Please insert figure 7 around here 

 

From P105 both groups were submitted to a new free-running rhythm for 21 days. As 

shown in the figure 8, a significant increase in the free-running period was observed in the 

EFAD group (24.21 ± 0.05 h) when compared to the control group (23.97 ± 0.04 h; p < 0.05). 

 

Please insert figure 8 around here
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DISCUSSION 

 

The present study investigated the effects of an experimental dietary model of EFA 

deficiency and high levels of saturated fatty acids on the expression of circadian rhythmicity, 

photoentraining and response to phase shift of the rat general motor activity. The results 

demonstrated that this dietary treatment during brain development until adult stage induced 

remarkable modifications in the total motor activity and altered the entrainment of the 

circadian clock to a LD cycle both in young or adult rats. 

In the young rats from P24 to P33, the experimental diet modified the ontogenetic 

development of the motor activity, increasing daily amount of this activity during the dark 

phase at P27-P28 and reducing this activity from P28 to P33 during the light phase. These 

findings indicate that during this stage of development (P24 to P33), the motor circadian 

rhythm is intensified especially due to a lower level of activity in the light period, suggesting 

a higher sensitivity of malnourished animals to light. Such results seem to be in agreement 

with a previous study demonstrating a reduced basal locomotor activity during the light phase 

in young rats (P28) fed a n-3 PUFA deficient diet (Levant et al., 2006).  The experimental 

dietary treatment adopted in the present study also affected the rate of re-entrainment of motor 

activity to a 6-h phase delay in the LD cycle, inducing a delay of 2 days for resynchronization. 

These findings contrast with data previously described for wheel-running activity of n-3 fatty 

acid-deficient adult hamsters which presented a faster resynchronization of locomotor activity 

to a similar phase delay (Lavialle et al., 2008). On the other hand, it has been demonstrated 

that a hipercaloric high-fat diet poor in n-3 PUFA but enriched in saturated fatty acids did not 

modify the rate of re-entrainment of adult mouse locomotor activity to a light-induced phase 

delay (Mendoza et al., 2008). Thus, it is possible that the later re-entrainment to shifted LD 
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cycle detected in the EFAD group could be influenced by the higher levels of saturated and 

monounsaturated fatty acids in our isocaloric experimental diet.  

After re-entrainment to a 6h-phase delay in the LD cycle, the total motor activity in the 

EFAD group daily photophase was ~60% lower than in the control group, but it was not 

modified in the scotophase, intensifying the diurnal rhythm of this activity. These results 

indicate that the effects induced by the experimental diet on the light phase were not transitory 

or restricted to early stages of development, but increased with the age from P45 until P55. 

Recent evidence has indicated that treatment with a diet containing coconut oil as the only 

source of lipids for a short term (from rat weaning at P21 until P51) induces metabolic 

changes related to modifications in the fatty acid profile of muscle, adipose tissue and liver 

(Ling et al., 2010), which are peripheral clocks. Such changes are related to lipogenesis and 

LC-PUFAs interconversions, which are sensitive to the presence of coconut oil saturated fat 

(Ling et al., 2010). These authors also reported increased triglyceride levels both in the liver 

and in the serum, indicating modifications in the energy metabolism (Ling et al., 2010). The 

lipid homeostasis and triglyceride levels show a cyclic pattern allowing animals to adapt their 

feeding, activity and metabolism to predictable rhythmic cycles (Yang et al., 2009). 

Moreover, the molecular machinery that generates circadian oscillations matures at different 

rates in different tissues and the phase of some peripheral clocks is malleable and may shift as 

the organ function changes during development (Yamazaki et al., 2009). Thus, one could 

speculate that the repercussions on behavioral activity herein described in young animals 

between P33 and P55 could be related to potential modifications on the lipid homeostasis of 

peripheral clocks in the EFAD group. From P56 to P83, the dietary treatment was not able to 

modify the free-running period of EFAD animals, which expressed the endogenous rhythm of 

locomotor activity during constant darkness similarly to the control group. 
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The synchronization to a second LD cycle from P84 until P104 was modified by the 

nutritional condition in a distinct way to that observed in the young animals. While in the 

control group the overall motor activity was concentrated in the scotophase, in the EFAD 

group the motor activity did not synchronize to this new LD cycle and showed an increased 

