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RESUMO 

Em mamíferos, o núcleo supraquiasmático do hipotálamo (suprachiasmatic nucleus, SCN) é o 

oscilador (ou relógio) circadiano central. Atribui-se ao SCN duas funções principais: 1) 

sincronização dos ritmos circadianos ao ciclo claro e escuro (LD) e 2) geração de ritmos em 

condições de escuro constante. Exposição a ciclos simétricos de LD com período (T) de 22 

horas (11:11h) promove a dissociação do SCN em dois osciladores. Um oscilador presente na 

porção ventrolateral (vl) do núcleo permanece sincronizado ao ciclo de LD, enquanto o outro, 

presente na porção dorsomedial (dm) permanece sincronizado ao ritmo endógeno (tau, t) do 

animal, no geral, com t >24h. Apesar deste protocolo ser bem caracterizado quanto ao seu 

impacto nos ritmos regulados pelo SCN, não se conhece propriamente seu efeito sobre a 

fisiologia do SCN. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar o efeito da 

dessincronização forçada sobre a expressão dos principais neuropeptídios expressos em cada 

porção do SCN, a saber, do polipetídeo vasoativo intestinal (VIP) e da vasopressina (AVP) 

ricamente expressos nas porções vl e dm, respectivamente; e sobre a atividade neuronal do 

núcleo, avaliada por meio da imunohistoquímica da família de genes de reposta imediata (Fos-

related antigens, aqui abreviada como c-Fos). Para isso, ratos Wistar foram mantidos em 

regimes de luz simétricos 12h:12h [grupo: Control (T24)] ou 11:11h [grupo: Desynchronized 

(T22)]. O registro de telemetria foi feito em ambos os grupos para análise dos ritmos de 

atividade locomotora espontânea (spontaneous locomotor activity, SLA) e temperatura corporal 

central (Tc). Após 10-15 dias, os animais foram perfundidos transcardialmente nos zeitgeber 

time (ZT) 2, 8, 14 e 20, e a análise da expressão de VIP, AVP e c-Fos foi verificada por 

imunohistoquímica. A quantificação foi realizada por contagem de células imunorreativas (ir) 

em cada porção do núcleo. Em decorrência da dessincronização forçada, os ritmos de SLA e 

Tc passaram a apresentar dois períodos significativos, um em torno de 22h e outro >24h, porém 

com menor robustez, mesor e amplitude, quando comparados ao grupo Control (T24). A 

dessincronização não alterou o número de células AVP-ir nos diferentes ZTs, mas extinguiu a 

variação temporal da expressão de VIP. Além disso, diferente dos animais T24, o número de 

neurônios c-Fos-ir no vl-SCN aumentou no ZT20 (fase escura) comparado com os demais ZTs 

nos animais T22. O ritmo de SLA do grupo Desynchronized (T22) correlacionou-se de forma 

negativa com o número de neurônios AVP-ir e com o número de c-Fos-ir na dmSCN. Já, a 

correlação positiva que existia no grupo Control (T24) entre VIP-ir e AVP-ir foi perdida nos 

animais Desynchronized (T22). O número de neurônios VIP-ir e de c-Fos-ir na vlSCN de 

animais Desynchronized (T22) em repouso na fase escura (desalinhados) foi menor do que de 

animais T22 em atividade na fase escura (alinhados). Dessa forma, o protocolo de 



dessincronizarão forçada altera o perfil da atividade neuronal da porção vl e da expressão de 

VIP no SCN, mantendo o perfil da atividade neuronal da porção dm e da expressão temporal 

de AVP.   

Palavras-chave: Núcleo Supraquiasmático; Dessincronização forçada; Cronobiologia 

 

 

 

 



ABSTRACT 

In mammals, the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus is the central circadian 

oscillator or "clock." Mainly, SCN synchronizes the circadian rhythms to the light-dark (LD) 

cycle, and it generates rhythms under constant dark conditions. Exposure to symmetrical LD 

cycles with a period (T) of 22 h (11:11h) leads to the dissociation of the SCN into two 

oscillators. One oscillator located in the ventrolateral (vl) portion of the nucleus remains 

synchronized to the LD cycle, while the other, present in the dorsomedial (dm) portion, remains 

synchronized to the animal's endogenous rhythm (tau, t), typically with t > 24 hours. Although 

the impact of this protocol on SCN-regulated rhythms is well-characterized, its specific effect 

on SCN physiology is not fully understood. Therefore, the objective of this study was to 

characterize the effect of forced desynchronization on the expression of key neuropeptides in 

each SCN portion, namely, vasoactive intestinal polypeptide (VIP) and vasopressin (AVP), 

which are highly expressed in the vl- and dm-SCN, respectively, as well as on SCN neuronal 

activity assessed through immunohistochemistry of the Fos-related antigens (abbreviated as c-

Fos) immediate early gene family. For this purpose, Wistar rats were subjected to symmetric 

light regimes of 12h light:12h dark [Control group (T24)] or 11:11h light:dark [Desynchronized 

(T22) group]. Telemetric recordings were conducted in both groups to analyze spontaneous 

locomotor activity (SLA) and core body temperature (Tc) rhythms. After 10-15 days, the 

animals were transcardially perfused at zeitgeber times (ZTs) 2, 8, 14, and 20, and the 

expression of VIP, AVP, and c-Fos was evaluated through immunohistochemistry. 

Quantification was performed by counting immunoreactive (ir) cells in each SCN portion. As 

a result of forced desynchronization, SLA and Tc rhythms exhibited two significant periods, 

one around 22 h and another >24 h, but with lower robustness, mesor, and amplitude compared 

to the Control group (T24). Desynchronization did not alter the number of AVP-ir cells at 

different ZTs, but it abolished the temporal variation in VIP expression. Furthermore, unlike 

the T24 animals, the number of c-Fos-ir neurons in the vlSCN increased at ZT20 (dark phase) 

compared to other ZTs in the T22 animals. The SLA rhythm in the Desynchronized group (T22) 

showed a negative correlation with the number of AVP-ir neurons and c-Fos-ir neurons in the 

dmSCN. In contrast, the positive correlation observed in the Control group (T24) between VIP-

ir and AVP-ir was lost in the Desynchronized (T22) animals. The number of VIP-ir neurons 

and c-Fos-ir neurons in the vlSCN of Desynchronized (T22) animals at rest during the dark 

phase (misaligned) was lower than that of T22 animals in activity during the dark phase 

(aligned). Thus, the forced desynchronization protocol alters the neuronal activity profile of the 



vlSCN and the expression of VIP in the SCN while maintaining the neuronal activity profile of 

the dmSCN and the temporal expression of AVP. 

Keywords: Nucleus suprachiasmatic; Forced Desynchronization; Chronobiology 
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1. JUSTIFICATIVA 

Em mamíferos, o ritmo circadiano é governado pelo SCN, conhecido também como relógio 

central. O SCN funciona como marcapasso capaz de coordenar os ritmos circadianos 

fisiológicos e comportamentais (Ralph et al., 1990). Os neurônios do relógio central apresentam 

ritmos de quase 24 horas na expressão gênica, na taxa de disparo e na liberação de peptídeos 

que são ajustados ao fotoperíodo. A propriedade de rede do SCN permite que os neurônios 

desse núcleo se sincronizem e funcionem como um marcapasso (Aton & Herzog, 2005). 

São reconhecidas duas porções distintas no SCN, a porção ventrolateral (vl) e a dorsomedial 

(dm). Essas porções apresentam diferenças anatômicas e fisiológicas, de tal forma a serem 

identificadas uma porção mais lateral, marcada por uma densa concentração de neurônios 

imunorreativos a arginina-vasopressina (AVP), e uma porção mais medial, marcada 

densamente por polipeptídeo vasoativo intestinal (VIP) (Abrahamson & Moore, 2001).  

O mapeamento funcional do SCN é um desafio pela sua pequena extensão e o seu padrão de 

projeções. As formas mais utilizadas de estudo das duas porções do SCN são modelos in vitro 

e modelos de lesões do SCN. O primeiro traz como desvantagem a possível perda da rede de 

neurônios e o segundo pode causar danos de das fibras de passagens e de áreas subjacentes. 

Ratos expostos a ciclos de LD curtos (11:11h) apresentam um padrão duplo de expressão da 

atividade locomotora espontânea (locomotor spontaneous activity, SLA) e da temperatura 

corporal central (Tc), em um protocolo chamado de dessincronização forçada. Neste protocolo, 

a avaliação da expressão dos genes do relógio no SCN mostra uma dissociação das duas porções 

do SCN (de la Iglesia et al., 2004; Schwartz et al., 2009). Esta dissociação do SCN torna 

possível estudar aspectos que envolvem a sincronização das suas porções. A fim de aprofundar 

o impacto da dessincronização forçada sobre as propriedades do SCN, nós caracterizamos o 

perfil da expressão de VIP e AVP nos neurônios do SCN. Também foi avaliado a ativação 

neuronal das subdivisões do SCN sob o efeito da dessincronização forçada. Este estudo amplia 

o conhecimento sobre a fisiologia do relógio central.  

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. RITMOS CIRCADIANOS E RELÓGIO BIOLÓGICO 

Os dias são caracterizados por períodos claros e escuros, que são uma consequência dos 

movimentos de rotação da Terra em torno do seu próprio eixo, com um período (T) de 

aproximadamente 24 horas. Este padrão de alterações permitiu a seleção natural de um sistema 

temporal circadiano (circa diem, cerca de um dia), o qual opera de forma autônoma em quase 

todas as formas de vida existentes. A sincronização do indivíduo com o ambiente externo 

oportuniza de forma mais eficaz a sobrevivência e bem-estar dos organismos (Vitaterna et al., 

2001). Dessa forma, a sincronização tem como função coordenar e antecipar o comportamento 

e metabolismo de acordo com a periodicidade ambiental, tais como mudanças de temperatura, 

disponibilidade ou não de alimentos, e a interação social (Kalsbeek et al., 2011; Kalsbeek & 

Fliers, 2013). 

Um marco nas investigações sobre ritmos biológicos foi o trabalho do cientista francês Jean 

Jacques d’Ortous De Mairan. Observando padrões de movimentos da planta Mimosa pudica, 

os quais mostraram o ritmo endógeno da planta, ou seja, mesmo em escuro constante, ela 

mantinha seu padrão de movimentos de abrir e fechar folhas. A persistência desse ritmo na 
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ausência de um ciclo de luz ou outras pistas ambientais foi denominado como período free-

running, ou período de livre curso, que caracteriza o período intrínseco de uma oscilação na 

ausência de pistas temporais, como a luz (Lima & Vargas, 2014; Roenneberg & Merrow, 2005). 

Este período endógeno é simbolizado pela letra grega tau (t).  

Atualmente, é bem estabelecida na literatura que o sistema temporal circadiano é constituído 

por conjunto de relógios (ou osciladores) codificado geneticamente, que funciona de maneira 

hierárquica em mamíferos: um relógio circadiano central localizado no hipotálamo, o SCN e, 

múltiplos relógios localizados em outras áreas cerebrais e em tecidos periféricos. A principal 

função do relógio central é orquestrar os demais relógios, de tal forma a gerar ritmos circadianos 

metabólicos, genético e comportamentais (Vitaterna et al., 2001). 

Os ritmos circadianos são sincronizados por pistas ambientais, alterando o período da oscilação. 

Como consequência da sincronização (ou arrastamento) de um ritmo endógeno ao ritmo externo 

também se observa alterações na fase da oscilação (φ), que caracteriza a posição dentro do ciclo 

como, por exemplo, a fase de luz (dia) ou a fase de escuridão (noite), assim como representado 

na figura 1 (Mistlberger & Antle, 2011). As pistas capazes de sincronizar os ritmos circadianos 

são conhecidas como zeitgebers, ou “doadores de tempo”. Existem pistas endógenas tais como 

as variações de hormônios e da Tc e exógenas, tais como a alimentação, a atividade física, a 

interação social. Dentre as pistas exógenas o ciclo de luz e escuridão é considerado o zeitgeber 

mais importante (Oster et al., 2017; Schnell et al., 2014). Então, a pista temporal ajusta o 

período e a fase do relógio biológico, provocando um arrastamento da atividade do animal, 

podendo provocar um avanço ou atraso de fase (Golombek & Rosenstein, 2010; Vitaterna et 

al., 2001). O arrastamento ocorre pelo reajuste contínuo do relógio para permanecer alinhado 

aos zeitgebers. Nos mamíferos, o arrastamento começa ajustando a fase do relógio mestre (no 

SCN). O SCN, por sua vez, arrasta os relógios periféricos de todo o corpo, levando ao 

alinhamento global do sistema circadiano (Ashton et al., 2021). 

 

Figura 1. As principais características dos ritmos. (A) Período: tempo no qual um ritmo 

completa o seu ciclo; Acrofase: horário do dia onde ocorre o pico de uma variável; Amplitude: 

distância entre o mesor e o ponto máximo do ritmo; Mesor: estatística da estimativa da linha 

média de uma oscilação quando ajustado a uma curva cosenoidal; Fase: equivale à posição 

dentro do ciclo, ou seja, a fase de repouso ou de atividade; (B) Robustez: maior razão da 

variância observada em um período específico comparada com a variância total, a qual reflete 

a estabilidade de uma variável oscilatória, ou seja, a capacidade de se manter oscilando com o 

passar do tempo. A linha vermelha na figura representa uma oscilação com baixa robustez 

(Adaptado de Korf & Von Gall, 2016). 
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2.2. RELÓGIO CENTRAL 

O relógio central começou a ser decifrado no início da década de 1970, quando pesquisadores 

observaram que era possível abolir os ritmos circadianos endócrinos e comportamentais por 

meio da lesão do SCN (Harrington, 1992). Posteriormente, identificou-se a capacidade do SCN 

de gerar ritmos circadianos, por meio dos experimentos com transplantes, os quais mostraram 

que SCN de animais intactos transplantados em animais com o SCN lesionado foi capaz de 

reestabelecer o padrão rítmico de SLA dos animais transplantados (Ralph et al., 1990).  

O SCN é composto por aproximadamente 20.000 neurônios localizados bilateralmente ao 

terceiro ventrículo e sobre o quiasma óptico (Fig. 2). A porção medial do SCN no eixo 

anteroposterior é dividida em duas porções distintas, a saber: a porção ventrolateral (vlSCN) e 

dorsomedial (dmSCN). Esta divisão é baseada em diferenças na citoarquitetura, no fenótipo 

neuroquímico, na organização da inervação, na distribuição das projeções eferentes, no padrão 

de expressão gênica e na atividade elétrica do núcleo (Dardente et al., 2002; El Allali et al., 

2017; Leak & Moore, 2001; Moga & Moore, 1997; Moore et al., 2002; Morin, 2013; Schaap et 

al., 2003). A porção dmSCN é caracterizada pela expressão de AVP enquanto vlSCN expressa 

VIP, peptídeo liberador de gastrina (GRP) e neuromedina S (NMS) (Abrahamson & Moore, 

2001; Card & Moore, 1982; Miyazato et al., 2008; Mori et al., 2005).  

 

Figura 2. Representação esquemática das divisões morfofuncionais do SCN. A imagem 

representa as delimitações das regiões vlSCN e dmSCN, em destaque no quadrado pontilhado 

estão presentados os principais neuropeptídios expressos pelos neurônios das duas regiões, 

AVP e VIP. A região vlSCN recebe projeções vindas da retina, e, deste modo recebe informação 

sobre a fotoperiodicidade ambiental através do trato retino hipotalâmico (RHT), sendo 

glutamato (Glu) e o peptídeo hipofisário ativador de adenilato ciclase (PACAP) as principais 

moléculas envolvidas nessa transmissão (não representado na figura). OC: optic chiasm (= 

quiasma óptico); 3V: 3º ventrículo (Adaptado de Hafner et al., 2012). 