period. These findings indicate an increasing and deleterious effect of the dietary treatment on 

the light-induced circadian synchronization in adult animals, suggesting entrainment 

disruptions which modify the diurnal rhythm of activity. Such results reinforce the hypothesis 

that the functional organization of the circadian timing system can be modified by essential 

fatty acid dietary restriction and also suggest a modulator action of saturated fatty acids in the 

function of the mammalian circadian clock. A high fat diet containing low levels of n-3 PUFA 

and enriched with saturated fatty acids is able to modify molecular and neurochemical 

parameters involved in the temporal synchronization and lipid metabolism as well as can 

induce adverse effects such as an increase in daily locomotor activity during photophase in 

adult mice (Kohsaka et al., 2007). Moreover, the same authors also reported that the dietary 

treatment was able to lengthen the free-running period in a way not related to modifications 

on body weight induced by the hypercaloric diet. In the present study, even using an 

isocaloric diet enriched with a distinct saturated fatty acid composition (from vegetal source), 

our EFAD group had a significant decrease in the body weight, which might be due to 

application of the coconut oil as the only source of dietary lipids, in agreement with previous 

studies (Deuel et al., 1954, Soares et al., 1995). About such effect, it is speculated that it 

might be due to the high fatty acid turnover rates of the saturated medium chain fatty acids, 

which have a faster oxidation than the long chain fatty acids (Hargrave et al., 2005), and it has 

also been associated with dysfunction of growth hormone regulation (Soares et al., 1995). In 

our study we have also observed an increase in the free-running period length associated to 

the lack of resynchronization to the light-dark cycle in adult animals. Although future studies 
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will determine the mechanism underlying such effects in adult animals of EFAD group, at 

least three aspects are of interest concerning the discussion of these data, considering 

mechanisms involved in the entrainment to LD cycle; coupling among oscillators and 

transmission of rhythmicity to the effectors (for revision, see Golombek and Rosenstein, 

2010).  

With respect to the changes in the entrainment to LD cycle, it has been shown that n-3 

PUFA dietary restriction can affect several aspects of retinal function related to light 

sensitivity, including the rod activity (Ikemoto et al., 2000b) and diurnal enzymatic activity in 

the retina (Ikemoto et al., 2000a), the brightness discrimination and electrophysiological 

responses in several species (Neuringer et al., 1988; Okuyama et al., 2001; Diau et al., 2003; 

Jeffrey et al., 2002; San Giovanni and Chew, 2005). Entrainment to LD cycle could also be 

affected by modifications on the oxidative metabolism of suprachiasmatic nucleus, 

considering that glucose transport and utilization as well as the cytochrome oxidase activity 

can be reduced in rats fed n-3 PUFAs deficient diets (Ximenes da Silva et al., 2002). In line 

with this hypothesis, recent evidence has indicated that the diurnal oscillations in the SCN 

metabolic activity might be involved in the generation of circadian rhythm (Isobe et al., 

2011). Reduction on SCN glial metabolism or in their communication by gap junctions can 

also disrupt the circadian locomotor rhythm (Prosser et al., 1994). Adequate levels of DHA 

are necessary to increase gap junction coupling in astrocytes (Champeil-Potokar et al, 2006), 

and the lipid composition of coconut oil can impair the astrocyte maturation (Joardar et al., 

2006). Recent experiments of our lab have indicated that the dietary treatment used in the 

present work is able to modify the astrocyte differentiation in some nuclei from circadian 

temporization system (unpublished results). 

The coupling among SCN and other oscillators as well as transmission of rhythmicity 

to the effectors could also be affected in the EFAD group. It is well established that the 
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intense output of SCN to other regions are necessary for organizing several circadian rhythms, 

including locomotor activity (Saper et al., 2005). Likewise, outputs from SCN to pineal gland 

via autonomic pathways are important to synchronize some behavioral and metabolic rhythms 

to the LD cycle (Warren and Cassone, 1995). 

Thus, a potential factor to taken into accounting for the disturbances induced by the 

experimental diet is the activity of the pineal gland. In vivo and in vitro studies have shown 

that the ALA-dietary restriction reduces the urinary melatonin excretion during the nighttime 

in rats (Zaouali-Ajina et al., 1999) and the pineal gland melatonin release (Gazzah et al., 

1993; Zhang et al., 1998). Recent evidence in adult hamsters also demonstrated that reduced 

dietary levels of ALA lessen the melatonin daily rhythm and increase locomotor activity in 

both the photophase and scotophase (Lavialle et al. 2008).  

Serotoninergic outputs from raphe nuclei to SCN can also interact with light-

dependent mechanisms and modulate the photic synchronization (for revision, see Golombek 

and Rosenstein, 2010). Recent studies have shown that during the perinatal period, reduced 

levels of DHA can impair the normal development and function of the rat serotonin pathways 

(McNamara et al., 2009). Thus, we cannot discard the possibility that the dietary treatment 

adopted in the present study affected this neurotransmission system in the SCN. Nevertheless, 

future studies are necessary to address this issue.  

There also is the possibility that changes in the DHA levels on the hypothalamus or 

other brain regions might interfere in the synchronization to the LD cycle, since a reduction of 

these levels was described in studies of locomotor behavior with adult and young rats and sex-

specific (Levant et al., 2004; Levant et al.,2006) and other behaviors involved with the 

deficiency of n-3 LC-PUFAs (for revision, see McNamara e Carlson, 2006). However, 

additional studies are needed for a better understanding about this question. 
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CONCLUSION 

 

The results of the present study corroborates the assumption that functional 

organization of the circadian timing system can be modified by the dietary lipid composition 

and emphasizes a modulator role of n-3 and n-6 LC-PUFA, as well as contribution of 

saturated fatty acids in induced modifications in the light-induced temporal synchronization.  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Experimental lighting conditions over the 105 days registration of motor activity 

of the rats. Post-natal days from P21 to P125. 

Figure 2. In A, soya and coconut comparative analysis of motor activity during the 

scotophase in the first LD cycle among the post natal days 24 to 33. The animals were 

maintained in light-dark cycle (12:12) with luminosity 150:1 lux, respectively. ANOVA 

post hoc Turkey test (*p<0,01; **p<0,05). In B, soya and coconut comparative analysis of 

motor activity during the photophase in the first LD cycle among the post natal days 24 to 

33. ANOVA post hoc Tukey test (*p<0,05). 

Figure 3. Soya and coconut comparative analysis of general daily motor activity among 

the post natal days 24 to 33. The animals were maintained in light-dark cycle (12:12) with 

luminosity 150:1 lux, respectively. ANOVA post hoc Tukey test (*p<0,05). 

Figure 4. Actograms of motor activity of soya (left panel) and coconut (right panel) groups 

in the resynchronization to 6-h phase delay of light onset in the 12:12 LD cycle (5.75 ± 

0.25 days for the EFAD group, 3.75 ± 0.25 days for the control group). The gray shadow 

represents the dark phase. The arrow indicates the first day phase delay. The solid line 

indicates dark onset and the rectangle highlights the interval in days where 

resynchronization occurs. ANOVA post hoc Tukey test (*p = 0.016). 

Figure 5. Soya and coconut comparative analysis of general daily motor activity after the 

6-h phase delay and the resynchronization days (P45-55 for the EFA and EFAD groups). 

Motor activity during the photophase was ~60% lower in the EFAD group. ANOVA post 

hoc Tukey test (*p<0,01). 



!

58!
!

Figure 6. Soya (24.31 ± 0.06 h) and coconut 24.33 ± 0.00 comparative analysis of the free 

running activity in constant darkness (P56-P83). ANOVA post hoc Tukey test (p>0,05). 

Figure 7. Actograms (upper panels) and periodograms (lower panels) of soya (left panels) 

and coconut (right panels) groups during the second LD cycle. The arrow indicates the day 

of return to initial conditions (LD 12:12, lights on 17 h). The EFAD group (period 1478 ± 

9.67min) does not synchronize to the LD cycle and at P97 it shows a free-running pattern, 

while the EFA group (period 1442 ± 1.3 min) is synchronized under the new conditions. 

ANOVA post hoc Tukey test (*p=0,014). 