In vivo, os neurônios do SCN devem sincronizar-se com os ciclos ambientais e entre si. Embora 

muito se saiba sobre os mecanismos de arrastamento para ciclos de luz, relativamente pouco se 
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sabe sobre o arrastamento de neurônios SCN para sincronizar sinais dentro do SCN (Aton & 

Herzog, 2005).  

A rota neural responsável pelo alinhamento ou foto-arrastamento dos ritmos circadianos inicia-

se nas células ganglionares intrinsicamente fotossensíveis da retina (ipRGCs) que são 

responsáveis pela percepção da irradiação luminosa (Berson et al., 2002; Provencio et al., 

2002). A partir destas células, origina-se o trato retino-hipotalâmico (RHT), que envia um sinal 

neuronal de estimulação para o SCN (Albrecht, 2012; Partch et al., 2014). Uma pequena porção 

dos neurônios do SCN recebem a informação fótica que chega através do RHT, transmitindo a 

informação para as células vizinhas por meio de sinais neuroquímicos e junções comunicantes, 

possibilitando manter a sincronização entre essas células e produzindo uma oscilação 

consistente dentro do SCN (Bollinger & Schibler, 2014; Mohawk et al., 2012). São premissas 

para dividir o SCN em duas porções as diferenças na cinética de mudança de fase entre o dm e 

o vlSCN e as diferenças no pico de expressão dos genes do relógio. Estas diferenças mostram 

que em resposta a luz, a vlSCN sofre alterações neuroquímicas, as quais são transmitidas para 

a porção dm, definindo, dessa forma, a direção da comunicação entre as porções. A porção 

vlSCN envia projeções para a porção dmSCN onde se localiza o receptor para VIP (VPAC) 

(Fig. 2) (Abrahamson & Moore, 2001; Harmar et al., 2002; Mazuski et al., 2018). A porção 

dmSCN também envia sinais de sincronização para a porção vlSCN, mas de forma menos 

significativa (Abrahamson & Moore, 2001; Nakamura et al., 2005).  

A interação entre as porções do SCN ainda não foi totalmente desvendada. Estudos de 

hibridização in situ e de monitoramento da atividade transcricional por meio do repórter 

luciferase expresso sob controle de promotores dos genes de relógio demonstraram que, em 

resposta a uma grande mudança no ciclo claro:escuro (LD), os ritmos circadianos moleculares 

mudam rapidamente no vlSCN, enquanto os ritmos na dmSCN demoram mais para responder 

à mudança no ambiente fótico (Nagano et al., 2003; Nakamura et al., 2005).  

2.3 A MAQUINÁRIA GÊNICA DA RITMICIDADE 

O mecanismo molecular que controla os ritmos circadianos foi desvendado por Jeffrey C. Hall, 

Michael Rosbash e Michael W. Young, que foram reconhecidos pelo Comitê Nobel de 

Fisiologia ou Medicina, em 2017, quando receberam o prêmio Nobel. Esse mecanismo 

complexo é regulado por loops de feedback transcricionais e traducionais autossustentáveis 

(TTFLs), que ocorrem dentro de cada célula e que regulam tanto o oscilador central quanto os 

osciladores periféricos (Huang, 2018).  

As proteínas de relógio seguem um ritmo circadiano que é determinado por alças de 

retroalimentação positiva e negativa, completando um ciclo de aproximadamente 24 horas (Ko 

& Takahashi, 2006). A alça positiva é composta pelas proteínas CLOCK (Circadian Locomotor 

Output Cycles Kaput) e BMAL1 (brain and muscle Arnt-like protein 1) que formam 

heterodímeros, os quais estimulam a transcrição dos genes Period (Per) 1, 2 e 3, e 

Cryptochrome (Cry) 1 e 2 (Albrecht, 2012). Esses genes codificam as proteínas PER e CRY, 

as quais formam um complexo repressor capaz de interagir com o heterodímero 

CLOCK/BMAL1, inibindo a sua transcrição (Chu et al., 2011; Dardente & Cermakian, 2009; 

Duguay & Cermakian, 2009;Michael et al., 2017). Além dessa alça de retroalimentação positiva 

e negativa, existem outras camadas de regulação, como as proteínas Rev-Erbα/β (NR1D1, 

Reverse-erytroblastosis virus alpha Nuclear Receptor subfamily 1, group D, member ½), os 

quais aumentam em resposta a ação de CLOCK/BMAL1 e, posteriormente, REV-ERBα 

reprime a transcrição de Bmal1, ligando-se ao seu promotor. Uma outra proteína acessória de 
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regulação é a Rorα/β (RAR-related Orphan Receptor alpha/beta), a qual também é estimulada 

por CLOCK/BMAL1 mas exerce efeito estimulatório sobre a transcrição de Bmal1. Quando a 

proteína REV-ERBα está ausente, o gene Bmal1 (e possivelmente também o gene Clock) é 

liberado, podendo formar novamente o fator de transcrição CLOCK/BMAL1, reiniciando um 

novo ciclo circadiano de expressão das proteínas de relógio (Albrecht, 2012; Takahashi, 2017).  

2.4. A SINCRONIZAÇÃO DOS RITMOS CIRCADIANOS 

Os ritmos circadianos gerados da população de neurônios do SCN são muito mais robustos do 

que aqueles produzidos por neurônios individuais. A amplitude do relógio intracelular do SCN 

é altamente responsiva. A sincronização aumenta o acoplamento entre os neurônios e, 

consequentemente, a robustez do ritmo do SCN e dos ritmos de saída (Welsh et al., 2010). 

Portanto, a dissociação das células do SCN permite que elas oscilem independentemente 

mantendo as fases individuais, mas a força de acoplamento que mantinha a sincronização é 

perdida (Welsh et al., 1995). 

A sincronização do SCN é um processo gradual, iniciando pelas células retinorreceptoras 

concentradas na porção vlSCN. As células de dmSCN dependem da comunicação com a porção 

vlSCN para sincronização em um ciclo LD (Schwartz et al., 2010). A sincronização é 

considerada falha quando o período de um determinado conjunto de ritmos é diferente de 24h 

e quando o T de uma determinada variável difere de outras (Smolensky et al., 2016). 

2.5. A DESSINCRONIZAÇÃO FORÇADA  

Alguns protocolos de dessincronização forçada são utilizados para estudar os processos que 

envolvem o SCN, onde os ciclos de sono-vigília estão em um período que o sistema circadiano 

não pode entrar em sintonia, sendo esse período inferior ou superior a 24 horas. Campuzano 

(1998) desenvolveu um protocolo de dessincronização forçada em ratos que leva à dissociação 

estável entre vl- e dmSCN (Campuzano et al., 1998). Quando alojados em ciclos simétricos de 

22 h, 11:11 LD (T22), os ratos exibiam dois ritmos de SLA estáveis, simultaneamente: um 

arrastado ao ciclo LD com período endógeno de 22 h (t22), enquanto o outro dissociado do 

ciclo LD, com um período endógeno superior a 24 h (t >24), assim como mostrado na figura 3 

(de la Iglesia et al., 2004). 

Sob ciclos LD com período de 22 h, vl arrasta para o ciclo LD, mas o acoplamento fraco entre 

vl e dm, combinado com o período intrínseco mais longo de dm, impede o arrastamento 

completo de dm (Schwartz et al., 2009). Os dois ritmos do animal dessincronizado entram e 

saem de fase um com o outro (Fig. 3), oscilando entre dias de alinhamento e desalinhamento. 

Os dias de alinhamento consistem em ritmos arrastados pela luz (t 22) e os dias de 

desalinhamento seguem o free-running (t >24) (de la Iglesia et al., 2004; Schwartz et al., 2009). 

Quando em dessincronização forçada na condição de desalinhamento, as duas regiões dentro 

do SCN oscilam fora de fase, os mRNAs característicos de dia (Per1) e noite (Bmal1) são 

expressos simultaneamente nas subdivisões vlSCN e dmNSQ, confirmando que o 

desalinhamento durante a dessincronização forçada leva à dissociação em dois osciladores, um 

em cada subdivisão do SCN (de la Iglesia et al., 2004; Wotus et al., 2013).  

Em ratos que passaram pela dessincronização forçada, a melatonina oriunda da pineal, a Tc, e 

os ritmos de sono de movimento rápido dos olhos (REM) dissociado do ritmo de sono de ondas 

lentas oscilam em um único ritmo, um pouco acima de 24h, sugerindo que a porção dmSCN 

poderia determinar a fase para um conjunto significativo de substratos neurais que coordenam 
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estes ritmos (Cambras et al., 2007; Lee et al., 2009; Schwartz et al., 2009). Esses achados não 

somente nos revelam que as porções do SCN podem funcionar independentemente, mas 

também que essas porções podem influenciar independentemente ritmos em todo o organismo 

(Cambras et al., 2007; Lee et al., 2009; Schwartz et al., 2009). 

Apesar destes estudos trazerem um panorama interessante do efeito do protocolo de 

dessincronização sobre os ritmos regulados pelo SCN, não se investigou o efeito desse 

protocolo sobre os ritmos da expressão dos principais neuropeptídios do SCN.  

A dissociação estável entre os osciladores vlSCN e dmSCN oferece a oportunidade para avaliar 

o papel da organização SCN na decodificação de informações fóticas. O protocolo de 

dessincronização forçada pode ser utilizado estrategicamente para compreender as subdivisões 

do SCN, já que o estudo por técnicas convencionais, como lesões neuro-anatômicas podem 

prejudicar o resultado.   

 
Figura 3. A dessincronização das duas porções do SCN. No rato, a exposição a um ciclo claro-

escuro de 22 horas (LD22) leva ao desacoplamento de duas populações distintas de osciladores 

neuronais dentro do SCN, onde o oscilador vlSCN é arrastado para Zeitgeber T = 22, enquanto 

o oscilador dmSCN está em coordenação relativa. Esse descacoplamento do SCN se reflete na 

atividade locomotora, que apresenta dois períodos significativos, como mostrado no actograma 

do animal dessincronizado. O desacoplamento das duas porções do SCN já foi demonstrado 

pela expressão diferencial dos genes do relógio BMAL1 e Per1 durante os momentos de 

alinhamento e desalinhamento, que, quando em desalinhamento esses genes oscilam em fases 

diferentes nas porções do SCN (Adaptado de Bem-Hamo et al., 2016 e de la Iglesia et al., 2004). 

 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a atividade neuronal e imunorreatividade de VIP e AVP do SCN de ratos submetidos 

ao protocolo de dessincronização forçada. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar os ritmos de SLA e Tc durante a dessincronização forçada;  
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- Avaliar o efeito da dessincronização forçada sobre atividade neuronal do SCN durante a 

dessincronização forçada. 

- Avaliar a imunorreatividade de VIP e AVP nas porções do SCN durante a dessincronização 

forçada. 

4. MATERIAIS E METÓDOS 

4.1. ANIMAIS 

Foram utilizados ratos machos Wistar, com aproximadamente 2 meses de idade, provenientes 

do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos isolados em caixas padrão de 

polipropileno nas medidas 300x200x130 mm no biotério de experimentação com temperatura 

ambiente de aproximadamente 24°C e com ração e água ad libitum. Os procedimentos 

experimentais realizados foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEUA/UFMG), protocolo de número 213/2022. Ao final de cada delineamento experimental, 

os animais foram perfundidos transcardialmente, onde a eutanásia ocorreu por meio de 

sobredosagem de anestésicos. Os procedimentos realizados durante a fase de escuridão foram 

realizados sob luz vermelha (intensidade <1 lux). 

4.2. REGIME DE LUZ 

Durante a aclimatação (7 dias), os animais foram mantidos em ciclo de luz e escuridão de 12:12 

horas. Após este período, um grupo de animais do grupo dessincronizado (LD 22h) ficaram sob 

um ciclo de 11:11 horas de luz e escuridão, por aproximadamente 40 dias e outro grupo de 

animais por aproximadamente 15 dias. Na fase clara, a iluminação foi gerada por lâmpadas 

tubulares fluorescentes (LED branca, comprimento de onda entre 420 e 750 nm) localizadas 

numa distância da caixa, de tal forma que 250-300 lux atingisse o microambiente do animal. 

Durante a fase de escuridão os animais foram manipulados sob luz vermelha (LED vermelha) 

em disposição a garantir menos de 1 lux no microambiente do animal.  

4.3. REGISTRO DE SLA E Tc 

O registro de SLA e Tc foi realizado através de telemetria. Para isso, animais foram 

anestesiados com injeção intraperitoneal de Cetamina e Xilazina (80 mg / kg e 10 mg / kg, 

respectivamente) e submetidos à cirurgia de implantação do sensor de telemetria na cavidade 

peritoneal. Uma incisão ventral na linha alba foi feita para introdução do sensor, o qual foi 

suturado à musculatura interna antes de a incisão ser fechada, o que diminui o risco de 

deslocamento interno do sensor na cavidade. Ao final da cirurgia, dose única de penicilina 

procaína intramuscular 24.000 U kg −1 (Pentabiótico Veterinário) e analgésico antiinflamatório 

não esteroidal subcutâneo 1,1 mg kg −1 (Banamine) foram administrados. 

As caixas dos animais foram posicionadas sobre um receptor de sinal de telemetria (ER-4000 

Energizer/Receiver, Mini-Mitter Company, Sun River, OR, EUA), que foi previamente 

configurado para registrar a frequência específica do sinal emitido pela sonda do sensor 

previamente implantada em cada animal. Os dados foram transmitidos e armazenados em um 

computador instalado com o software VitalView (VitalView ® Data Acquisition System 

Software v. 4.0, Mini-Mitter Company, Sun River, OR, EUA). Tc (°C) (precisão de ±0,1°C) e 
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SLA (unidades arbitrárias min -1) foram registrados continuamente a cada minuto até o 

momento da eutanásia.  

4.4. PERFUSÃO TRANSCARDÍACA E PREPARAÇÃO DOS CÉREBROS PARA 

IMUNOHISTOQUÍMICA 

Ao final do período de registro de SLA e Tc, os animais foram anestesiados com uma 

sobredosagem de solução anestésica e perfundidos com 50 ml de tampão fosfato salina (PBS-

0,01M), e em seguida, com 300 ml de paraformaldeído (PFA-4%) através de uma bomba de 

perfusão. As perfusões foram realizadas em torno do ZT 2, 8, 14 e 20.  

Após a perfusão, os cérebros foram removidos e pós-fixados em PFA- 4% por 2 horas a 4°C. 

Em seguida, os cérebros foram armazenados em sacarose 30% fria por 72 h (até que os cérebros 

afundassem) e congelados em isopentano 99% (C5H12) a -50°C. Os cérebros foram então 

armazenados a -80°C até o seccionamento. Seções coronais de 30 µm correspondentes ao 

bregma -0.46 a -0.96 mm referentes ao comprimento do SCN foram cortados em um criostato 

e armazenados em solução crioprotetora (PBS, sacarose 30%, etilenoglicol 30%, PVP 1%) a -

20ºC até o ensaio imunohistoquímico. 