Figure 8. Soya (23.97 ± 0.04 h) and coconut (24.21 ± 0.05 h) comparative analysis of the 

free running activity in constant darkness (P105 to P125). ANOVA post hoc Tukey test 

(*p<0,05). 
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Table 3 – Body and brain weights 
Groups Initial body weight Final body weight Brain weight Brain weight/body weight 
Control 57,7 ± 3,86 465,4 ± 39,68 1,92 ± 0,627 0,004168 ± 0,000447 
Experimental 47,5** ± 0,9 421,91* ± 36,26 1,9 ± 0,054 0,004555 ± 0,000447 
Initial body weight obtained at P21; body and brain weights obtained at P125 
Values are expressed as Mean ± SD. Control group n=10. Experimental group n=12.                         
*(p < 0,012), **(p <0,003) with ANOVA, Friedman test. 
!!!!!
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 7 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados do presente trabalho, analisados à luz dos dados da literatura, nos 

permitiram concluir que animais submetidos a dieta deficiente em ácidos graxos essenciais 

com alto teor de ácidos graxos saturados, durante os períodos gestacional e de aleitamento 

até a idade adulta, apresentam com relação a controles com dieta sem essa deficiência: 

1. Aumento da atividade motora durante a escotofase nas idades P27 a P28; 

2. Decréscimo da atividade motora na fotofase nas idades P28 a P33; 

3. Sincronização ao ciclo claro-escuro inicial sem alterações; 

4. Aumento do tempo necessário em dias para ressincronização ao ciclo claro-

escuro após atraso de fase de 6 horas; 

5. Expressão do período em livre-curso sem alterações iniciais; 

6. Incapacidade para ressincronizar a um segundo ciclo claro-escuro após livre-

curso. 

Os resultados sugerem que a organização funcional do sistema de temporização 

circadiana pode ser modificada por restrição de ácidos graxos essenciais na dieta, bem 

como pelo teor de ácidos graxos saturados. 

Estudos adicionais são necessários para esclarecer os mecanismos subjacentes a 

esses eventos. 
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Anexo 1. Documento do Comitê de ética em pesquisa da UFRN 
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Anexo 2. Regulamento do periódico. 
 

Journal of Biological Rhythms 
Editor-in-Chief:  
Martin Zatz  
   

  
Official Publication of the Society for Research on Biological Rhythms 

 
 
One electronic copy of each paper should be submitted to the Editor as an attachment to an e-mail. The text 
and each figure or table should be in separate files. Manuscript pages should be 6.5 inches wide, 9 inches 

long, and double spaced throughout. Hard copies of text and/or illustrations may be used in special 
circumstances. There are no publication charges except for circumstances requiring special printing, color 
reproduction, or unusual length and number of illustrations; in these cases, the publisher will provide cost 
information before the paper is accepted. 
 
Manuscripts should be written clearly and concisely and should conform generally to the Council of Science 
Editors Style Manual (Scientific Style and Format: The CSE Manual for Authors, Editors, and Publishers, 
7th ed.). 
 

“Letters” should be limited to a total of 2000 words and a few figure panels or equivalent-sized tables. Their 
format differs from those of regular papers. Consult previously published Letters or the Editor for further 
information. 
 
Supplementary Online Material may be submitted for ancillary but necessary information. It should be 
submitted as a pdf file, with the article title, authors, and "Supplementary Online Material" on the first page, 
followed by text, figures, and tables along with captions. Number figures and tables S1, S2, etc. 
Supplementary material will appear online exactly as submitted and can be viewed at 

http://jbr.sagepub.com/supplemental. 
 
Regular manuscripts should consist of the following: 

• A Title page, including the authors' names, the title and a short running title, and the institution(s) 
(with all words spelled out in full) from which the paper emanates. If current addresses are different, 

then these should be indicated in a footnote. Also include the name, mailing address, phone and fax 
numbers, and e-mail address of the person to whom correspondence and proofs should be sent. 
Number the pages, illustrations, and tables. 

• A succinct Abstract, not exceeding 350 words, in a form acceptable to most abstracting services, 
followed by six to eight key words. 

• An Introduction that provides a brief review of relevant background material and indicates the 
purpose of the study. 

• A Materials and Methods section that provides sufficient information for qualified investigators to 
reproduce the work in similar fashion. Reference to published procedures by appropriate succinct 
summary and citation is encouraged but should not replace adequate methodological description. 
The Journal of Biological Rhythms endorses the Declaration of Helsinki and the U.S. National 
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. It will be assumed that 
authors have conscientiously followed principles and practices in accord with these documents in 
experiments involving human subjects and experimental animals. 