4.5. IMUNOHISTOQUÍMICA 

Para a marcação de c-Fos, VIP e AVP foi utilizado o método free-floating. Entre todas as etapas, 

as fatias foram lavadas em PBS 0,01M. Para remoção da solução crioprotetora, as fatias foram 

inicialmente lavadas 10 vezes por 6 minutos. As fatias foram lavadas com glicina 0,1M com a 

finalidade de expor os sítios antigênicos que podem ser mascarados pela fixação com PFA 4%, 

e, em seguida, incubadas em Triton X-100 (TX-100) 0,4% para permeabilização da membrana 

celular facilitando a posterior difusão dos anticorpos. A fim de bloquear peroxidases endógenas 

do tecido, as fatias foram incubadas com H2O2 1%, e posteriormente incubadas com albumina 

bovina (BSA 3%) para reduzir ligações inespecíficas dos anticorpos primário e secundário. As 

etapas descritas até o momento foram realizadas à temperatura ambiente. Finalmente, as fatias 

em diferentes poços foram incubadas com os anticorpos produzidos em coelho, contra cFos, 

AVP e VIP (anti-c-Fos 1:2500, Santa Cruz Biotechnology, sc-253 anticorpo policlonal; anti-

AVP 1:20000, ImmunoStar 20069; anti-VIP 1:1000, ImmunoStar, 20077) por 

aproximadamente 48 horas à 4ºC, e após a lavagem com PBS, incubadas com anticorpo 

secundário (1:2000, biotinilado anti-coelho, anti-IgG, Vector Laboratories) por 2 horas em 

temperatura ambiente. Os anticorpos foram diluídos em solução contendo TX-100 0,3% e BSA 

1%. 

Após a incubação com os anticorpos, as fatias foram lavadas e posteriormente incubadas em 

avidina-biotina peroxidase (1:500 em PBS, Vector Laboratories) durante 1 hora em temperatura 

ambiente. A marcação das fatias foi revelada com solução contendo 3’diaminobenzidina-HCl 

(DAB, 0,2 mg/mL; Sigma-Aldrich), sulfato de níquel (Ni, 25 mg/mL) e H2O2 0,083 μL/mL de 

solução de H2O2 30%) em Tris-HCL 0,05 M (pH 7,6), deixadas em imersão por 

aproximadamente 10 minutos. Após a revelação, as fatias foram posicionadas em lâminas 

gelatinizadas, permitidas secarem ao ar ambiente, desidratados em álcool e xilol, e em seguida 

cobertas com lamínulas e fixadas com entellan (Merck). 
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4.6. OBTENÇÃO DE IMAGENS E CONTAGEM DE CÉLULAS 

Para quantificar o número de neurônios imunorreativos para VIP, AVP e c-Fos foram utilizadas 

aproximadamente de 3 a 5 secções coronais por animal, referente ao SCN. Foi utilizada a 

objetiva de 10x e 20x para obtenção das fotomicrografias bilaterais do SCN no microscópio 

óptico. Os neurônios imunorreativos para VIP, AVP e c-Fos foram contados manualmente com 

o uso do software ImageJ, sem conhecimento prévio do grupo experimental analisado. Foram 

consideradas células imunorreativas para c-Fos aquelas apresentando o núcleo corado em preto 

e a distinção entre porção dm e vl foi feito conforme a descrição de Morin (2013). O número 

de células positivas para AVP, VIP e c-Fos foi normalizado pelo número de secções por animal.  

4.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os actogramas foram inspecionados pelo software ClockLab (Actimetrics, IL, USA) e valores 

de onset, offset, acrofase e amplitude calculados pelo mesmo programa, a partir dos registros 

de telemetria de SLA e Tc de cada animal. Os registros foram blocados em 2 minutos, de tal 

maneira a obter 30 pontos por hora. O programa utiliza o teste estatístico Periodograma Qui-

quadrado descrito por Sokolove e Bushell (1978) para calcular o período do ritmo e a robustez. 

Os valores de amplitude de SLA e Tc foram calculados como a diferença entre os valores 

máximos e mínimos (nadir) dividido por 2. A amplitude, o mesor e a robustez de cada animal 

foram comparadas pelo test t student. A partir do programa Vital View também foram extraídas 

planilhas contendo os valores de SLA e Tc registradas a cada minuto para confecção dos 

gráficos de variação circadiana de SLA e Tc e média total de SLA e Tc na fase de luz a fase de 

escuridão. 

O número de neurônios AVP-ir, VIP-ir e c-Fos-ir foram analisados pela ANOVA de duas vias 

seguido de pós-teste Sidak. A análise das correlações foi realizada utilizando Coeficiente de 

Pearson, onde o P value, R2 e r foram considerados para a análise.  Para confecção dos gráficos 

e análises estatísticas, foi utilizado o programa GraphPrism 8 (San Diego, CA, EUA).  

5. RESULTADOS 

5.1. EFEITO DA DESSINCRONIZAÇÃO FORÇADA SOBRE O GANHO DE PESO E 

INGESTA ALIMENTAR 
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Figura 4. O efeito da dessincronização forçada sobre o ganho de peso e ingesta alimentar. (A) 

A dessincronização forçada não alterou o ganho de peso. (B) A ingesta alimentar foi registrada 

por 24 h por duas semanas. Os dados são apresentados como média ± SEM. **, p<0,01.  

A dessincronização forçada não alterou o ganho de peso ao longo das 2 semanas de 

acompanhamento (Fig. 4A).  No entanto, a dessincronização forçada reduziu a ingesta alimentar 

na segunda semana, como observado na figura 4B.   

 

5.1. EFEITO DA DESSINCRONIZAÇÃO FORÇADA SOBRE O RITMO 

CIRCADIANO  

O registro de telemetria dos animais Desynchronized T22 enquanto estavam em período de 

ambientação, ainda sob L:D 12:12h, mostrou que os animais apresentavam ciclos de SLA 

típicos, ou seja, com atividade concentrada na fase escuro do ciclo circadiano (Fig. 5A). Neste 

período de aclimatação, o t apresentado pelos animais foi de 24 h (Fig.5B). O protocolo de 

dessincronização iniciou-se a partir do dia 21 (Fig. 5A), o que ocasionou alteração do perfil 

rítmico da SLA. A inspeção do actograma mostra dois padrões de atividade, que podem ser 

confirmados pela análise do periodograma. 

Neste periodograma representativo do animal dessincronizado podemos observar dois períodos 

característicos da SLA dos animais em um regime LD com T igual a 22 h (Fig. 5C). O animal 

Desynchronized (T22) apresenta um período em torno de 22h e outro >24h, sendo relativo ao 

regime de luz e ao free-running, respectivamente.  

 

 

Figura 5. A dessincronização forçada dissocia a atividade rítmica em dois períodos. 

Actograma representativo de animal do grupo Desynchronized (T22) antes e durante o 

protocolo de dessincronização forçada. (B) O periodograma mostrando um período robusto em 

24 horas enquanto o regime de luz era mantido em LD 12:12h e em (C) o periodograma de um 

animal após o regime de luz ser alterado para LD 11:11h com dois períodos significativos. 
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Figura 6. O efeito da dessincronização forçada sobre os padrões rítmicos. Dados do registro 

de telemetria da (A) atividade locomotora do grupo Control (T24) e (B) Desynchronized (T22) 

média ± SEM, n=7. (C) Análise do cosinor com base nos dados da SLA e tendo como destaque 

a (D) amplitude, (E) mesor e (F) robustez. A média da Tc dos animais (G) Control (T24) e (H) 

Desynchronized (T22), média ± SEM, n=7. (I) Análise do cosinor com base nos dados de Tc.  

A análise da (J) amplitude, (K) mesor e (L) robustez da Temperatura corporal, média ± SEM, 

n=7. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0005; ****, p<0,0001 Control (T24) versus 

Desynchronized (T22). As linhas pontilhadas paralelas ao eixo x assinalam o valor médio do 

mesor e as linhas pontilhadas paralelas ao eixo y assinalam a amplitude da oscilação dos ritmos 

de atividade locomotora e temperatura em C e I, respectivamente.  