• A Results section that provides a concise description of the findings with appropriate reference to 
illustrations and tables. 

• A Discussion section that includes a summary of the main findings (not data), their relation to other 

published work, and a statement of their significance. 
• References should be double spaced and listed sequentially in alphabetical order according to the 

name of the first author with (a) a full list of authors, (b) date, (c) full title of the paper, (d) journal 
titles abbreviated as per Index Medicus, (e) volume number, and (f) first and last pages. Only papers 
published or in press may be included in the reference list. Papers should be cited in the text by 

author(s) and date. 



!

87!
!

o Examples 

Aschoff J (1965) Response curves in circadian periodicity. In Circadian Clocks, J 

Aschoff, ed, pp 95-111, North-Holland, Amsterdam. 

 

Pittendrigh CS and Daan S (1976) A functional analysis of circadian pacemakers in 

nocturnal rodents. I. The stability and liability of spontaneous frequency. J Comp 

Physiol A 106:223-252. 

 

Richter CP (1965) Biological Clocks in Medicine and Psychiatry, Charles C Thomas, 

Springfield, IL. 

Aschoff J (1965) Response curves in circadian periodicity. In , J Aschoff, ed, pp 95-111, North-
Holland, Amsterdam.Pittendrigh CS and Daan S (1976) A functional analysis of circadian 
pacemakers in nocturnal rodents. I. The stability and liability of spontaneous frequency. J Comp 
Physiol A 106:223-252.Richter CP (1965), Charles C Thomas, Springfield, IL. 

• Tables and illustrations should be submitted in a form suitable for direct reproduction when 
possible, with all labels, axes, and inserts proportionately large enough to remain readily 
legible upon reduction in size. Place each numbered figure and table in a separate file. 
Charges for color figures are $800.00 for the first figure and $200.00 for each additional page. 

• A list of figure legends should follow the references and be the last section in the text. A brief 
title and description of each illustration should be included. These should be typed 
consecutively on the same page(s). 

• Abbreviations should be introduced in parentheses after the first occurrence of the term being 
abbreviated. Use standard metric units wherever possible. 
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Submission of a manuscript implies concurrence of all listed authors and assurance that no similar paper has 
been submitted for publication elsewhere. Manuscripts are evaluated on their merit and suitability for 
publication by the editors with the assistance of selected referees. 
 
Mail submissions to: 
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Anexo 3. Documentos da submissão de publicação de manuscrito em colaboração com a 

UFPE sobre DAGES e sistema dopaminérgico 
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Anexo 4. RELATÓRIO DE AT IVIDADES 
 

PROJETO AC. GRAXOS ESSENCIAIS– RATOS WISTAR 

LABORATÓRIO DE CRONOBIOLOGIA/DEPTO FISIOLOGIA/UFRN 
RESONSÁVEL: KÁTIA MARIA MARQUES GOUVEIA 

$
CRONOGRAMA DE REGISTROS DE ATIVIDADES MOTORAS 

CE (12:12h) CLARO :17h ESCURO: 05h 
v!#'-"'DE%!()!).)-H"'!vv!4'/*'!()!).)-H"'!