A média por hora de SLA e Tc ao longo de 7 dias (Fig. 6 A e B) mostrou que os animais sob o 

protocolo de dessincronização forçada apresentaram um perfil bifásico do ritmo circadiano de 

SLA e Tc. A análise da curva ajustada (Análise do Cosinor) gerou os dados de amplitude e 

mesor da SLA (Fig.6 C, D) e da Tc (Fig.6 F, G) e a robustez foi adquirida pela média dos 

valores máximos do Periodograma (valores de Qp). O grupo Desynchronized (T22) apresentou 

uma menor amplitude, mesor e robustez desses ritmos quando comparados ao grupo Control 

(T24) (Fig. 6 B-D, F-H). 

5.2. EFEITO DA DESSINCRONIZAÇÃO FORÇADA SOBRE VIP e AVP 

A imunomarcação da proteína AVP tem um padrão que prevalece na porção dmSCN 

(Abrahamson & Moore, 2001). A marcação de AVP é caracterizada por uma marcação celular 

marrom escura (Fig. 7 B e C). O número de neurônios AVP-ir no SCN não foi diferente entre 

os grupos (Fig. 7 A). A diferença observada se deu de forma temporal intragrupo. No grupo 

Control (T24), o número de neurônios AVP-ir foi menor no ZT14 quando comparado ao ZT20, 

enquanto que no grupo Desynchronized (T22), o número de neurônios AVP-ir no ZT14 foi 

menor quando comparado aos ZTs 2 e 8. 
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Figura 7. A dessincronização forçada não altera a imunorreatividade de AVP. (A) O número 

de neurônios imunorreativos para AVP (AVP-ir) são apresentados como média ± SEM para 

ratos perfundidos nos ZTs 2, 8, 14 e 20 em diferentes regimes de luz. A imunorreatividade 

representada por fotomicrografias de secções marcadas pela AVP no SCN no ZT2 do grupo (B) 

Control (T24) no (B) ZT2 do grupo (C) Desynchronized (T22). Letras diferentes representam 

diferenças estatísticas entre ZTs no grupo. 

 
Figura 8. Na dessincronização forçada a imunorreatividade de VIP perde o padrão rítmico. 

(A) O número de neurônios imunorreativos para VIP (VIP-ir) são apresentados como média ± 

SEM para ratos perfundidos nos ZTs 2, 8, 14 e 20 em diferentes regimes de luz. A 

imunorreatividade representado por fotomicrografias de secções marcadas por VIP no SCN no 

ZT2 do grupo (B) Control (T24) no (B) ZT2 do grupo (C) Desynchronized (T22). Letras 

diferentes representam diferenças estatísticas entre ZTs no grupo.  

A imunomarcação de VIP é caracterizada por ser mais dispersa, mas o corpo celular dos 

neurônios vipérgicos, ainda sim, concentrou-se na porção vlSCN (Fig. 8 B e C). A análise do 

número de neurônios VIP-ir no SCN mostrou diferenças temporais no grupo Control (T24), de 

maneira que no ZT20 foram observadas o maior número de VIP-ir, estão diferenças, no entanto, 

foram perdidas no grupo Desynchronized (Fig.8 A). 
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5.3. EFEITO DA DESSINCRONIZAÇÃO FORÇADA SOBRE A ATIVIDADE 

NEURONAL DO SCN 

A imunomarcação do c-Fos é caracterizada por uma marcação preta nuclear, assim como mostra 

as fotomicrografias (Fig.9 B e C). A imunomarcação do c-Fos no SCN como um todo, sem 

distinguir as porções, mostrou diferenças temporais no grupo Control (T24) e no grupo 

Desynchronized (T22) (Fig.9 A-E) Animais do grupo Control (T24) apresentaram um maior 

número de células c-Fos-ir no ZT8 quando comparado com os ZTs 2, 14 e 20 (Fig.9A), 

enquanto que os animais do grupo Desynchronized (T22) apresentaram um maior número de 

células c-Fos-ir no ZT20 quando comprado aos ZTs 2 e 14 (Fig.9A). Além disso, os animais 

do grupo Desynchronized (T22) apresentaram um maior número de células c-Fos-ir no ZT20 

quando comparados aos animais do grupo Control (T24).  

 
Figura 9. A dessincronização forçada altera a atividade dos neurônios no SCN. (A) O número 

de neurônios imunorreativos para c-Fos (c-Fos-ir) por secção do SCN são apresentados como 

média ± SEM para ratos perfundidos nos ZTs 2, 8, 14 e 20 em diferentes regimes de luz. As 

letras representam a diferença temporal intragrupo (p<0,05) enquanto asteriscos representam a 

diferença entre grupos (p<0,0005). A imunorreatividade representada por fotomicrografias de 

secções marcadas por c-Fos no SCN, ZT2, do grupo (B) Control (T24) e do grupo (C) 

Desynchronized. A quantia de c-Fos-ir foi separada de acordo com as porções do SCN, sendo 

então (D) a porção dmSCN, (E) vlSCN, média ± SEM, as letras apresentam a diferença 

temporal (p<0,05) intragrupo. ***, p0,0001; ****, p<0,0001. (F)  A divisão entre ventrolateral 

e dorsomedial foi realizada de acordo com a anatomia do SCN segundo (Paxinos & Watson, 

2004). 3V, terceiro ventrículo; CO, quiasma óptico (Adaptado de Cheng & Cheng, 2021). 

No entanto, a marcação de c-Fos pode ocorrer nas duas porções do SCN, por isso a contagem 

foi compartimentalizada nessas porções, seguindo o atlas de Paxinos & Watson (2004) (Fig.9F). 

A análise da média de neurônios c-Fos-ir da porção dm não mostrou diferenças temporais e a 

dessincronização não alterou o padrão de expressão de c-Fos (Fig.9D). No entanto, a porção vl 

apresentou diferenças temporais na expressão de c-Fos nos dois grupos. Nos animais do grupo 

Control (T24), o número de células c-Fos-ir foi maior no ZT8 quando comparado aos ZT14 e 

ZT20 (Fig.9E). Já nos animais do grupo Desychronized (T22) o maior número de células c-

Fos-ir foi observado no ZT20 quando comparado ao ZT2 (Fig.9E). Além disso, no ZT20 o 



25 

número de células c-Fos-ir foi maior no grupo Desychronized (T22) quando comparado ao 

grupo Control (T24) (Fig.9E). 

 

5.4. OS EFEITOS DO DESACOPLAMENTO DO SCN DURANTE A 

DESSINCRONIZAÇÃO FORÇADA   

 
Figura 10. O desalinhamento durante a dessincronização forçada altera VIP-ir na fase escura. 

(A) Os neurônios AVP-ir e (B) VIP-ir do SCN em ratos perfundidos em diferentes fases e 

momentos da dessincronização, diferenciados como alinhados e desalinhados. Média ± SEM, 

as letras apresentam a diferença temporal (p<0,05) intragrupo. *, p<0,05. 

Os animais do grupo Desynchronized (T22) foram classificados em alinhados e desalinhados 

de acordo com a fase e o perfil de atividade antes da eutanásia, análise realizada pela inspeção 

do actograma. Aqueles animais que apresentaram padrão de atividade compatível com o estado 

de repouso durante a fase de escuro do ciclo T22, portanto, não arrastados pela luz, momentos 

antes da eutanásia, foram considerados desalinhados, já aqueles animais que, momentos antes 

da eutanásia, apresentavam padrão de atividade compatível com o período de repouso na fase 

de luz, portanto, arrastados pela luz, foram considerados alinhados. 