 
AMBIENTE 1 

 
JMNKO$:OP3MOQ;$ROS%$T$%P7U%7R$PV$B6$%$B#$
>W$J;M%XYO$Z$%U[7;P3;$6$Z$:%P%7R$6$%$#$
KY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$B#\6>\>BBG$4$6D\6>\>BBG$Z$AB@KLhKL8!vv!
LY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$>B\6>\>BBG$4$BD\B6\>BBD!w!e*-'5%!()!7!8!v!
MY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$6B\B6\>BBD$4$B#\B>\>BBD!w!BB!
?Y!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$BC\B>\>BBD$4$>C\B>\>BBD!w!AB!KLhKL8vv!
NY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$>G\B>\>BBD$4$>B\BE\>BBD$Z!BB!w!?7U$
O[R]$M;J7R3MOR$R;PHO$O[37HOR$PO$:OUKN3%HOM$HO$Q%["$H;$MO;HOM;R"$$
$
JMNKO$;^K;M7U;P3%QT:O:O$T$%P7U%7R$PV$BF$;$B#$
6W$J;M%XYO$Z$%U[7;P3;$6$Z$:%P%7R$C$%$G$
KY!A'.'"5!O!)!>!,+$B#\6>\>BBG$4$\6D\>BBG!w!AB@KLhKL8!
LY!A'.'"5!O!)!>!,+$>B\6>\>BBG$4$BD\B6\>BBD!w!e*-'5%!()!7!8!
MY!A'.'"5!O!)!>!,+$6B\B6\>BBD$4$B#\B>\>BBD!w!BB!v!
?Y!A'.'"5!O!)!>!,+$BC\B>\>BBD$4$>C\B>\>BBD!w!AB!KLhKL8!
NY!A'.'"5!O!)!>!,+$>G\B>\>BBD$4$>B\BE\>BBD$Z!BB!@!?7U!
O[R]$M;J7R3MOR$O[37HOR$PO$:OUKN3%HOM$HO$Q%["$MO;HOM;R"$
$
JMNKO$:OP3MOQ;$ROS%$T$%P7U%7R$PV$BC$%$6B$
6W$J;M%XYO$Z$%U[7;P3;$6$Z$:%P%7R$D$%$6>$
KY!A'.'"5!P9!KQ9!KK!)!KL!,+$B#\6>\>BBG$4$6D\6>\>BBG$Z$:;$6>]6>L_$
LY!A'.'"5!O!)!>!,+$>B\6>\>BBG$4$BD\B6\>BBD!w!e*-'5%!()!7!8!
MY!A'.'"5!O!)!>!,+$6B\B6\>BBD$4$B#\B>\>BBD!w!BB!
?Y!A'.'"5!O!)!>!,+$BC\B>\>BBD$4$>C\B>\>BBD!w!AB!KLhKL8!vv!
NY!A'.'"5!O!)!>!,+$>G\B>\>BBD$4$>B\BE\>BBD$Z!BB!@!?7U!
$O[R]$M;J7R3MOR$O[37HOR$PO$:OUKN3%HOM$HO$Q%["$HOR$R%JN7R$`:%P%7R$
Da6Ba66a6>b"$
$
JMNKO$;^K;M7U;P3%QT:O:O$T$%P7U%7R$PV$B6$%$B#$
>W$J;M%XYO$Z$%U[7;P3;$6$Z$:%P%7R$6$%$#$
KY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$>G\BE\>BBD$4$6E\B!\>BBD$Z$AB@KLhKL8!vv!
LY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$6!\B!\>BBD$4$B!\BF\>BBD!w!e*-'5%!()!7!8!
MY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$BF\BF\>BBD$4$B6\B#\>BBD!w!BB!vv!
?Y!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$B>\B#\>BBD$4$>>\B#\>BBD!w!AB!KLhKL8!vv!
NY!A'.'"5!K9!L9!M9!?9!N9!7!,+$>E\B#\>BBD$4$6E\BC\>BBD$Z!BB!w!?7U$
O[R]$M;J7R3MOR$R;PHO$O[37HOR$PO$:OUKN3%HOM$HO$Q%["$H;$MO;HOM;R"$
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$
$
JMNKO$:OP3MOQ;$ROS%$T$%P7U%7R$PV$BC$%$6>$
>W$J;M%XYO$Z$%U[7;P3;$6$Z$:%P%7R$C$%$6>$
KY!A'.'"5!O9>9P9KQ9KK9B9KL!,+$>G\BE\>BBD$4$6E\B!\>BBD$Z$AB@KLhKL8!
LY!A'.'"5!O9>9P9KQ9KK9B9KL!,+$6!\B!\>BBD$4$B!\BF\>BBD!w!e*-'5%!()!7!8!
MY!A'.'"5!O9>9P9KQ9KK9B9KL!,+$BF\BF\>BBD$4$B6\B#\>BBD!w!BB!
?Y!A'.'"5!O9>9P9KQ9KK9B9KL!,+$B>\B#\>BBD$4$>>\B#\>BBD!w!AB!KLhKL8!
NY!A'.'"5!O9>9P9KQ9KK9B9KL!,+$>E\B#\>BBD$4$6E\BC\>BBD$Z!BB!w!?7U$
O[R6]$M;J7R3MOR$O[37HOR$PO$:OUKN3%HOM$HO$Q%["$M%3OR$`C$;$Gb$;$R%JN7R$
`BDa6Ba66$;$6>b$"$
O[R$>]$3OHOR$OR$:%P%7R$HO$%U[7;P3;$6$K%RR%M%U$%$M;J7R3M%M$PO$
:OUKN3%HOM$HO$Q%[$H;$MO;HOM;R$%$K%M37M$H;$SNPcO\$>BBD"$
$
$
$