A contagem de neurônios AVP-ir não foi diferente entre os animais alinhados e desalinhados 

(Fig. 10 A). A análise da contagem de neurônios VIP-ir mostrou que os animais desalinhados 

apresentaram menos neurônios VIP-ir na fase escura, sendo equivalente ao VIP-ir na fase clara 

(Fig. 10 B).  

5.5. A CORRELAÇÃO DAS VARIÁVEIS RÍTMICAS DURANTE A 

DESSINCRONIZAÇÃO FORÇADA  

A análise de correlação entre as variáveis é realizada para avaliar se existe alguma correlação 

significativa entre as variáveis e se ela é positiva ou negativa de acordo com o coeficiente de 

Pearson. Foi visto que o número de neurônios AVP-ir correlacionou-se negativamente com a 

SLA nos animais dessincronizados (Tabela 1, Pearson r -0,4851; p 0,0221), assim como c-Fos-

ir da porção dmSCN (Tabela 1, Pearson r = -0,4783; p = 0,0221). No entanto essas correlações 

de c-Fos-ir em dmSCN e AVP-ir não foram significativas para os animais do grupo Control 

(T24).  
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Entre as correlações realizadas com a Tc, somente c-Fos-ir na porção vlSCN do grupo Control 

(T24) apresentou correlação negativa e significativa com a Tc (Tabela 1, Pearson r = -0,4577; 

p = 0,0488). Interessantemente, o protocolo de dessincronização aboliu esta correlação (Tabela 

1, Person r  = 0.2961 p = 0.2328). Não houve correlação entre as demais variáveis em ambos 

os grupos.  

Tabela 1. Correlação de Pearson de variáveis rítmicas sob dessincronização forçada 

Correlation Pearson R² Pearson r P value P value 

summary 

AVP-ir (T24) e SLA (T24) 0.02494 -0.1579 0.441 ns 

AVP-ir (T22) e SLA (T22) 0.2353 -0.4851 0.0221 * 

AVP-ir (T24) e Tc (T24) 0.001479 -0.03846 0.852 ns 

AVP-ir (T22) e Tc (T22) 0.01321 -0.1149 0.6199 ns 

c-Fos-ir DM (T24) e SLA (T24) 0.02664 -0.1632 0.5176 ns 

c-Fos-ir DM (T22) e SLA (T22) 0.2288 -0.4783 0.0221 * 

c-Fos-ir DM (T24) e Tc (T24) 0.0078 -0.08832 0.7192 ns 

c-Fos-ir DM (T22) e Tc (T22) 0.02161 -0.147 0.587 ns 

c-Fos-ir VL (T24) e SLA (T24) 0.01136 0.1066 0.664 ns 

c-Fos-ir VL (T22) e SLA (T22) 0.1367 -0.3697 0.1192 ns 

c-Fos-ir VL (T24) e Tc (T24) 0.2095 -0.4577 0.0488 * 

c-Fos-ir VL (T22) e Tc (T22) 0.08768 0.2961 0.2328 ns 

VIP-ir (T24) e SLA (T24) 0.0261 0.1616 0.48 ns 

VIP-ir (T22) e SLA (T22) 0.06963 0.2639 0.3837 ns 

VIP-ir (T24) e Tc (T24) 0.01149 0.1072 0.6438 ns 

VIP-ir (T22) e Tc (T22) 0.1246 0.353 0.23 ns 

AVP-ir (T24) e VIP (T24) 0.2018 0.4493 0.041 * 

AVP-ir (T22) e VIP (T22) 0.1229 0.3506 0.2001 ns 

ns, não significativo. *, p <0,05 

De forma interessante, a correlação positiva que era significativa no animal Control (T24) entre 

AVP-ir e VIP-ir no grupo Control (T24) (Tabela 1, Pearson r 0,4493; p 0,041), foi extinta no 

animal Desynchronized (T22) (Tabela 1, Pearson r 0,3506; p 0,2001). 

6. DISCUSSÃO  

O principal achado do nosso estudo foi que a dessincronização forçada não altera o perfil 

temporal da porção dm, mantendo a atividade neuronal e a expressão de AVP similares às 

apresentadas pelo grupo Control (T24). Por outro lado, a atividade neuronal da porção vlSCN 

e a expressão de VIP mostrou-se reduzida nos animais analisados na fase escura, mas na 

condição de repouso (desalinhados, grupo Misaligned T22). Dessa forma, o oscilador dm 

parece ser suficiente para manter a expressão de AVP e c-Fos, além de ser resistente a 

dessincronização do SCN, enquanto o oscilador vl parece não ser suficiente para manter VIP e 

c-Fos, e ser sensível a dessincronização do SCN.  

A dessincronização forçada é caracterizada pela presença de dois componentes circadianos, 

assim como descrito em Granada (2010), sendo cada componente corresponde a atividade de 

uma porção do SCN. A presença de dois períodos no registro de SLA e Tc foram identificados 
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pela inspeção visual do actograma e também pelo periodograma, onde um ritmo mostrou-se 

arrastado pelo ciclo LD (T22h) e outro determinado pelo ritmo endógeno (t >24h). A construção 

do periodograma é baseado no procedimento proposto por James Enright, que pode ser pensado 

como uma ANOVA unidirecional adaptada ao teste de ritmicidade, onde são calculados um 

índice de variabilidade entre o fluxo de dados (Enright, 1965). A nossa análise foi realizada 

com base na distribuição do χ2 (Sokolove e Buchell, 1978). Historicamente, uma comparação 

de seis métodos de determinação do período circadiano (sem incluir o cosinor de componentes 

múltiplos) descobriu que o periodograma Enright (qui-quadrado) apresentou a melhor 

combinação de precisão, tolerância à irregularidade da forma de onda e tolerância ao ruído 

(Refinetti, 1993). A estatística utilizada no procedimento de χ2do periodograma é calculada com 

base na formula a seguir:  

 
onde o periodograma construído com base nos valores de Qp para vários períodos dentro de um 

intervalo entre 20 e 28h.  

 O período de um ritmo pode ser afetado por diversos fatores ambientais. Dessa forma, 

quando em condições de arrastamento, os valores de Qp serão mais altos e quando em 

dessincronização podem ser mais baixos, assim como também ocorre na amplitude dos ritmos 

(Brown et al., 2019). A análise da média de SLA e Tc por ZT no grupo Desynchronized (T22) 

mostrou um aumento dessas duas variáveis na fase clara, em função dos animais apresentarem 

um padrão rítmico bimodal. No entanto esses dados apresentaram uma maior dispersão, 

mostrado pelos dados de SEM. Não se sabe, contudo, que tipo de comportamento pode estar 

relacionado com este aumento de SLA e Tc na fase escura. Uma possibilidade seria um 

aumento do forrageamento desses animais, possivelmente em busca do alimento. No entanto, 

a análise da ingesta alimentar ao longo de 4 semanas em desincronização mostrou uma 

redução na ingesta alimentar (dados não apresentados), o que pode ser explicada por uma 

redução da exposição a fase escura. Outra possibilidade seria alterações no ciclo sono/vigília. 

Corroborando esta possibilidade, sabe-se que no protocolo de dessincronização, similar à 

atividade locomotora, o ciclo de sono-vigília e sono de ondas lentas (SWS) exibem dois 

ritmos: um sincronizado com o ciclo claro-escuro de 22 horas e outro com um período >24 

horas (t>24 h). Então é bem provável que o aumento da SLA e Tc esteja relacionado com um 

segundo despertar do animal durante a fase clara. Interessantemente, o sono paradoxal (PS) no 

protocolo de dessincronização forçada segue o ritmo de livre curso, permanecendo 

dessincronizado, portanto, do SWS (Cambras et al., 2007). Dessa forma, em momento de 

alinhamento, o animal pode apresentar durante o sono um ECG similar à vigília (sono 

paradoxal).  O procedimento cosinor é uma ferramenta confiável e conveniente para o cálculo 

do mesor, amplitude e ângulo de fase (acrofase) dos ritmos circadianos (Refinetti et al., 1993). 