AMBIENTE 2 
 

 
GRUPO CONTROLE SOJA - ANIMAIS Nº 01 A 06 
1ª GERAÇÃO - AMBIENTE 2 
1) Canais P, Q, R, S, T, U de 24/04/2008 a 07/05/2008 - CE-12:12h;!
2) Canais P, Q, R, S, T ,U de 08/05/2008 a 2805/2008 - atraso de 6 horas;!
3) Canais P, Q, R,S, T, U de 29/05/2008 a 25/06/2008 - EE!
4) Canais P, Q, R, S, T, U de 26/06/2008 a 16/07/2008 - CE-12:12h;!
5) Canais P, Q, R, S, T, U de 17/07/2008 a 06/08/2008 - EE - FIM$
!Obs.: canais P, Q, R, S, T, U (13, 14, 15, 16 , 17 E 18) correspondem 
respectivamente aos animais de nº 1 a 6.!
OBS: REGISTROS OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. DOS SAGUIS. 
 
JMNKO$;^K;M7U;P3%QT:O:O$%P7U%7R$PV$B6T$B!$
6W$J;M%XYO$Z$%U[7;P3;$>$T$:%P%7R$6Ea$6!a$6F$;$6#"$
KY!A'.'"5!f9!x9!W9!]!()!6#\BD\>BBG$4$>D\BD\>BBG!w!AB@KLhKL8i!
LY!A'.'"5!f9!x9!W9!]!()!EB\BD\>BBG$4$>B\6B\>BBG!w!'*-'5%!()!4'5)!()!7!8!
MY!A'.'"5!f9!x9!W9!]!()!>6\6B\>BBG$4$6C\66\>BBG!w!BBi!
?Y!A'.'"5!f9!x9!W9!]!()!6G\66\>BBG$4$G\6>\>BBG!w!AB@KLhKL8i!
NY!A'.'"5!f9!x9!W9!]!()!BD\6>\>BBG$4$>D\6>\>BBG!w!BB!?7U$
O[R#]M;J7R3MOR$O[37HOR$PO$:OUKN3%HOM$HO$Q%["$HOR$R%JNdRa:%P%7R$
6Ea6!a$6F"$6#"$
$
JMNKO$;^K;M7U;P3%QT:O:O$%P7U%7R$PV$BC$a$BGa$BDa$6Ba$66$;$6>$
6W$J;M%XYO$T$%U[7;P3;$>$T$:%P%7R$6C$;$6G"$
KY!A'.'"5!f9!x!9!W9!]!d9!U!,+!EB\B6\>BBD$4$6>\B>\>BBD!AB@KLhKL8!v!
LY!A'.'"5!f9!x!9!W9!]!d9!U!,+$6E\B>\>BBD$4$BF\BE\>BBD!w!e*-'5%!()!4'5)!()!78!
MY!A'.'"5!f9!x!9!W9!]!d9!U!,+$B#\BE\>BBD$4$B>\B!\\>BBD!w!BB!
?Y!A'.'"5!f9!x!9!W9!]!d9!U!,+$BE\B!\>BBD$4$>E\B!\>BBD!w!AB@KLhKL8!v!
NY!A'.'"5!f9!x!9!W9!]!d9!U!,+$>!\B!\>BBD$4$6!\BF\>BBD!w!BB@?7U$
O[R]$M;J7R3MOR$O[37HOR$PO$:OUKN3%HOM$HO$Q%["$HOR$R%JN7Ra$:%P%7R$
6Ea6!a$6F"$6#a6C$;$6G$$
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Anexo 5. Actogramas da atividade motora nas condições de claro/escuro, escuro 
              constante e atraso de fase de 6 horas – controle e experimental 
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Anexo 6 Períodogramas da atividade motora nas condições de claro/escuro, escuro 
              constante e atraso de fase de 6 horas – controle e experimental 
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