Então, por meio dessa análise foi visto que a dessincronização forçada reduziu a robustez e a 

amplitude dos ritmos de SLA e Tc, o que pode ser consequência desse segundo despertar do 

animal, alterando o nível de SLA e Tc e o perfil da oscilação.  

Já foi visto por de la Iglesia (2004), que a dessincronização forçada leva a dessincronização da 

velocidade de TTFL nas porções do SCN. Mas já se sabe que além do mecanismo molecular 

autônomo da célula, a luz pode afetar diretamente as propriedades do circuito do SCN. Grande 

parte da robustez dos ritmos do SCN é atribuída ao forte acoplamento entre as células do SCN 

através dos neurotransmissores VIP, AVP e GABA (Ashton et al., 2021). Não está claro como 

é mantida a sincronia das porções do SCN, embora a participação de GABA e a comunicação 

por junções comunicantes sejam opções discutidas na literatura. Uma outra opção para a 
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sincronia entre vl e dmSCN seria a comunicação mediada por neuropeptídios, já que em cada 

porção existem neuropeptídeos característicos (VIP e AVP) e eles possuem receptores 

correspondentes na porção adjacente. Na dessincronização, no entanto, o oscilador dm parece 

ter perdido o acoplamento com o oscilador vl, uma vez que o protocolo afetou somente o vlSCN 

para ambos os sinais de saídas analisados (VIP e c-Fos). 

Os neurônios VIP-ir são considerados importantes para o foto-arrastamento do SCN, enquanto 

atribui-se ao AVP a geração de ritmo endógeno do SCN (pacemaker) (Mieda, 2019). 

Considerando o AVP responsável por coordenar a ritmicidade dos outputs do SCN, este 

peptídeo mostrou-se mais conservador e resistente à dessincronia, assim como vimos nos 

animais desalinhados, que não mudaram o seu perfil de AVP-ir em nenhuma das fases.  Dessa 

forma, sugerimos que a porção dm é altamente governada pelo oscilador próprio, que, no animal 

dessincronizado, encontra-se desacoplado da porção vl.  

A manutenção do perfil temporal de expressão de AVP aponta que a porção dmSCN pode ser 

responsável pelos padrões rítmicos de SLA. Já foi previamente reportado que esse período se 

relaciona de forma mais robusta com a porção dmSCN durante a dessincronização forçada 

(Schwartz et al., 2009). A correlação que existe entre a variação de SLA e AVP-ir e também 

entre SLA e c-Fos-ir na porção dmSCN reforçam que em condições de dessincronização das 

porções do SCN, a porção dmSCN foi determinante para o ritmo bimodal de SLA. Dados da 

literatura corroboram esse achado, já que ratos deficientes em AVP tem os ritmos circadianos 

atenuados, mas mantém a fase circadiana, e camundongos knockout V1a mostram oscilação 

reduzida da SLA (Hamada et al., 2004; Kalsbeek et al., 2010; Li et al., 2009). As evidências 

mostram AVP como um sinal de saída do SCN, mediando comunicações inter-neuronais entre 

o SCN e suas áreas alvo para o arrastamento (Kalsbeek et al., 2010). 

O papel de VIP na função circadiana e o seu mecanismo de liberação ainda não são totalmente 

esclarecidos. Por outro lado, sabe-se que a deleção do gene Vip e Vipr2 reduz quase pela metade 

o número de neurônios rítmicos no dmSCN, de forma que, a sincronia e a manutenção da 

ritmicidade ficam prejudicadas (Aton et al., 2005). Embora VIP atenda a maioria dos critérios 

como um fator de foto-arrastamento no SCN, ele pode não ser o único. Sabe-se que GRP e PK2 

e seus receptores são expressos em um padrão semelhante a luz e ao VIP, sendo potenciais 

sincronizadores, os quais podem operar em situação de dissociação do SCN (McArthur et al., 

2000; Piggins et al., 1995).  

À semelhança dos achados de Shinohara et al, foi observado diferenças temporais na expressão 

de VIP no grupo Control (T24), com um pico de VIP-ir na ausência de luz (Shinohara et al., 

1993). Esta variação temporal foi perdida nos animais do grupo Desynchronized (T22). A 

ausência de oscilação temporal no número de neurônios VIP-ir do grupo Desynchronized (T22) 

quando analisado sem distinguir os animais alinhados e desalinhados pode ser explicada pela 

diluição da diferença entre os períodos t22 e t >24. Ainda assim, esses animais apresentaram 

uma tendência de oscilação com um atraso de fase, que poderia ter sido significativa em uma 

amostra maior. 

A contagem dos neurônios VIP-ir considerando os animais alinhados e desalinhados, mostrou 

que em condições de desalinhamento houve redução no número de neurônios VIP-ir. Na fase 

escura os animais desalinhados apresentaram um perfil semelhante aos animais da fase clara, 

com menor número de neurônios VIP-ir quando comparado ao animal alinhado da fase escura. 

É provável que isso tenha ocorrido como uma resposta de retroalimentação do estado de 

inatividade do animal, impedindo que os neurônios liberassem VIP na fase escura, ou vice-

versa, a baixa liberação de VIP pode ter sido responsável pela inatividade do animal na fase 
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escura. O VIP atua nos neurônios de forma a aumentar os níveis de cálcio e cAMP nos 

neurônios, o que ocasiona a fosforilação de CREB (Serchov et al., 2017). Esta via de sinalização 

induz a transcrição de Per1 e Per2, levando ao foto-arrastamento do relógio celular do SCN 

(Serchov et al., 2017). Já foi mostrado por de la Iglesia (2004) que a expressão de Per1 também 

foi alterada em condições de desalinhamento.  Interessantemente, o produto proteico dos genes 

de resposta imediata também participa desta sinalização do foto-arrastamento, facilitando a 

expressão de Pers (Serchov et al., 2017). A avaliação do número de células c-Fos-ir 

acompanhou o resultado de VIP-ir, indicando que a porção vl esteja respondendo prontamente 

à luz.  

Já foi visto que a regulação fótica dos genes da família fos são alvos do marcapasso circadiano, 

já que sua proteína se torna imunorreativa após um pulso de luz na noite subjetiva e não no dia 

subjetivo, mas a interferência do marcapasso na transcrição do c-Fos ainda não está totamente 

elucidada. O número de neurônios c-Fos-ir em animais dessincronizados mostrou dois picos, 

incluindo um na fase escura, no entanto, o c-Fos é um peptídeo que tem sua expressão modulada 

positivamente pela luz. O aumento do c-Fos na fase escura na porção vlSCN pode ter ocorrido 

em resposta ao oscilador vl, de forma espontânea, já que não houve indução fótica naquele 

momento. Este aumento pode ter contribuído com o ritmo circadiano da síntese dos 

neuropeptídeos do SCN.  

7. CONCLUSÃO 

A exposição de animais a ciclos de claro e escuro curtos leva a dissociação do SCN e a 

divisão dos ritmos circadianos em dois períodos. Uma vez que dmSCN e expressão de AVP 

não se alteram no protocolo de dessincronização, esta porção e peptídeo do SCN não 

contribuem para o padrão rítmico bimodal apresentado pelos animais dessincronizados. A 

expressão de AVP se torna independente do vlSCN durante a dessincronização forçada, já que 

a expressão deste peptídeo foi mantida a despeito da dessincronização forçada. O vlSCN e a 

expressão de VIP é sensível a dessincronização, uma vez a variação temporal da atividade 

neuronal é extinta nesta porção, assim como a expressão de VIP. Durante a dessincronização, 

na condição de alinhamento, a atividade a expressão de VIP assemelha-se ao controle e, na 

condição de desalinhamento, há uma redução da expressão de VIP, sugerindo que este 

peptídeo dita o padrão bimodal dos ritmos de SLA e Tc durante a dessincronização.  
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